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RESUMO

Este estudo avaliou a remog¢ao da mistura de corantes em efluente téxtil sintético utilizando o
Substrato Residual da Producdo de Cogumelos (SRC) sem nenhum tipo de tratamento,
visando a realizagdo simultdnea dos processos de adsorcdo e degradagdo enzimatica. O
percentual de degradagdo enzimadtica foi obtido pela diferenca entre a remog¢do com o SRC
aquecido a 90°C para desnaturagao das enzimas ¢ o SRC com enzimas. O SRC foi avaliado
por MEV, EDS e FTIR. O ponto de carga zero obtido para o SRC foi de 5,5. A lacase
presente no SRC foi caracterizada e apresentou atividade méaxima em pH 2,0 e 45°C,
constante de Michaelis-Menten (Km) de 0,264 mM e velocidade méxima de reagdo (Vmax) de
117,95 pmol L' min'!. A presenca de NaCl a 5 mM inibiu a atividade da enzima e nenhuma
inibi¢do foi observada por Na;SOs4. Um planejamento fatorial foi realizado e a adsorcao
méxima do corante (57,22%) foi alcancada em pH 8,0, 25°C e 100 g L'! de SRC, enquanto a
degradagdo enzimatica maxima (14,18%) foi obtida nas mesmas condi¢des, mas no pH 4,0.
Com a avaliagdo isolada das variaveis foi alcangada uma remocgao total maxima de 75,67%
em pH 8, 155 g SRC L! e 25°C. As enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés
peroxidase aderidas no SRC resultaram em maior descolora¢do do corante quando comparado
com a solugdo enzimatica extraida do SRC, o que significa que o SRC ¢ uma matriz de
imobilizacao natural que melhora a degradagdo enzimdtica dos corantes. O tratamento com
SRC resultou na remoc¢ao de 28,75% da cor verdadeira, mas aumentou os demais parametros
de qualidade (DQO soluvel e particulada, amdnia, fosforo total, cor aparente, turbidez e pH).
O modelo cinético de Pseudo-segunda ordem melhor representou a cinética de adsorcdo e a
1soterma Sips promoveu o melhor ajuste dos dados experimentais. Nas temperaturas de 25°C
e 35°C a adsor¢do ¢ exotérmica e quimica, mas na temperatura de 45°C o processo €
endotérmico e ocorre a fisissor¢ao. O tratamento do efluente té€xtil com SRC ndo aumentou a
toxicidade para o organismo Daphnia magna. O SRC pode ser utilizado no tratamento de
efluentes téxteis para remoc¢do de corantes por mecanismos simultineos de adsorc¢dao e
degradacgdo enzimatica, com reducdo de impactos ambientais e de custos associados a enzimas

e adsorventes comerciais.

Palavras-chave: Lacase.Tratamento de efluente téxtil. Residuo solido. Isotermas. Modelos

cinéticos.



ABSTRACT

This study evaluated the removal of the mixture of dyes in synthetic textile effluent using the
Spent Mushroom Substrate (SMS) without any type of treatment, aiming at the simultaneous
realization of adsorption and enzymatic degradation processes. The percentage of enzymatic
degradation was obtained by the difference between the removal with the SMS heated to 90°C
for enzyme denaturation and the SMS without treatment. SMS was evaluated by SEM, EDS
and FTIR. The zero load point obtained for the SMS was 5.5. The laccase present in the SMS
was characterized and showed maximum activity at pH 2.0 and 45°C, Michaelis-Menten
constant (Ku) of 0.264 mM and maximum reaction rate (Vmax) of 117.95 umol L™! min!. The
presence of 5 mM NaCl inhibited the enzyme activity and no inhibition was observed by
NaSO4. A factorial design was carried out and the maximum dye adsorption (57.22%) was
reached at pH 8.0, 25°C and 100 g L' of SMS, while the maximum enzymatic degradation
(14.18%) was obtained under the same conditions but at pH 4.0. With the isolated evaluation
of the variables, a maximum total removal of 75.67% was achieved at pH 8, 155 g SMS L'
and 25°C. The laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase enzymes adhered to the
SMS resulted in greater dye discoloration when compared to the enzyme solution extracted
from the SMS, which means that the SMS is a natural immobilization matrix that improves
the enzymatic degradation of the dyes. Treatment with SMS resulted in the removal of
28.75% of the true color, but increased the other quality parameters (soluble and particulate
COD, ammonia, total phosphorus, apparent color, turbidity and pH). The Pseudo-second
order kinetic model best represented the adsorption kinetics and the Sips isotherm provided
the best fit of the experimental data. At temperatures of 25°C and 35°C the adsorption is
exothermic and chemical, but at 45°C the process is endothermic and physisorption occurs.
The treatment of textile effluent with SMS did not increase the toxicity to the organism
Daphnia magna. SMS can be used in the treatment of textile effluents for dye removal by
simultaneous mechanisms of adsorption and enzymatic degradation, reducing environmental

impacts and costs associated with enzymes and commercial adsorbents.

Keywords: Lacase. Textile effluent treatment. Solid waste. Isotherms. Kinetic models.
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1 INTRODUCAO

A industria téxtil apresenta uma cadeia produtiva longa que envolve 0s processos
necessarios para promover a transformacdo das matérias-primas (fibras) em produtos
beneficiados de estruturas definidas (fios e tecidos) (RIBEIRO, 1984). Esse segmento fornece
o produto base para outros setores relacionados e estd presente em todo o mundo,
representando uma atividade econOmica que contribui expressivamente para o
desenvolvimento de diversos paises (CAMPOS; PAULA, 2006). A industria téxtil brasileira
se destaca no mercado mundial e esta entre as maiores produtoras de téxteis do mundo
(UNIDO, 2018).

Apesar de representar uma importante atividade econdmica, a producao téxtil tem
sido responsavel por causar impactos negativos ao meio ambiente, pois emprega grandes
volumes de 4gua em seu processo e utiliza uma diversidade de produtos quimicos toxicos que
sdo descartados na forma de efluentes com alto potencial poluidor (KUMAR;
GUNASUNDARI, 2017). Uma das principais caracteristicas dos efluentes téxteis ¢ sua forte
cor produzida pelos corantes que ndo sdo fixados adequadamente as fibras no processo de
tingimento e sdao desprendidos durante a lavagem do tecido (ELANGO; RATHIKA;
ELANGO, 2017). Em média de 20 a 50% dos corantes aplicados no tingimento sdo
eliminados nos efluentes (KHATRI et al., 2015).

Quando os sistemas de tratamento de efluentes téxteis sdo inexistentes ou
ineficientes, os corantes sao langados em corpos receptores, ocasionando diversos impactos.
Esses compostos sdo altamente perceptiveis e afetam negativamente a estética do ambiente, e
reduzem a penetragdo da radia¢do solar no corpo receptor, alterando os ciclos biologicos e
causando danos a comunidade aquatica. Além disso, os corantes apresentam caracteristicas
carcinogénicas e/ou mutagénicas podendo provocar distirbios nos organismos e conferir
riscos a saude humana (GUARATINI; ZANONI, 2000; PEREIRA; ALVES, 2012).

Devido a estrutura molecular e origem sintética dos corantes, estes compostos sdo
estaveis e de dificil degradacdo, tornando a descoloracdo dos efluentes um processo complexo
(BANAT et al., 1996). Em geral, os processos convencionais de tratamento de efluentes nao
apresentam a capacidade de degradar ou remover os corantes, exigindo um uso excessivo de
produtos quimicos para atingir os niveis de descoloracdo exigidos pela legislagdo ambiental,
gerando grandes quantidades de lodo contaminado e um alto custo para as industrias (KUNZ

et al., 2002).
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Dessa forma, novos métodos complementares para a descoloragao dos efluentes
devem ser desenvolvidos, considerando a sustentabilidade, eficiéncia, viabilidade, facilidade
de operagao e baixo custo. A degradacdo enzimatica e a adsor¢cdo tém merecido destaque
entre os demais métodos, no entanto, alto custo dos adsorventes e enzimas pode inviabilizar a
aplicacdo. O uso de residuos como adsorventes e de enzimas prontamente disponiveis
constitui-se como uma alternativa atraente e, nesse sentido destaca-se o substrato residual da
producao de cogumelo do género Pleurotus (KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018).

Os fungos do género Pleurotus pertencem a classe dos basidiomicetos de podriddo
branca, que s3o reconhecidos pela sua capacidade efetiva de produzir enzimas ligninoliticas,
principalmente, a lacase, manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP), as quais
atuam na degradacdo de estruturas semelhantes a lignina, como os corantes téxteis
(ELLOUZE; SAYADI, 2016; REID, 1995). O género Pleurotus inclui varias espécies
comestiveis que sdo cultivadas comercialmente, sendo considerado o segundo cogumelo mais
cultivado no mundo e no Brasil (ANPC, 2019; ROYSE; BAARS; TAN, 2017). Ao final do
ciclo produtivo, tem-se como residuo o substrato residual da produ¢do de cogumelos (SRC), o
qual consiste em uma mistura de micélio e substrato lignoceluldsico ndo utilizado, além das
enzimas extracelulares liberadas pelos fungos durante o seu crescimento (SINGH et al.,
2011).

A necessidade de descarte do SRC configura-se como um inconveniente para os
produtores e a falta de um destino adequado e rentavel para esse residuo contribui para que o
SRC seja depositado no meio ambiente sem qualquer controle, podendo causar efeitos
negativos aos ecossistemas (GUO; CHOROVER, 2006). Considerando que a quantidade
gerada de SRC corresponde a uma propor¢do de aproximadamente 5 kg para cada 1 kg de
cogumelo cultivado (FINNEY et al., 2009) e que a producdo de cogumelos tem crescido no
Brasil, aplicacdes do SRC com reduzido impacto ambiental devem ser estudadas e
desenvolvidas (HANAFT et al., 2018).

A producgdo e purifica¢do industrial de enzimas ¢ um processo demorado e de alto
custo, inviabilizando sua aplicagdo em estagdes de tratamento de efluentes, onde sdo
necessarios grandes volumes de enzimas a um prego acessivel (CHOWDHARY et al., 2019).
Em contrapartida, a utilizacdo do SRC como fonte de enzimas ligninoliticas elimina o tempo
necessario para o desenvolvimento do fungo e a produgdo e purificagdo das enzimas, além de
promover a valorizacao desse residuo para a solucdo de um problema ambiental. O SRC

também ¢ um material que possui potencial para ser utilizado como adsorvente de substancias
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poluentes devido a abundancia dos grupos hidroxil, carbonil e carboxil presentes na sua
superficie (WU et al., 2019). O desenvolvimento do fungo no substrato resulta em um
aumento da area superficial e dos locais ativos do SRC, portanto, apresenta uma maior
capacidade de adsor¢do em comparagdo com o substrato antes do cultivo (LIU et al., 2017).

Diante disso, a adsor¢do e degradacdo enzimdtica de corantes téxteis utilizando o
SRC foi avaliada nesse trabalho, diante da possibilidade de desenvolvimento de uma
alternativa sustentavel e econdmica para o tratamento de efluentes té€xteis e aproveitamento do
residuo. Este estudo estd inserido em uma sequéncia de pesquisas voltadas ao tratamento de
efluentes empregando processos de adsor¢cdo desenvolvidos no Laboratério de Reuso de
Aguas (LARA) nos ultimos anos (AMARAL, 2016; GIMENEZ, 2018; GOMEZ, 2014; 2018;
RITTER, 2020; TARPANI, 2012; TOMASSONI, 2019).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a degradagdo enzimatica e a adsor¢cdo de corantes presentes em efluentes

téxteis ao utilizar o SRC.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Otimizar as condicdes operacionais dos processos de adsor¢do e degradagdo
enzimatica, isolados € em conjunto, em efluentes téxteis com o uso SRC;

eAvaliar a capacidade da enzima lacase do SRC em manter sua atividade em
diferentes condi¢des ambientais e em tolerar aos sais que estao presentes nos efluentes téxteis;

e Determinar os mecanismos que promovem a adsor¢ao dos corantes téxteis ao SRC;

e Analisar se a degradagdo enzimatica ¢ potencializada ao empregar o SRC em
comparagao com a utilizagcdo do extrato enzimatico proveniente do SRC;

e Avaliar o efeito do tratamento do efluente téxtil sintético com o SRC nos

parametros de qualidade e na toxicidade do efluente tratado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INDUSTRIA TEXTIL

A industria téxtil ¢ um segmento industrial que envolve todas as atividades e
processos necessarios para promover a transformacdo das matérias-primas (fibras) em
produtos beneficiados de estruturas definidas (fios e tecidos), para que possam ser enviados a
confecgdo, tendo como destino o setor vestuario, mobiliario, doméstico ou industrial
(RIBEIRO, 1984). O segmento téxtil esta presente em todo o mundo e ¢ caracterizado pela
sua complexidade e cadeia produtiva longa. Esse setor foi um dos principais responsaveis por
impulsionar a Revolucdo Industrial do século XVII ao adotar a tecnologia das maquinas a
vapor em substitui¢do aos teares manuais (CNI, 2017).

Devido ao avango tecnoldgico, a criacdo de novos produtos € o maior consumo, a
industria téxtil tem contribuido expressivamente para o desenvolvimento econdmico de
diversos paises (CAMPOS; PAULA, 2006). No cenario mundial, o continente asiatico lidera
as estatisticas do setor, como producdo, exportacdo, geracdo de empregos e investimentos.
Com base nos dados de 2018, a China ¢ o maior produtor mundial de téxteis, seguida da
india, Estados Unidos e Japdo. Nesse ranking o Brasil ocupa a décima posi¢do (UNIDO,
2018).

Em 2017, o Brasil obteve uma produ¢dao média de 1,3 milhdes de toneladas (t) de
produtos téxteis. No ano de 2014 foram contabilizadas 2983 empresas formais atuantes em
todo o Brasil, propiciando, juntamente com setor de confeccdo, o titulo de segundo maior
empregador da industria da transformacao (ABIT, 2018a; LAFIS, 2017). Em 2018, as
exportacdes brasileiras de artigos téxteis e confeccionados corresponderam a 181 mil t de
produtos, valor inferior a quantidade importada de 1,4 milhdes de t (ABIT, 2018b).

Em 2015 a industria téxtil brasileira apresentou um Valor Bruto da Produgdo igual a
40 bilhdes de reais. A regido Sudeste participa com 48,29% desse valor, a Sul com 32,65% e
o nordeste com 16,18%, enquanto o centro-oeste € o norte concentram apenas 2,52% e 0,36%,
respectivamente. Em relagdo aos estados, os maiores produtores sao Sao Paulo (37,44%),

Santa Catarina (22,62%) e Minas Gerais (8,51%) (MENDES JUNIOR, 2017).
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2.1.1 Processo téxtil

Os sistemas de produgao téxtil sao diversificados, pois dependem do produto que se
pretende fabricar e das tecnologias empregadas. Entretanto, o processamento téxtil abrange,
basicamente, as etapas de fiacdo, tecelagem e beneficiamento. As etapas de produgdo sdo
inter-relacionadas, uma vez que, o produto de cada fase torna-se a matéria prima para o
desenvolvimento do processo subsequente (MASSUDA, 2002; RECH, 2008). Dentre as suas
ramificagdes, a cadeia de producdo téxtil ¢ composta, resumidamente, pela sequéncia de

operagdes apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma da cadeia de producao téxtil.
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O processo de fiagdo objetiva a formacdo dos fios a partir de fibras naturais,
artificiais ou sintéticas. As fibras naturais sdo aquelas que possuem origem animal, vegetal ou
mineral, como 12 e seda, algoddao e linho, basalto e amianto, respectivamente. As fibras
artificiais sdo obtidas da regeneracdo de polimeros naturais, principalmente da celulose
presente na madeira ou no linter do algoddo, constituindo, por exemplo, o raiom viscose € 0
raiom acetato. Ja as fibras sintéticas tém como matéria-prima os derivados de petrdleo que sao
transformados pelo intermédio de reagentes quimicos, produzindo materiais como o poliéster
e a poliamida (ALCANTARA; DALTIN, 1996; HOUCK; SIEGEL, 2015).

Na fiacdo, as fibras sdo submetidas a limpeza e a uma série de procedimentos de
estiramento, paralelizagdo e tor¢ao, de forma que as fibras se prendam uma as outras por atrito
e os fios sejam formados (ARAUJO; CASTRO, 1987). Em seguida, os fios sdo encaminhados
para a engomagem que consiste no revestimento deles por uma pelicula, a qual ¢ estabelecida
pela adicdo de substancias adesivas. Essa operagdo tem o proposito de aumentar a resisténcia
dos fios para que suportem os esfor¢os sofridos nos teares. As substiancias adesivas,
denominadas gomas, podem ser naturais como fécula de mandioca ou batata e sintéticas a
base de carboximetilcelulose e alcool polivinilico (KARMAKAR, 1999).

Na tecelagem € realizada a fabricagdo dos tecidos por meio do entrelagamento dos
fios, podendo ser utilizadas diferentes técnicas: malharia, tecelagem de tecidos planos e nao-
tecidos (RIBEIRO, 1984).

A etapa de beneficiamento integra os diversos procedimentos em que os materiais
téxteis sao submetidos com o intuito de transformar o tecido cru em artigos brancos,
coloridos, estampados e acabados, conferindo caracteristicas estéticas e técnicas como
conforto e durabilidade, para promover o enobrecimento do produto e torna-lo adequado para
as fases seguintes de corte e costura (LACASSE; BAUMANN, 2004). Em func¢do da
diversidade de matérias-primas e produtos, as etapas de beneficiamento e os produtos
auxiliares variam conforme as caracteristicas de cada material e a finalidade a que se destinam
(CHOUDHURY, 2011).

O beneficiamento téxtil ¢ classificado em primario, secundério e tercidrio. As
operagdes do beneficiamento primario sdo efetuadas com o propoésito de preparar o tecido
para o tingimento e outros acabamentos especificos (ALCANTARA; DALTIN, 1996). As

principais técnicas envolvidas no beneficiamento primario estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais operagdes realizadas no beneficiamento primario.

Operacao Descricao

Chamuscagem Combustao das fibras presentes na superficie dos fios e tecidos;

Remocgdo da goma por processo enzimatico (aplicacdo de amilase e
Desengomagem tensoativos), hidrolise acida (acidos minerais) ou oxidacao
simultanea ao alvejamento.

Cozimento em temperatura proxima a ebuli¢do e adi¢do de produtos
quimicos (solugdo alcalina, emulgador, antiespumante, surfactante,
entre outros), com o objetivo de eliminar impurezas do tecido e
aumentar sua hidrofilidade;

Purga

Tratamento do material com hidroxido de sdédio (NaOH)
Mercerizacao concentrado, sob tensdo, para aumentar o brilho, absorgao,
resisténcia e estabilidade dimensional do tecido;

Processo de branqueamento do tecido com a utilizagdo de oxidantes
como peroxido de hidrogénio (H20»), hipoclorito de sédio e clorito
de sodio, e produtos auxiliares (NaOH, 4cidos, surfactantes, silicato
de sodio, fosfato de sodio, entre outros).

Alvejamento

Fonte: adaptado de Conway (2016) e Karmakar (1999).

O beneficiamento secundario consiste na coloracao parcial (estamparia) ou total
(tingimento) dos materiais téxteis com a aplicagdo de pigmentos ou corantes. Os pigmentos
sdo substancias insoliveis no meio de aplicacdao (adgua ou solvente) e para a incorporacao ao
substrato necessitam de um composto adicional. J&4 os corantes apresentam solubilidade
durante alguma etapa do tingimento e devem possuir afinidade com o substrato
(ZOLLINGER, 2003).

A coloragdao pode ser efetuada tanto nas fibras e fios como nos tecidos ou pecas
confeccionadas, empregando diferentes substincias, técnicas e equipamentos. Comumente, as
industrias téxteis utilizam os corantes para o tingimento de tecidos. De uma forma geral, o
tingimento abrange trés etapas: montagem, fixagdo e tratamento final (ALCANTARA;
DALTIN, 1996; SHANG, 2013).

A montagem corresponde ao processo de deslocamento do corante presente na solugdo
para a superficie do substrato téxtil. Essa etapa pode ser realizada por processo continuo
(impregnag¢ao) ou descontinuo (esgotamento). No processo continuo, posteriormente ao banho
de tingimento, o corante ¢ impregnado com o auxilio de uma for¢ca mecanica que prensa o
material téxtil. No processo descontinuo, a coloracdo ¢ realizada em batelada e o material
permanece em contato com o banho de tingimento durante um periodo para que ocorra o

esgotamento do corante e o equilibrio seja atingido (SALEM, 2010).
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Na etapa de fixagdo o corante se adere ao substrato téxtil, envolvendo quatro tipos de
interacdes: ligagdes i0nicas, covalentes, de hidrogénio e de Van de Waals. A fixagdo pode ser
otimizada mediante o controle de fatores quimicos e/ou fisicos, tais como pH, temperatura,
tempo de contato e com a utilizagdo de produtos quimicos auxiliares. No tratamento final, o
material tingido ¢ submetido ao processo de lavagem com o intuito de eliminar os corantes
nao fixados e as substancias quimicas. Essa lavagem ¢ realizada, geralmente, com agua
quente e detergente, seguida de enxague (CLARK, 2011; GUARATINI; ZANONI, 2000).

O beneficiamento terciario ¢ um conjunto de operagdes que modificam as
propriedades fisicas e quimicas do substrato para melhorar o acabamento e a qualidade do
produto, conferindo caracteristicas como brilho, maciez, lisura, resisténcia ao desgaste,

antichamas, impermeabilizagdo e outras (ARAUJO; CASTRO, 1987).

2.1.2 Corantes téxteis

Os corantes téxteis sdo compostos organicos que absorvem seletivamente a luz na
regido do visivel e possuem a capacidade de colorir permanentemente os materiais téxteis
(fibras, fios e tecidos). As moléculas dos corantes apresentam dois componentes principais
que determinam as suas caracteristicas intrinsecas: os grupos cromoforos e auxocromos. Os
cromoforos sdo grupos funcionais insaturados, responsaveis pela cor, como antraquinona,
nitro e azo. Os auxocromos consistem nos grupos doadores ou receptores de elétrons, como
etila, amino, sulfonico, hidroxila, cloro e bromo, os quais intensificam a atuacdo dos
cromoéforos, promovendo a fixacdo do corante a fibra e o aumento da intensidade da cor
(ZOLLINGER, 2003)

Atualmente, diversos tipos de corantes estdo disponiveis no mercado para utilizagdo
na industria téxtil. Esses corantes podem ser classificados conforme a sua estrutura quimica, o
método de aplicagdo e o tipo de fibra a que se destinam (CHRISTIE, 2015; SALEM, 2010).

Segundo Hunger (2003) a forma mais apropriada de classificar os corantes ¢ com
base na sua estrutura quimica. Esse segmento abrange inimeras classes, dentre as quais se
destacam o0s corantes azo, antraquinona, metalizado, indigoide, ftalocianinas, metina,
polimetinas, diarilmetano, triarilmetanos, nitro, nitrosos e sulfurosos (ZANONI;
YAMANAKA, 2016)

Entretanto, o Indice Internacional de Corantes (Colour Index) utiliza o método de

aplicacdo a fibra como critério para classificagao dos corantes. A seguir estao apresentadas as



24

categorias mais relevantes que estdo inclusas nessa classificagdo e as suas principais
caracteristicas (ALCANTARA, M. R.; DALTIN, 1996; CHRISTIE, 2015; GUARATINI;
ZANONI, 2000)

a) Corantes reativos: apresentam um grupo reativo (eletrofilico) que estabelece
ligagdes covalentes com os grupos funcionais presentes em fibras celuldsicas. Os
principais corantes reativos possuem grupos cromoéforos da funcdo azo e
antraquinona, € grupos reativos constituidos de clorotriazinila e
sulfatoetilsulfonila. Para que a reagdo ocorra sdo necessarias condigdes alcalinas
e elevadas temperaturas nos banhos de tingimento. Esses corantes sao
caracterizados pela alta solubilidade em &gua e por propiciarem uma maior
estabilidade da cor no material tingido.

b) Corantes diretos: sdo soluveis e possuem significativa afinidade com as fibras de
celulose, promovendo a interagdo por intermédio de ligacdes de Van der Waals.
A fixacdo se processa em banhos neutros ou ligeiramente alcalinos e a afinidade
com a fibra pode ser aumentada com a adi¢dao de eletrélitos. Essa classe ¢
composta, principalmente, por corantes com mais de um grupo azo (diazo, triazo
e outros) ou pré-transformados em complexos metalicos.

¢) Corantes azoicos: apresentam um ou mais agrupamentos azo (N=N) ligados com
sistemas aromaticos. No processo de tingimento, esses corantes sao sintetizados
sobre as fibras mediante a aplicagdo de naftol (composto insolivel em agua
sendo transformado em naftolato de sddio por meio da solubilizagdo com o
NaOH) e de uma base insolivel em dgua (substancia que torna-se soluvel com a
adicao de nitrito de sodio e acido cloridrico, constituindo uma base diazotada). A
combinacdo do substrato téxtil naftolado com a base diazotada possibilita a
coloracao do material.

d) Corantes acidos: sao compostos anidnicos que interagem com os sitios catidnicos
da fibra, instituindo liga¢des ionicas, ligacdes de Van der Waals ou pontes de
hidrogénio. A maioria dos corantes acidos sdo sais de acido sulfénico, os quais
sdo previamente neutralizados com solucdes contendo cloreto, acetato,
hidrogenossulfato e outras substancias. Em geral, os corantes incluidos nessa
classe apresentam solubilidade em &gua e sdo essenciais para a coloracdo de
fibras protéicas e de poliamida sintética. As estruturas quimicas dos corantes

acidos sdo constituidas por grupos azo, antraquinona, nitro € nitroso.
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e) Corantes a cuba: sio insoliveis em agua, mas sdo reduzidos para a forma soluvel
com a aplicagao de hidrossulfito de sédio em meio alcalino. Apos a montagem, o
corante entra em contanto com o ar, H»O, ou outros agentes oxidantes que
promovem a precipitacdo e fixacdo do corante. Essa classe ¢ utilizada,
predominantemente, na tintura do algodao e a sua composicao quimica ¢ baseada
nos indigos, tioindigoéides e antraquinoides.

f) Corantes de enxofre: sdao constituidos por macromoléculas com pontes de
polissulfetos, que apresentam alta insolubilidade em &gua. A aplicagdo ¢
realizada ap6s a transformacdo do corante para a forma soluvel com a utiliza¢ao
de hidrossulfito de s6dio como redutor. O processo para insolubilizar o corante
sobre a fibra ocorre pelo contato com o ar. Esses corantes sdo empregados,
principalmente, em fibras celulosicas e conferem cores intensas e escuras.

g) Corantes dispersos: sdo insoluveis em d4gua e sofrem hidrolise durante o
tingimento, precipitando de forma dispersa sobre as fibras. Geralmente, a
aplicagdo ¢ executada em alta temperatura/pressdo e com o auxilio de agentes
dispersantes que estabilizam a suspensao do corante e favorecem o contato com a
fibra hidrofobica.

h) Corantes pré-metalizados: t€ém pouca ou nenhuma afinidade com a fibra, no
entanto possuem um grupo hidroxila ou carboxila na posi¢ao ortho em relagio a
funcdo azo que possibilita a formac¢do de complexos com ions metalicos. No
processo de tingimento, os metais se combinam com os grupos funcionais
detentores de pares de elétrons livres que estdo presentes nas fibras. O cromo ¢ o
metal mais comumente utilizado para a formagao dos complexos estaveis.

i) Corantes branqueadores: promovem a neutralizacdo da tonalidade amarelada das
fibras brutas. A estrutura quimica desses corantes ¢ constituida de benzenos,
naftalenos, pirenos e anéis aromaticos aliados a grupos carboxilicos, azometino
ou etilénicos.

Os corantes reativos destacam-se como a classe mais produzida e utilizada no

mundo, majoritariamente os associados ao grupo azo que representam cerca de 60% dos
corantes consumidos. A segunda classe de maior consumo ¢ a dos corantes acidos, seguida

dos dispersos e diretos (CHRISTIE, 2015; ZOLLINGER, 2003).
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2.2 EFLUENTES TEXTEIS

2.2.1 Uso da agua e a geracao de efluentes téxteis

A agua ¢ recurso fundamental para a produgdo de materiais téxteis, portanto, a
industria té€xtil configura-se como uma das maiores consumidoras de agua do setor industrial.
Em média de 50 a 100 litros de dgua sdo necessarios para processar 1 kg de produto
(KUMAR; GUNASUNDARI, 2017). No processamento téxtil, a dgua ¢ utilizada para
diferentes finalidades, principalmente, no processo de lavagem, como meio solvente e
mecanismo de transferéncia de corantes e produtos quimicos. Além disso, também ¢
empregada para fins de resfriamento, secagem a vapor e limpeza (RAJA et al., 2019;
SHAIKH, 2009).

Na etapa de producdo mecanica de téxteis (fiacdo e tecelagem) sdo requeridos
pequenos volumes de dgua. Entretanto, as operagdes do processamento quimico (lavagem,
alvejamento, tingimento, estampagem e acabamento) demandam grandes quantidades de agua
(SAMANTA et al., 2019). Na Tabela 2 esta exposta a faixa de variagdo da quantidade de agua

requerida nos processos de producdo de algodao e poliéster.

Tabela 2 - Comparativo do consumo de 4gua no processamento de algoddo e poliéster.

Fibra Processo Consumo de dgua em L/kg de produto

Desengomagem 39

Lavagem 26-43

Algodao Alvejamento 3-124

Mercerizagao 232-308

Tingimento 8-300

Lavagem 25-42

Poliéster Tingimento 17-33

Lavagem final 17-33

Fonte: adaptado de Correia, Stephenson e Judd (1994).

O volume de 4gua consumido varia conforme diversos fatores, como o tipo de fibra e
de produto, natureza do corante, agentes de acabamento, equipamentos € processos
especificos de cada industria (RATHER et al., 2019; VALH et al., 2011). Sharma (2015)
verificou que o maior consumo de dgua em uma induastria de tecidos de algodao ocorre na
etapa de tingimento (beneficiamento secundario), correspondendo a 47% do volume total. O
pré-tratamento (beneficiamento primario) e a finalizagdo (beneficiamento tercidrio)

contribuem com 41% e 12%, respectivamente.
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Em funcdo do elevado consumo de 4gua no processamento, o setor téxtil se
evidencia como um potencial gerador de efluentes resultantes da sua atividade. Conforme
Ledo, Carneiro e Soares (2002), aproximadamente 88% da 4gua utilizada sdo descartados

como efluentes e apenas 12% sdo eliminados por evaporagao.

2.2.2 Caracterizacao dos efluentes téxteis

Os efluentes téxteis apresentam uma composi¢do extremamente heterogénea com
uma ampla diversidade de produtos quimicos e corantes, os quais sdo provenientes,
principalmente, dos processos de tingimento e acabamento (SABUR; KHAN; SAFIULLAH,
2012). Tipicamente, esses efluentes sdo caracterizados pela presenca de diversos compostos
organicos (amido, oOleos, graxas, enzimas, fendis, detergentes, alcoois, acido acético,
surfactantes, pectina e outros) e inorganicos (cloretos, sulfetos, carbonato, NaOH, peroxidos e
outros) (CORREIA; STEPHENSON; JUDD, 1994; MOHAN et al., 2017).

Uma das principais caracteristicas dos efluentes téxteis ¢ sua forte cor produzida
pelos corantes que ndo sdo fixados adequadamente as fibras no processo de tingimento, sendo
desprendidos durante a lavagem do tecido (ELANGO; RATHIKA; ELANGO, 2017).
Segundo Khatri et al. (2015) em média de 20 a 50% dos corantes aplicados na producdo sdo
eliminados na agua residual. Esse percentual varia conforme a marca e o tipo do corante, além
das condicdes e materiais empregados nos processos industriais (CHOCKALINGAM;
BANERJEE; MURUHAN, 2019). A Tabela 3 exibe as porcentagens dos corantes ndo fixados

as fibras durante o processo de tingimento.

Tabela 3 - Porcentagens de corantes ndo fixados durante o tingimento das fibras.

Fibra Tipo de corante Corante nao fixado (%)
Li e nvlon Acidos e reativos 7-20
¢ nylo Pré-metalizados 2-7
Azdicos 5-10
Reativos 20-50
. . Diretos 5-20
Algodao e viscose Pigmento 1
A cuba 5-20
De enxofre 30-40
Poliéster Disperso 8-20

Fonte: adaptado de Ghaly et al. (2013).
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Nas unidades de produgdo téxtil, o pH € um pardmetro importante para obtencdo de
bons resultados, sendo ajustado de acordo com as especificidades do processo, resultando em
efluentes com pHs altamente flutuantes. Contudo, o pH dos efluentes téxteis possuem,
frequentemente, caracteristicas alcalinas devido ao uso de substancias causticas e detergentes
de natureza alcalina (PATEL; VASHI, 2015).

Os efluentes téxteis sdo constituidos por altas concentragdes de sais em virtude da
sua utilizagdo para a fixacao do corante a fibra. Os sais mais empregados sao cloreto de sodio,
sulfato de sodio, cloreto de magnésio e cloreto de potassio (VALH et al., 2011). No
tingimento descontinuo do algodao, os sais sdo empregados em quantidades que atingem entre
20 e 80% do peso dos materiais tingidos e cerca de 2000 a 3000 ppm sdo liberados para os
efluentes (KOLTUNIEWICZ, 2010).

Os metais pesados sdo encontrados nos efluentes téxteis, pois estdo presentes nos
cromoéforos dos corantes € na composicdo dos produtos auxiliares (HUSSEIN, 2013). Os
corantes sao comumente associados ao cobre, zinco, cromo, chumbo, cobalto, niquel e
manganés (PANG; ABDULLAH, 2013). O mercurio e outros metais pesados sdo utilizados
como catalisadores na sintese de corantes ¢ também podem ser liberados para os efluentes.
Entretanto, a concentracdo de metais pesados nos efluentes téxteis esta diminuindo nas
ultimas décadas devido a reducdo do teor desses compostos nos corantes, em vista da
preocupacao ambiental (VALH et al., 2011).

Na caracterizagdo dos efluentes téxteis sdo verificadas altas concentragdes de
cloretos e isso se deve a utilizagdo de compostos como acido hipocloridrico, acido cloridrico e
gas cloro nos processos de alvejamento, lavagem e desinfec¢do (CHOCKALINGAM;
BANERJEE; MURUHAN, 2019). Palani et al. (2015) constataram uma variagdo de 145 a
1668 mg/L de cloreto nos efluentes coletados em diferentes industrias.

Os efluentes téxteis contém concentragdes expressivas de oOleos e graxas,
provenientes de dispersantes e outros produtos com acidos graxos que sdo aplicados para
auxiliar no processo de tingimento, além dos amaciantes e 6leos utilizados no beneficiamento
(BELTRAME, 2000). Outro parametro relevante dos efluentes téxteis € a dureza, relacionada
aos ions de calcio e magnésio que sdo adicionados para induzir a precipitacdo dos corantes
(PATEL; VASHI, 2015).

Em funcdo da diversidade de compostos presentes nos efluentes téxteis, estes
apresentam uma complexidade quimica e sdo caracterizados por valores elevados de DBO

(Demanda Bioquimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), SST (Solidos
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Suspensos Totais), SDT (Soélidos Dissolvidos Totais) e turbidez (ELANGO; RATHIKA;
ELANGO, 2017). As concentragdes de nitogénio e fosforo também podem prevalecer na
composi¢ao dos efluentes téxteis (YASEEN; SCHOLZ, 2019). Devido a necessidade de
aplicag¢do de calor intenso em determinadas etapas da producdo téxtil, a temperatura final do
efluente permanece alta (ALI; HAMEED; AHMED, 2009). As caracteristicas tipicas dos

efluentes téxteis estdao indicadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas do efluente téxtil.

Parametro Minimo Maiximo
pH 55 10,5
Temperatura (°C) 33 45
DBO (mg L) 80 6000
DQO (mg L) 150 12000
SST (mg L) 15 8000
SDT (mg L) 2900 3100
Cloreto (mg L) 200 6000
Nitrogénio Total Kjeldahl (mg L) 70 80
Cor (mg L) 50 2500
Alcalinidade Total (mg L) 500 800
Oleos e graxas (mg L) 10 50
Sulfeto (mg L) 5 20
Sulfato (mg L) 500 700
Sédio (mg L) 400 2175
Potassio (mg L) 30 50
Zinco (mg L) 3 6
Cobre (mg L) 2 6
Cromo (mg L) 2 5

Fonte: adaptado de Valh et al. (2011) e Hussein (2013).

2.2.3 Impactos associados aos corantes téxteis

O efluente téxtil € a principal fonte de polui¢do nas industrias téxteis, pois € o
precursor de diversos poluentes toxicos ao meio ambiente e aos seres vivos. O despejo
inadequado desse efluente causa danos tanto na qualidade da dgua superficial e subterranea,
como no solo. Esse efeito se deve a composi¢cao dos efluentes téxteis, principalmente, quanto
a DQO, DBO, nitrogénio, metais pesados e corantes (UDDIN, 2018).

A cor do efluente téxtil ¢ um parametro que exige maior ateng¢do nas estacdes de
tratamento, uma vez que, quando langado no curso d’agua, os corantes sao altamente visiveis
mesmo em baixas concentragdoes (<1 ppm), afetando negativamente a estética do ambiente.
Além disso, os corantes presentes na agua absorvem e refletem a luz, dificultando a
penetragdo da radiagdo solar no interior do curso d’dgua, o que resulta na diminui¢do da

atividade fotossintética e na deficiéncia de oxigénio dissolvido, alterando os ciclos bioldgicos
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e prejudicando a sobrevivéncia e o crescimento das espécies aquaticas. Os corantes sdao
altamente resistentes a luz e ao ataque microbiano, podendo permanecer durante anos no
ambiente (GUARATINI; ZANONI, 2000; PEREIRA; ALVES, 2012).

Os corantes téxteis podem causar efeitos agudos e/ou cronicos como letalidade,
genotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, dependendo da concentracdo e duragao
da exposi¢ao (GREGORY, 2007). A toxicidade dos corantes também pode ser decorrente dos
produtos quimicos a partir dos quais os corantes sdao preparados (CLARKE; STEINLE, 1995).

A presenca de corantes téxteis nos recursos hidricos ocasiona diversos distirbios
fisicos e bioquimicos nos organismos aquaticos (peixes, algas, bactérias e outros). Em relagao
aos danos provocados nos seres humanos, alguns corantes estdo associados a doengas como
cancer de bexiga, sarcomas esplénicos e hepatocarcinomas, hipertensdo, dermatite e outras
(ISLAM et al., 2011; PUVANESWARI; MUTHUKRISHNAN; GUNASEKARAN, 2006).
Ademais, o lancamento de corantes no solo causa a morte dos microrganismos do meio e
altera as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo, afetando a produtividade e o

crescimento das plantas (HOSSAIN; SARKER; KHAN, 2018).

2.3 METODOS DE DESCOLORACAO DE EFLUENTES TEXTEIS

Em virtude dos impactos ocasionados ao meio ambiente e a satde humana, a
remogao dos corantes € uma etapa primordial do tratamento de efluentes téxteis. Devido a sua
estrutura molecular e origem sintética, os corantes sdo estdveis e de dificil degradacao,
tornando a descoloracdo dos efluentes um processo complexo (BANAT et al., 1996). Dessa
forma, tem-se desenvolvido diversos métodos de remoc¢do de corantes, buscando
compatibilizar a economia de recursos ¢ a eficiéncia do tratamento (BHATIA et al., 2018).

Os processos de remogao de cor de efluentes téxteis podem ser baseados em métodos
fisicos, quimicos ou fisico-quimicos como coagulacio/floculagcdo, adsor¢do, troca ionica,
filtragdo por membranas, eletrocoagulacdo e processos oxidativos avangados (BHATIA et al.,
2018; JOSHI; BANSAL; PURWAR, 2004). Os  métodos  fisico-quimicos  apresentam
inconvenientes como alto custo, versatilidade limitada, consumo elevado de eletricidade, uso
excessivo de produtos quimicos e a geracdo de grandes quantidades de lodo toxico que
necessitam de tratamento adicional.

Dentre os produtos quimicos disponiveis comercialmente para a remoc¢ao de cor dos

efluentes téxteis destacam-se os descolorantes, coagulantes e floculantes, os quais sao
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empregados em grandes quantidades e geram um alto custo para as industrias. Rocha (2018)
verificou que o custo com os produtos quimicos utilizados no tratamento fisico-quimico de
efluente téxtil representa 83% do custo total. O autor relata que uma vazao de 40 m*h de
efluente gera os seguintes custos mensais com os produtos quimicos: alcalinizante (R$
29.870,13), anti-espumante (R$ 7.500,00), coagulante (R$ 16.500,00), descolorante (R$
8.750,00) e floculante (R$ 350,00).

Os métodos biologicos de remogao de cor consistem na utilizacdo de enzimas,
bactérias, fungos, algas e leveduras especificas que possuem a capacidade de separar ou
biodegradar os corantes (ALI, 2010; ROBINSON et al., 2001). Esses métodos oferecem
solugdes eficientes, econdmicas e ecologicamente corretas, pois sdo utilizados poucos
produtos quimicos e sdo gerados menores volumes de lodo, possibilitando a redugdo de riscos
ambientais (KUMAR et al., 2019; MONDAL; CHAUHAN, 2012).

Dentre os métodos bioldgicos utilizados nas industrias téxteis destacam-se os lodos
ativados, no entanto, estes promovem uma baixa remogao de cor, visto que os corantes sao
compostos de dificil degradag¢do bioldgica. Os microrganismos anaerobios sdo eficientes na
degradagdo de determinados corantes, mas aminas aromaticas, que sao toxicas e cancerigenas,
sdao liberadas como subprodutos. Além disso, os lodos ativados geram uma quantidade
elevada de lodo contaminado (MEYER, 1981).

A utilizagdo de enzimas secretadas pelos microrganismos tem se mostrado um
método simples e eficaz para a degradacdo de corantes, principalmente as enzimas
extracelulares oxidativas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, produzidas pelos
fungos basidiomicetos de podridao branca (MOJSOV; JANEVSKI; GABER, 2016). Segundo
Solis et al. (2012), a degradacdo enzimatica ¢ vantajosa, pois proporciona uma maior remogao
de corantes em comparacao com os demais métodos biologicos de descoloragao de efluentes
téxteis e ndo gera subprodutos contaminados.

Contudo, a aplicacdo de enzimas em estagdes de tratamento ¢ impossibilitada pelo
seu alto custo, o qual ¢ decorrente da dificuldade de producdo e purificagdo das enzimas
produzidas por fungos (CHOWDHARY et al., 2019). A indisponibilidade de formulagdes
enzimaticas produzidas nacionalmente, a qual ¢ ainda inexpressiva, em comparacdo aos
produtos fabricados por empresas Europeias e Americanas, torna a aplicagdo de formulagdes
enzimaticas um fator limitante, principalmente em aplicagdes na area ambiental.

A utilizacdo de residuos agroindustriais lignoceluldésicos como substrato para o

cultivo dos microrganismos ¢ uma alternativa economicamente vidvel e que minimiza os
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problemas de eliminagdo desses residuos, porém, também demanda um maior periodo de
tempo para o crescimento do fungo e a secrecao das enzimas (NIGAM; PANDEY, 2009).
Dessa forma, novas fontes econdmicas e naturais de enzimas bem como métodos adequados

de extragdo sdo constantemente investigadas (VRSANSKA et al., 2015).

2.3.1 Adsorcio

A remocdo de corantes de efluentes téxteis pelo processo de adsor¢do tem sido
apontada como uma das técnicas mais adequadas devido a capacidade de remover uma ampla
diversidade de corantes. Em func¢do da descoberta de novos adsorventes de baixo custo e da
sua simplicidade operacional, a adsor¢cdo ¢ considerada interessante para o processo de
remo¢do de corantes, no entanto, apresenta como desvantagem a gera¢do de residuos
contaminados (KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018).

A adsor¢ao ¢ um mecanismo de transferéncia de massa em que determinadas
substancias presentes em fluidos liquidos ou gasosos se concentram na superficie de sélidos,
permitindo a separagdo dos constituintes desses fluidos. O adsorvato ¢ a espécie que se
concentra na superficie do material e o adsorvente, o material s6lido no qual o adsorvato se
adere. Em funcdo das forcas envolvidas, o processo de adsor¢ao pode ser classificado em dois
tipos: adsorcao fisica (fisissor¢ao) e adsor¢do quimica (quimissor¢ao) (WORCH, 2012).

Na adsorgao fisica as for¢as atuantes sao relativamente fracas e similares as for¢as de
coesdo molecular, podendo ser atribuida as forcas de Van der Waals. Esse tipo de adsorcao €
rapida e reversivel, na qual pode ocorrer a deposi¢do de mais de uma camada de adsorvato
sobre a superficie do adsorvente, considerando que a medida que aumenta o numero de
camadas, a forca de adsorcao diminui. Os valores de entalpia na fisissor¢cdo sao baixos e
insuficientes para promover uma quebra de ligacdes quimicas do adsorvato, mantendo a
identidade das espécies. Ja a quimissor¢do ocorre pela interagdo quimica entre o adsorvente e
o adsorvato, envolvendo a troca ou partilha de elétrons, o que resulta em uma ligacdo mais
forte em comparagcdo com a fisissor¢do. A adsor¢do quimica ¢ geralmente irreversivel e
acontece em uma unica camada, sendo as posteriores decorrentes da fisissor¢do (RUTHVEN,
1984).

Mais de um desses mecanismos podem ocorrer simultaneamente em um processo de
adsor¢do, dependendo da composi¢dao, estrutura e propriedades do adsorvente e do

contaminante, ¢ das condi¢des da solugdo como pH, forca idnica e temperatura. Diversas
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interagdes sao relatadas para cada mecanismo, como segue, fisissor¢do: adsor¢do de
superficie, forca de Van der Waals, ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas
(interagdes m - m, interagdes de Yoshida) e difusdo na rede do material; quimissorgao:
interagdes eletrostaticas, complexacdo, quelagdo, formag¢do de complexos de inclusdo,
deslocamento de protons, ligacdo covalente e oxidacao/reducao (CRINI et al., 2019).

A eficiéncia de adsor¢ao depende de diversos fatores relacionados as caracteristicas
do adsorvente, do adsorvato e das condigdes operacionais. As caracteristicas do adsorvente
que exercem maior influéncia no processo de adsor¢do sdo a area superficial, porosidade,
densidade, hidrofobicidade e grupos funcionais presentes na superficie. Quanto aos aspectos
do adsorvato, a adsorcao depende da polaridade, solubilidade e tamanho da particula. As
condigdes operacionais, como pH, temperatura e a natureza do solvente, sdo particularidades
que devem ser consideradas nos processos de adsor¢ao (COONEY, 1998).

A cinética de adsorcao corresponde a taxa de remogao do adsorvato na fase fluida em
relagdo ao tempo, envolvendo a transferéncia de massa dos componentes presentes no liquido
para o interior da particula do adsorvente. Diversos modelos cinéticos sdo utilizados para
determinar os mecanismos controladores da adsor¢ao, sendo os mais empregados os modelos
de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem, além dos quais se destacam os modelos
de Elovich e de Weber e Morris (NASCIMENTO et al., 2014).

O modelo pseudo-primeira ordem considera que a velocidade de remogdo do
adsorvato ¢ diretamente proporcional ao nimero de sitios ativos do so6lido e que cada sitio
pode adsorver uma espécie do adsorvato (LAGERGREN, 1898). Ja o modelo de pseudo-
segunda ordem admite que cada adsorvato ocupa dois sitios ativos do adsorvente e que a
adsorc¢ao em fase solida ¢ de natureza quimica (HO; MCKAY, 1999).

O modelo cinético de Elovich considera que o processo de adsor¢ao ocorre em duas
fases. Inicialmente a reagdo ¢ rapida e o adsorvato se desloca para locais imediatamente
externos, seguido de um processo lento de difusdo para os microporos do adsorvente
(ROGINSKY; ZELDOVICH, 1934). O modelo de Weber e Morris determina que a difusdo
intraparticula ¢ o fator determinante da velocidade de adsor¢ao (WEBER; MORRIS, 1963).
Na aplicagdo, diferentes retas sdo geradas e cada uma corresponde a uma etapa da adsorcao
(NASCIMENTO et al., 2014).

As isotermas sdo uma das principais ferramentas para estudar o processo de
adsor¢do. Quando o adsorvato presente em uma fase fluida entra em contato com um

adsorvente, as moléculas tendem a fluir do meio liquido para a superficie do adsorvente, até



34

que a concentragdo de soluto no meio aquoso permaneca constante, indicando que o sistema
atingiu o estado de equilibrio. A isoterma de adsorcao reflete a relacao de equilibrio entre a
concentracdo de adsorvato na fase fluida e sua concentragao nas particulas do adsorvente, sob
uma determinada temperatura (MCCABE; SMITH; HARRIOT, 1993).

A partir das isotermas de adsor¢do € possivel inferir diversas informagdes
importantes sobre o processo, tais como: afinidade entre o adsorvato/adsorvente e a forma
como interagem, os mecanismos de adsorcao, propriedades da superficie do adsorvente e uma
estimativa da quantidade maxima de adsorvato que o adsorvente podera adsorver
(RUTHVEN, 1984). As formas das isotermas refletem o comportamento dos mecanismos de
adsor¢ao e podem ser classificadas em irreversiveis, extremamente favoraveis, favoraveis,
lineares e ndo favordveis, conforme apresentado na Figura 2 (MCCABE; SMITH; HARRIOT,
1993). Varias equagdes de isotermas foram propostas para ajustar os dados experimentais,
dentre as quais se destacam os modelos de Langmuir, Freundlich, Sips, Temkin e Redlich-

Peterson.

Figura 2 — Formas das isotermas de adsorg@o.
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Fonte: Mccabe, Smith e Harriot (1993).

A isoterma de Langmuir, proposta pelo pesquisador Irving Langmuir no ano de
1918, é termodinamicamente consistente e considera os seguintes pressupostos: existe um
numero definido de sitios que apresentam uma energia equivalente e as moléculas adsorvidas

ndo interagem umas com as outras; a adsor¢ao ocorre em uma monocamada; a supericie de



35

adsor¢ao ¢ homogénea, ou seja, a adsor¢do ¢ constante e independe da extensdo revestida da
superficie; e cada sitio pode comportar apenas uma molécula adsorvida (LANGMUIR, 1918).

A isoterma de Freundlich ¢ uma equagdo exponencial, a qual considera que a energia
de adsor¢ao decresce logaritmicamente a propor¢ao que a supeficie ¢ revestida pelo soluto,
diferentemente da isoterma de Langmuir. O modelo de Freundlich pressupde que as
superficies sdo heterogéneas, a adsor¢do ocorre em multicamadas e os sitios de adsorgdo
apresentam diferentes energias, podendo ser aplicado em sistemas ndo ideais
(FREUNDLICH, 1906).

A isoterma de Sips corresponde ao agrupamento das isotermas de Langmuir e
Freundlich, também conhecida como isoterma de Langmuir-Freundlich. Esse modelo
apresenta um comportamento semelhante ao da isoterma de Freundlich quando o adsorvato
esta presente em baixas concentragdes. J4 em altas concentragdes a isoterma se aproxima do
modelo de Langmuir e prevé uma adsor¢do em monocamada (FOO; HAMEED, 2010).

A equacdo de Redlich-Peterson engloba os pardmetros das isotermas de Langmuir e
Freundlich, sendo semelhante a isoterma de Sips. Esse modelo ¢ aplicavel tanto em sistemas
homogéneos como heterogéneos ¢ em amplas faixas de concentragdo (NASCIMENTO et al.,
2014).

A isoterma de Temkin considera que o calor de adsor¢do das moléculas tende a
decrescer linearmente com o aumento da cobertura do adsorvente, desconsiderando
concentracdes extremamente baixas e elevadas (AHARONI; UNGARISH, 1977). Esse
modelo abrange interacdes entre adsorvente/adsorvato e a distribui¢do uniforme de energias
de ligacdo (FOO; HAMEED, 2010).

Os parametros termodinamicos também sdo estimativas importantes para
compreender os processos de adsorcdo. Dentre outros aspectos, o estudo termodinamico
proporciona: determinar se o processo ¢ espontaneo, se ¢ regido majoritariamente por
contribuigdes entdlpicas ou entrdpicas; estimar a capacidade méaxima de adsorcdo do
adsorvente; informagdes referentes a heterogeneidade da superficie do adsorvente; e indica se
0 processo envolve fisissorcdo ou quimissor¢ao, com o auxilio de parametros cinéticos
(NASCIMENTO et al., 2014).

Os parametros termodindmicos amplamente analisados nos estudos de adsorc¢ao sdo a
variagdo da energia livre de Gibbs (AG®), variacdao da entalpia (AH®) e varia¢do da entropia
(AS®). Em um processo de adsor¢ao ha uma diminuicdo da energia livre de Gibbs superficial

do sistema, portanto, o AG® ¢ negativo, sendo um processo espontaneo. Contudo, ha uma
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diminui¢ao do niimero de graus de liberdade, uma vez que, as moléculas do adsorvato se
deslocam somente sobre a superficie do adsorvente, ou seja, AS® € menor que zero € o

processo ¢ exotérmico (AH® negativa) (RUTHVEN, 1984).

2.4 FUNGOS BASIDIOMICETOS

Os fungos basidiomicetos sdo caracterizados por produzirem esporos de origem
sexuada em estruturas diferenciadas denominadas de basidios, no qual ocorre a cariogamia e a
meiose (ALEXOPOULOS; MINS; BLACKWELL, 1996). Os basidiomicetos, juntamente
com o0s ascomicetos, sdo os principais decompositores de materiais lignoceluldsicos,
desempenhando uma fungdo essencial na ciclagem do carbono e outros nutrientes (CARLILE;
WATKINSON, 1994).

A lignocelulose, principal componente da madeira, ¢ constituida, basicamente, por
celulose, hemicelulose e lignina (GLAZER; NIKAIDO, 1995). Os fungos causadores da
podridao parda sdo responsaveis pela degradacdo da celulose e hemicelulose, mas apenas
modificam a lignina, diferentemente dos fungos da podridio branca que sdo capazes de
degradarem a lignina, além da celulose e heminocelulose (HATAKKA; HAMMEL, 2011;
HIGHLEY; KIRK, 1979).

A degradacdo da lignina pelos fungos de podriddo branca se deve a sua capacidade
efetiva de produzir enzimas ligninoliticas (REID, 1995). Essa degradacao ocorre de forma
extracelular e a lignina ¢ progressivamente despolimerizada at¢ moléculas menores que sao
suscetiveis ao metabolismo intracelular dos fungos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004;
HIGHLEY; KIRK, 1979). O mesmo complexo enzimdtico que promove a decomposi¢dao da
lignina, atua na biodegradagcdo de poluentes recalcitrantes, portanto esses fungos sdo
amplamente estudados e utilizados nos processos de biorremediacdo (ELLOUZE; SAYADI,
2016).

2.4.1 Enzimas ligninoliticas

Em funcdo da natureza complexa da lignina, diversos grupos de enzimas oxidativas
sdo responsaveis pela sua completa degradagdo. O principal grupo de enzimas extracelulares
envolvidas no processo sdo as fenoloxidases: lignina peroxidase, manganés peroxidase e

lacase (NILADEVI, 2009). As enzimas ligninoliticas sd3o altamente versateis na natureza e
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sdo aplicadas em diversas areas biotecnologicas (MACIEL; SILVA; RIBEIRO, 2010). No
tratamento de efluentes industriais, essas enzimas sao amplamente empregadas para degradar
poluentes recalcitrantes a degradacao biologica (NILADEVI, 2009). A aplicagdo de enzimas
ligninoliticas também abrange a recuperacdo de solos, estabilizacdo de vinhos e sucos,
lavagem de denim, indlstria de cosméticos, branqueamento da celulose e outros
(CHOWDHARY et al., 2019; FALADE et al., 2017; YADAV; YADAYV, 2015).

O mercado mundial de enzimas ¢ um segmento que estd em constante crescimento
devido ao aumento do consumo de enzimas nos processos industriais. Segundo dados
publicados pela Fior Market Research (2019), o mercado global de enzimas deve crescer de
USD $ 8,18 bilhoes em 2018 para USD § 13,79 bilhdes até 2026. O Brasil apresenta um uso
ainda reduzido de enzimas em comparacdo com outros paises, sendo principalmente um
importador de enzimas. Em 2012, o Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior (MDIC) publicou um relatorio sobre a biotecnologia no Brasil, no qual relata que as
importacdes de enzimas chegaram a USD $ 119 milhdes e as exportagdes a USD $ 52 milhdes
no ano de 2011 (MDIC, 2012).

Para a producdo comercial de enzimas sdo utilizadas as técnicas de fermentacdo
submersa (FSm) e fermentacdo em estado so6lido (FES). Na FSm o meio ¢ constituido por
agua e nutrientes dissolvidos, ja na FES o cultivo dos microrganismos ocorre em materiais
solidos com umidade suficiente apenas para o crescimento e metabolismo microbiano
(MURTHY; KARANTH; RAO, 1993; PANDEY, 1992).

A producdo industrial das enzimas oxiredutases disponiveis comercialmente ¢
realizada pela FSm, superexpressando genes selecionados em hospedeiros microbianos
nativos ou heterélogo (ELLILA et al., 2017). O principal fator limitante dessa técnica é o
fator economico devido ao alto custo dos meios de cultivo e do elevado consumo de energia
(FEITOSA, 2009; VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003). J4 a aplicacio da FES em escala
ampliada nas industrias € restringida devido a dificuldade de monitoramento e controle de
diversos parametros sob disponibilidade limitada de 4gua (como umidade, pH, temperatura e
concentragio de substrato) (HOLKER; HOFER; LENZ, 2004).

Em relacdo a atividade das enzimas esta ¢ influenciada, principalmente, pela
temperatura, pH, concentragdo e tipo do substrato e a presenca de ativadores e inibidores.
Conforme o principio das reagdes quimicas, o aumento da temperatura intensifica a agitacao
das moléculas, possibilitando um maior contanto entre elas e, por consequéncia, acelera a

reacdo. No entanto, uma temperatura elevada pode resultar em uma agitagdo excessiva que
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promove o rompimento da estrutura espacial da enzima que perde sua atividade
irreversivelmente. As reagdes enzimaticas estdo diretamente relacionadas ao pH do meio, pois
o estado de ionizacdao da enzima ¢ essencial para o processo de catdlise. As condig¢des ideais
de pH e temperatura para a maxima atividade enzimatica varia de acordo com cada enzima
(COPELAND, 2000).

Das et al. (2016) caracterizaram uma lacase extracelular produzida pelo fungo
Pleurotus ostreatus MTCC 142 e verificaram que essa enzima apresentou uma atividade
otima em pH 3,0 e temperatura de 35°C. Liu et al. (2009) verificaram que a lacase produzida
pelo fungo Pleurotus ostreatus 10969 apresenta maxima atividade em pH 4,0 e temperatura
de 50°C.

Para a MnP purificada de Pleurotus ostreatus, Yehia (2014) obteve a maior atividade
da enzima em pH de 4 a 5 e temperatura de 25°C. Asgher, Ramzan ¢ Bilal (2016) também
constataram um pH igual a 5 para MnP do fungo Trametes versicolor IBL-04 e uma
temperatura de 40°C. Para a atividade da enzima LiP excretada por Pleurotus sajor-caju

MTCC-141, Yadav, Singh e Yadav (2009) verificaram uma condic¢do 6tima de pH 3 e 30°C.

2.4.1.1 Lacase

As lacases sdo glicoproteinas fenoloxidases que pertencem ao grupo multicobre e
representam uma das enzimas mais antigas ja descritas (HIKOROKURO, 1883). A massa
molar dessa enzima varia de 60 a 100 kDa (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; NILADEVI,
2009). Em relagdo ao substrato, a lacase possui baixa especificidade e catalisa diretamente a
oxidacdo de compostos fenodlicos com a reducdo simultanea de oxigénio molecular em agua,
sem a necessidade de H,O». Na presenca de mediadores adequados, como ABTS (4cido 2,2°-
azino-bis-(3-etilbenzo-tiazol-6-sulfonico), 1-hidroxibenzotriazol, 4cido 3-hidroxiantranilico e
siringaldeido (3,5-Dimetoxi-4-hidroxibenzaldeido), a lacase tem a sua capacidade de oxidagado
aumentada, podendo degradar estruturas ndo fendlicas e outros compostos de alto potencial
redox (NILADEVI, 2009; WONG, 2009; YAROPOLOV et al., 1994).

A molécula da lacase apresenta quatro a&tomos de cobre de trés tipos i0nicos, 0s quais
possuem diferentes fungdes cataliticas e caracteristicas espectroscopicas € paramagnéticas:
Tipo 1 (um atomo de Cu), Tipo 2 (um atomo de Cu) e Tipo 3 (dois dtomos de Cu). Nas
enzimas nativas, todos os atomos de cobre estdo no estado oxidativo +2. Conforme

apresentado na Figura 3, a primeira etapa do ciclo catalitico consiste na reducao do cobre
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Tipo 1 (Cu*" para Cu’) pelo substrato. Os elétrons extraidos do substrato redutor sdo
transferidos para o centro trinuclear (T2 e T3), resultando na transferéncia da forma
totalmente oxidada da enzima para o estado totalmente reduzido (DOOLEY et al., 1979; LEE
et al., 2002; MESSERSCHMIDT; LUECKE; HUBER, 1992; YAROPOLOV et al., 1994).

Figura 3 — Ciclo catalitico da lacase.
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Fonte: Wong (2009).

A oxidagdo dos substratos estd vinculada a reducdo do oxigénio molecular (O2) e a
geragdo de duas moléculas de agua (H20), por conseguinte, para cada oxigénio reduzido,
quatro moléculas de substrato sdo oxidadas. Em vista disso, a lacase ¢ considerada um
catalisador “verde”, pois emprega O2 como co-substrato e gera H>O como subproduto (RIVA,

20006).
2.4.1.2 Lignina Peroxidase

A LiP ¢ uma glicoproteina do tipo oligomanose que contém ferro protoporfirinico 1X
(heme) como grupo protéstico (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). Essas enzimas possuem uma
massa molar de aproximadamente 40 kDa e necessitam de H»O: para catalisar a

despolimerizagdo oxidativa da lignina (SCHMIDT et al., 1990).
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No processo de degradacdo da lignina, a LiP ¢ uma das enzimas mais importantes,
pois apresenta um potencial redox alto em compara¢do com outras enzimas. Em relagao ao
substrato, essa enzima ¢ relativamente inespecifica, podendo oxidar tanto substratos habituais
das peroxidases (fen6is e aminas aromadticas) como uma variedade de outras estruturas
aromaticas ndo fenodlicas e compostos organicos com potencial redox de até 1,4 volts
(KERSTEN et al., 1990; VALLIL; WARIISHI; GOLD, 1990).

No ciclo catalitico da lignina peroxidase, o ferro (Fe) presente no grupo heme passa
por diferentes estados de oxirredugdo. A Figura 4 apresenta um esquema representativo desse
ciclo que pode ser dividido em trés etapas, conforme segue (HAMMEL; CULLEN, 2008;
RENGANATHAN; GOLD, 1986):

1* Etapa: o H,0» atua como substrato e promove a oxida¢do do Fe™ da enzima nativa
a Fe'™, produzindo o Composto I constituido de um radical catidnico deficiente de dois
elétrons.

2% Etapa: com agao de um agente redutor, o Composto I ¢ reduzido pela transferéncia
de um elétron, formando o Composto II, em que o ferro permanece na forma de Fe™, mas ndo
como radical livre.

3 Etapa: um segundo substrato doa um elétron, propiciando a redugdo e o retorno da
enzima ao seu estado nativo, completando o ciclo catalitico.

Na auséncia de um substrato redutor, o0 H>O, promove a oxidacdo do Composto II para
o Composto III, o qual apresenta uma forma de LiP com capacidade catalitica reduzida
(GOLD; WARIISHI; VALLI, 1989). O agente redutor preferido da lignina peroxidase ¢ o
alcool veratrilico, um metabolito do fungo de podriddo branca que evita a inativagdo da
enzima pelo excesso de H20. O alcool veratrilico ¢ oxidado a veratraldeido pela LiP, sendo
utilizado nos ensaios destinados a determinar a atividade dessas enzimas (ESPOSITO;

AZEVEDO, 2004).
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Figura 4 - Ciclo catalitico da LiP.
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Fonte: Kulikova et al. (2011).

2.4.1.3 Manganés peroxidase

A enzima MnP, assim como a LiP, ¢ uma glicoproteina que apresenta o ferro heme
como grupo protéstico e necessita de H2O» para a sua atividade. A principal caracteristica que
distingue a MnP de outras peroxidases ¢ a exigéncia da presenga de Mn*? para que o ciclo
catalitico seja completado. Além disso, o potencial redox é menor em compara¢do ao da
lignina peroxidase e, consequentemente, 0s seus mecanismos enzimaticos ndo possuem a
capacidade de oxidar compostos ndo fendlicos. A MnP ¢ produzida como uma série de
1soenzimas de formas multiplas € a sua massa molar varia em torno de 45 kDa (ESPOSITO;
AZEVEDO, 2004; KIRK; CULLEN, 1998)

O ciclo catalitico da enzima MnP ¢ similar ao da LiP, como perceptivel na Figura 5.
Esse ciclo consiste basicamente nas seguintes etapas (WARIISHI; AKILESWARAN; GOLD,
1988; WONG, 2009).

1* Etapa: a MnP ¢ oxidada pelo H>O» ou peroxidos organicos, resultando no Composto
I deficiente de dois elétrons.

2% Etapa: o Composto I recebe um elétron doado pelo ion Mn?*, formando o Complexo
I, e 0 Mn"? ¢ oxidado a Mn*".

3% Etapa: ocorre a reducdo do Composto II pela oxidagio do Mn*? e outro Mn™*> é

formado, retornando para a forma original da enzima.
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A reacdo de conversdo do Composto I para o Composto II pode ocorrer tanto na
presenca de Mn™ como de outros doadores de elétrons com potencial redox adequado. No
entanto, para que o Composto II seja transformado na enzima nativa ¢ requerido,
exclusivamente, o ion Mn™2. A reversibilidade da enzima pode ser inativada quando altas
concentragdes de H>O> estdo presentes no meio, devido a formacdo de outro intermediario
(Composto IIT) (HOFRICHTER, 2002; WARIISHI; AKILESWARAN; GOLD, 1988).

O ion Mn™ formado durante o processo catalitico é estabilizado por 4cidos organicos
produzidos pelos proprios fungos (como o oxalato, malonato, tartarato ou lactato), tornando-
se um agente de baixa massa molecular que subtrai elétrons de compostos organicos
inespecificos (como fendis, aminas aromadticas, compostos organicos sulfurados e &cidos
graxos insaturados), promovendo a formacdo de radicais altamente reativos que atuam na
oxidacdo de diversos poluentes recalcitrantes (NILADEVI, 2009; PERMINOVA;
HATFIELD; HERTKORN, 2002; WARIISHI; AKILESWARAN; GOLD, 1988). Com a
peroxidagdo de lipidios insaturados promovida pela MnP na presenca de Mn*?, sdo gerados
intermediarios reativos (radicais peroxil) que oxidam compostos ndo fendlicos (KAPICH;

JENSEN; HAMMEL, 1999).

Figura 5 - Ciclo catalitico da MnP.
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2.4.2 Enzimas ligninoliticas e a degradacio de corantes

Diversos tipos de corantes téxteis sao degradados pela LiP, MnP e lacase, no entanto,
ha uma dificuldade na descoloracdo enzimdtica dos efluentes téxteis pois estes nao
apresentam apenas corantes, mas também sais, valores extremos de pH, agentes quelantes,
subprodutos, percursores, surfactantes e outros, os quais podem influenciar negativamente na
atividade catalitica das enzimas. Ademais, a mistura de corantes nos efluentes pode resultar
em compostos de diferentes estruturas que afetam significativamente a descoloragdo. Outro
aspecto que gera preocupagdo sdo os possiveis intermediarios gerados em decorréncia da
degradacdo dos corantes, que apesar de incolores podem ser potencialmente toxicos,
evidenciando a necessidade da realizagdo de uma analise toxicoldgica subsequente ao
tratamento (WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003).

A eficiéncia de degradacdo de corantes pelas enzimas depende de diferentes fatores
que envolvem desde as condi¢des de cultivo, do microrganismo e a natureza do extrato (bruto
ou purificado) até as condi¢des de degradacdo (temperatura, pH, tipo e concentracdo do
corante e tempo de reagdao) (BETTIN et al., 2019; SOSA-MARTINEZ et al., 2020).

lark et al. (2019) avaliaram a degradacdo enzimatica do corante azo Vermelho do
Congo por uma lacase produzida pelo fungo de podriddo branca Oudemansiella canarii.
Nesse estudo foi verificado que a lacase (5 U) foi capaz de descolorar 80% do corante (50
mg/L) em 24 horas a 30°C e pH 5,5. Esses autores constataram que a lacase ndo atua somente
no grupo cromoforo do corante, mas também cliva diferentes ligagdes covalentes,
promovendo uma fragmentacdo efetiva da molécula. Além disso, a lacase reduziu
significativamente a toxicidade com base no ensaio de inibi¢do da luz emitida pelo Aliivibrio
fischeri.

Zhuo et al. (2019) avaliaram a degradacao de diferentes corantes por trés isoenzimas
do fungo Pleurotus ostreatus HAUCC 162. Em 24 horas, a isoenzima da lacase apresentou as
melhores taxas de descoloragdo com 91,5%, 84,9 %, 79,1% e 73,1% de remog¢do para os
corantes verde malaquita, azul brilhante de remazol R, azul de bromofenol e a laranja de
metila, respectivamente, todos na concentragdo de 100 mg/L. Esses autores também
investigaram as vias de transformacdo dos corantes, constatando que o remazol azul brilhante
R foi inicialmente dividido em dois subprodutos, o que resultou em duas vias de ramificagao.

Posteriormente as etapas sucessivas de desaminacdo, hidroxilagdo e oxidagdo, o anel foi
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completamente aberto. Ja a degrada¢do do corante verde malaquita ocorreu em duas etapas de
transformagao paralelas, a desmetilacao e oxidagao apds hidroxilagao.

Alam, Mansor e Jalal (2009) obtiveram uma remocao de 90% do corante azul de
metileno na concentracdo de 15 mg/L com 0,687 U/mL de LiP produzida pelo fungo
Phanerocheate chrysosporium, ap6s 60 minutos de incubagdo com 4,0 mM de H,O>, em pH 5
e 55°C. Esses autores também verificaram que a adi¢ao do mediador alcool veratrilico ndo
contribuiu para o aumento da degradacdo do corante pela LiP. Parshetti et al. (2012)
constataram que a LiP produzida pela bactéria Kocuria rosea MTCC 1532 ¢ uma peroxidase
versatil pois descoloriu 11 diferentes corantes, variando de 60% de degradagdo do preto
amido e azul algoddo a 100% do laranja de metil, azul reativo 25 e verde HE4B.

Zhang et al. (2016) avaliaram a capacidade de descoloracdo da MnP purificada
produzida pelo fungo de podridao branca Trametes sp. 48424. Nesse estudo foi verificado que
esta enzima degradou 94,6%, 85,0%, 88,4% e 93,1% dos corantes indigo carmin, azul
brilhante de remazol R, violeta brilhante de remazol 5R e verde metilico, respectivamente,
apds 18 horas de contato e com os corantes na concentragdo de 100 mg/L. Também foi
verificado que a capacidade da MnP em degradar os corantes ndo foi afetada pela presenga de
ions metalicos e solventes organicos, os quais geralmente estdo presentes nos efluentes
téxteis.

O mecanismo de degradacao do corante depende da estrutura do corante e da enzima
envolvida no processo. Segundo Legerskd, Chmelova e Ondrejovi (2018) a degradagdao dos
corantes azo pela lacase inicia pela clivagem da ligagdo azo seguida por ciclagem oxidativa,
dessulfonac¢ao, desaminacao, desmetilacao e di-hidroxilacao.

Pandi, Marichetti e Numbi (2019) avaliaram a descoloracdo de corantes azo pela
lacase de uma nova cepa do fungo Peroneutypa scoparia e relataram que a via de degradagdo
do corante azo Vermelho acido 97 pode ser descrita em trés fases. Inicialmente a lacase
oxidou o grupo fendlico do corante com um elétron, produzindo um radical fenoxi que na
segunda fase foi transferido para a oxida¢do do ion carbono. Por fim, o carbono do anel
fendlico com a ligacao azo sofreu um ataque nucleofilico pela agua e produziu os metabdlitos
naftaleno 1,2-diona e acido 3- (2-hidroxi-1-naftilazo) benzenossulfonico.

Gomare, Jadhav e Govindwar (2008) estudaram as vias de degradacdo do corante
diazo Blu-2B pela LiP de Brevibacillus laterosporuc MTCC 2298. Com a remogdo de duas
moléculas de N> foi formado o composto 1, 1'-diciclohex-2, 5-eno-4-ona, o qual sofreu o-

clivagem e foi transformado em 4-(2-acido hexendico)-2, 5-ciclohexadienona. Reac¢des redox
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e posterior clivagem do anel de benzeno dos derivados de a naftol resultaram em &cido
desidroacético. Os resultados indicaram que além da clivagem da ligacdo azo, a LiP pode
remover os grupos sulfato do corante.

Atualmente, a imobilizagdo de enzimas ¢ uma estratégia que tem se destacando nos
estudos cientificos, pois melhora as propriedades cataliticas das enzimas e a estabilidade
operacional. Ao imobilizar a lacase em uma membrana modificada de polifluoreto de
vinilideno, Zhu et al. (2020) obtiveram uma maior atividade e estabilidade da lacase
imobilizada em comparacdo com a livre. A eficiéncia de descoloracdo do corante vermelho do
congo foi aumentada de 54,9% a 97,1% com a imobiliza¢ao da lacase, o que foi atribuido a
reducao da transi¢do conformacional da lacase e a adsor¢ao do corante na membrana. Além
disso, a lacase imobilizada apresentou uma satisfatoria estabilidade apés o armazenamento a
baixa temperatura e uma excelente capacidade de reutilizacdo com eficiéncia de remogao
acima de 75% apds cinco ciclos.

Em outro estudo a lacase imobilizada em nanoparticulas de FesOs@C-Cu®*
apresentou maior estabilidade térmica e de pH, e resisténcia a solventes organicos e ions
metalicos do que a enzima livre. A lacase imobilizada foi capaz de degradar diferentes
corantes sintéticos com eficiéncia de remocao de 99% e 75%, e apos 10 reutilizacdes
sucessivas manteve a remogdo em 94% e 60% dos corantes verde malaquita e vermelho

Procion MX-5B, respectivamente (LI et al., 2020).

2.5 PRODUCAO DE COGUMELOS COMESTIVEIS

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization), a produ¢ao mundial
de cogumelos e trufas foi de 10,2 milhdes de t no ano de 2017. Dentre os paises, a China
produziu cerca de 7,9 milhdes de t, seguido dos Estados Unidos com 421 mil t e da Polonia
com 302 mil t de cogumelos e trufas. Os Paises Baixos ocupam a quarta posi¢ao com 300 mil
t produzidas (FAO, 2017).

A industria mundial de cogumelos foi avaliada em aproximadamente 63 bilhdes de
dolares no ano de 2013, sendo que 54% desse total correspondem ao cultivo de cogumelos
comestiveis, 38% de cogumelos medicinais € 8% de cogumelos selvagens. Em relacdo aos
géneros dos cogumelos comestiveis cultivados, o principal € o Lentinula que representa 22%
da producao mundial, seguido do Pleurotus e Auricularia com 19% e 18%, enquanto que o

Agaricus e Flammulina correspondem a 15 e 11%, respectivamente. O género Volvariella
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corresponde a 5% e os demais géneros a 10% do total cultivado (ROYSE; BAARS; TAN,
2017).

No Brasil, a ANPC (Associacao Nacional dos Produtores de Cogumelos) relata a
inexisténcia de dados precisos em relacdo a esse setor e estima que o pais produz cerca de 12
mil t de cogumelos comestiveis por ano. As principais espécies cultivadas no Brasil sao
Agaricus bisporus (8000 t/ano), Pleurotus spp (2000 t/ano), Lentinula edodes (1500 t/ano) e
Agaricus blazei Murril (500 t/ano). Apesar da produgdo expressivamente inferior em
comparagdo aos principais produtores mundiais, a cadeia produtiva de cogumelos no Brasil
tem se disseminado por todo territério nacional, apresentando uma tendéncia de crescimento.
Esse comportamento se deve ao aumento do consumo de cogumelos e do nimero de
restaurantes de culinaria asidtica no pais, bem como pela facilidade de cultivo. Dessa forma, a
produgdo de cogumelos tem representado uma importante atividade para a obtengdo de renda

para os micros e pequenos produtores da agricultura familiar (ANPC, 2019).

2.5.1 Cultivo de Pleurotus spp.

O género Pleurotus pertence ao grupo dos fungos de podridao branca e incluem
varias espécies comestiveis que sdo cultivadas comercialmente, entre elas o Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus eryngii, Pleurotus djamor
e Pleurotus citrinopileatus (BELLETTINI et al., 2019).

A tecnologia de cultivo e o substrato utilizado variam conforme cada espécie de
cogumelo. O Pleurotus spp. € um saprofito que extrai os nutrientes do substrato para o seu
desenvolvimento. Esse cogumelo possui a capacidade de crescer em qualquer tipo de residuo
agricola ou florestal que contenha celulose, hemicelulose e lignina (BONONI et al., 1999;
SANCHEZ, 2010).

O cultivo do Pleurotus ¢ basicamente igual para todas as linhagens, variando apenas
a temperatura de frutificacdo, e pode ser dividido nas seguintes etapas (BONONI et al., 1999):

1) Producdo de matriz: processo de obten¢do da matriz em laboratdrio, por processo

assexuado ou sexuado.

2) Compostagem do substrato: o substrato ¢ submetido a fermentacao natural com

duragdo variavel. Dependendo do substrato, essa etapa de compostagem pode ser

dispensada e realizada apenas a incorporacdo de agua ao substrato.
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3) Pasteurizacdo ou esterilizagdo do substrato: a pasteurizagao € o tratamento térmico
do substrato com vapor de agua, a fim de eliminar os agentes patogé€nicos ou
microrganismos que possam competir com fungo inoculado. O substrato também
pode ser esterilizado em autoclave. No entanto, diversos produtores nao realizam
a pasteurizagdo ou esterilizagdo porque durante a fermentacdo ja ¢ alcangada a
temperatura necessaria para esse objetivo.

4) Inoculagdo: o acondicionamento do substrato para inoculagdo pode ser realizado
em sacos de polietileno, caixas plasticas ou de madeira, blocos comprimidos e
empacotados com papel aluminizado ou containers cilindricos verticais. A
inoculacdo consiste na distribuicdo uniforme da matriz no substrato. A
quantidade de in6culo adicionada ¢ em torno de 0,5 a 2,0% do peso timido do
substrato pronto.

5) Incubagdo: durante a incubacdo o micélio degrada o substrato e utiliza os
nutrientes para se desenvolver e colonizar o substrato, sendo uma etapa de
elevada atividade biologica. A temperatura do substrato ¢ primordial para um
bom crescimento do micélio e deve ser mantida, de uma forma geral, entre 25 e
28°C. Em média, o final da incubagdo ocorre apds 15 a 20 dias, periodo em que o
substrato esta completamente colonizado.

6) Produgdo e colheita: com a finalizacdo da incubagdo, o substrato colonizado ¢
exposto parcial ou totalmente ao ar, provocando alteracdes nas trocas gasosas,
umidade e luminosidade, que conduzem ao surgimento de primordios. Essas
estruturas se desenvolvem e formam os corpos de frutificacdo que serdo retirados

do substrato na colheita.

2.5.2 Substrato residual da producio de cogumelos

O substrato residual da producao de cogumelos (SRC) ¢ definido como a biomassa
remanescente apds a colheita do cogumelo. O SRC compreende uma mistura de micélio,
enzimas extracelulares liberadas pelos fungos durante o seu crescimento € o substrato
lignoceluldsico nao utilizado (SINGH et al., 2011). Dentre os diversos materiais aproveitados
como substrato, destacam-se os residuos agricolas como palha e farelo de trigo e arroz,

bagaco de cana, palha de café, folhas de bananeira e serragem, podendo ser suplementados
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com aditivos quimicos (KAMTHAN; TIWARI, 2017). A Figura 6 ilustra o substrato com o
cogumelo cultivado, o qual passa a ser denominado de substrato residual apds a colheita.

As propriedades fisicas, quimicas e biologicas do SRC variam conforme os
processos de compostagem, técnicas e condigdes ambientais do cultivo, idade do substrato
residual, tipo de fungo e dos materiais que compdem o substrato. Em média, o SRC ¢
constituido por 40% de matéria seca e 60% de agua, com alta densidade aparente. Esse
substrato ¢ caracterizado pelo alto teor de matéria organica e quantidade moderada de
nutrientes (CASTRO; DELMASTRO; CURVETTO, 2008; UZUN, 2004). A Tabela 5
apresenta as caracteristicas fisicas e quimicas de SRC analisados por diferentes autores.

No SRC tem sido detectada uma ampla variedade de enzimas lignoceluldsicas, tais
como a-amilase, celulase, PB-glicosidase, xilanase, amilase, dextranase, lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase. O tipo de enzima produzida pelo fungo ¢é diretamente
dependente dos materiais que constituem o SRC e da espécie do cogumelo (BALL;
JACKSON, 1995; NAKAJIMA et al.,, 2018; PHAN; SABARATNAM, 2012). Singh;
Abdullah, Vikineswary (2003) analisaram o perfil enzimatico do SRC do Pleurotus sajor-caju
e verificaram uma produtividade méaxima de xilanase, celulase e B-glucosidase de 7,51 U g,
3,13 U gle 121,13 U g'!, j4 para a lacase e lignina peroxidase de 7,59 U g!' € 206,20 U g,

respectivamente.

Figura 6 — Substrato com cogumelos cultivados e seus componentes ap6s a colheita.

Cogumelo

___ Substrato residual da producio
de cogumelos (SRC)

Micélio

Fonte: adaptado de Merryhill mushrooms® (2019).
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Tabela 5 — Caracteristicas quimicas e fisicas do SRC.

Substrato Residual da Producio de Cogumelos

Agaricus bisporus

Parametro Pleurotus spp. Pleurotus eryngii  Pleurotus eryngii .
(Andrades, 2012)  (Louetal,, 2017)  (Sun et al., 2013) (Coméﬁ‘;';adlua’
pH 5.7 58 6.8 7.2
Cinzas 15,9% 11,0% 6,02% -
Umidade 47,6% 56,1% 21,5% 52,6%
Carbono 38,3% 37,1% - -
Hidrogénio 5,50% 5,2% - -
Nitrogénio 0,73% 2,6% - 2,16%
Oxigénio 39,6% 34,0% - -
Potassio - - 1262 ug g’ 0,69%
Fosforo - - 3827 ug g’ 2,2%
Calcio - - 4671 pg g 10,8%
Magnésio - - 1391 pg g’ 0,83%
Sodio - ; 244 pg g 0,24%
Ferro - - 19,5 ug g’ 1820 ppm
Cobre - - 29 ugg’! 50,7 ppm
Cromo - - 0,12 pg g! 18,7 ppm
Chumbo - - 2,11 pgg’! <30 ppm
Manganés - - 13,1 g g?! 241,2 ppm
Zinco - - 5,6 ug g’! 189,9 ppm
Niquel - - - <20 ppm
Céadmio - - 0,83 pugg! <20 ppm
MO 84,1% - - -
COT 38,3% - - 54,3%
C/N 52,4 14,6 41,74 11,5
CE - 4,4 mS cm’! - 6,2 dS m’!
Lignina - 14,8% - -
Celulose - 34,7% - -
Hemicelulose - 7,1% - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

A quantidade gerada de SRC corresponde a uma propor¢do de aproximadamente 5
kg para cada 1 kg de cogumelo cultivado. O SRC configura-se como um problema para os
agricultores, pois deve ser destinado adequadamente, uma vez que, o simples descarte do SRC
no ambiente pode causar efeitos negativos nos ecossistemas (FINNEY et al., 2009).
Considerando que o Brasil produz anualmente 12 mil t dos principais cogumelos comestiveis,
conforme apresentado no item 2.5, em média de 60 mil t de SRC sdo geradas por ano.

Guo e Chorover (2006) verificaram que o intemperismo do SRC no ambiente produz

um lixiviado com alta concentracdo de matéria organica e sais inorganicos que podem
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contaminar o solo e a dgua superficial e subterranea. Em vista disso, aplicacdes do SRC de
menor impacto ambiental e aproveitamento desse residuo estdo sendo aprimorada pelas
industrias e pesquisadores. Dentre os destinos do SRC destaca-se o uso na fertilizagdo do
solo, alimentacdo de animais, geracdo de energia e biorremediagdo (HANAFI et al., 2018).

A diversidade de microrganismos e enzimas presentes nos SRC possibilita a
exploragdo desse substrato nas técnicas de biorremedigao do ar, solo e dgua. Diversos estudos
relatam a eficiéncia de enzimas extraidas do SRC na remog¢ao de farmacos, fungicidas, metais
pesados, corantes e outras substancias presentes nas aguas residuais (CHANG et al., 2018;
GUIMARAES et al., 2016; RINKER, 2017; SINGH; AHLAWAT; RAJOR, 2013; SOUZA;
PERALTA, 2003).

2.6 SUBSTRATO RESIDUAL DA PRODUCAO DE COGUMELOS E A
DESCOLORACAO DE EFLUENTES TEXTEIS

Na remocao de corantes de efluentes téxteis, o SRC tem sido estudado como material
adsorvente e fonte de enzimas. A Tabela 6 apresenta as pesquisas recentes em que o SRC foi
utilizado nesses dois aspectos.

Singh et al. (2011) avaliaram o potencial das enzimas extraidas do SRC de Pleurotus
sajor-caju para descoloracdo de corantes azo e antraquinona. Para os corantes azo, a
eficiéncia de remogao foi de 84,0 e 80,9% para o preto 5 e laranja 16, respectivamente, ja para
o azul 79 foi de 32,1%, ap6s 4 horas de incubagdo com 45 U de LiP extraida do SRC.
Enquanto para os corantes antraquinona, a descoloracdo do vermelho 60 foi de 47,2% e
apenas 5,9% do azul 56.

Di Gregorio et al. (2010) analisaram a eficiéncia do SRC de Pleurotus ostreatus em
promover a descoloragdo de banhos cromo reativos téxteis contendo altas concentracdes de
diferentes surfactantes, antiespumantes e sal. Apos 24 horas de incubacao dinamica de 130 g
de SRC em 500 mL de banho cromo reativo preto em uma temperatura de 21°C, foi obtida
uma descoloragdao de 97%. Papinutti e Forchiassin (2010) obtiveram uma remocao de 100%
dos corantes azul celeste e verde malaquita, e 74,5% do indigo carmim, apos 40 horas de
incubacdo com o SRC de Pleurotus ostreatus a 28°C. Entretanto, para o corante xilidina nao
houve remocao.

Wu et al. (2019) avaliaram o SRC de Pleurotus eryngii na adsor¢do dos corantes

verde malaquita, safranina T e azul de metileno. Em solugdes com 100 mg/L de concentracao
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inicial dos corantes, 1 g de SRC e pH 6 foi obtido um percentual de remogdo acima de 93%,
ap6s 4 horas de contato. Além disso, verificaram que o modelo isotérmico de Freundlich
ajustou-se melhor aos dados de adsor¢cao em comparagao com o modelo de Langmuir, € que a
adsor¢do dos corantes foi um processo exotérmico e espontaneo. Em relagdo aos modelos
cinéticos, o de pseudo-segunda ordem forneceu um melhor ajuste do que o modelo de pseudo-
primeira ordem.

Tian et al. (2011) obtiveram uma capacidade maxima de adsorcao igual a 147,1 mg
do corante vermelho do congo por g de SRC do Tricholoma lobayense. Wu et al. (2018)
verificaram que o SRC do cogumelo Ganodorma lucidum apresentou uma efici€éncia de
adsor¢do dos corantes verde malaquita, safranina T e azul de metileno acima de 78% nos
cinco minutos iniciais e aumentou lentamente até os trinta minutos, atingindo o equilibrio em
um curto espago de tempo.

Com base na pesquisa bibliografica realizada, apenas os autores Bogoni (2018), Di
Gregorio et al. (2010) e Papinutti e Forchiassin (2010) avaliaram a eficiéncia de remog¢do de
corantes téxteis aplicando o SRC sem tratamento. Contudo, nenhum desses autores realizou
um estudo aprofundado dos processos simultaneos de degradagdo enzimatica e adsor¢do ao

utilizar o SRC na descoloragao de efluentes téxteis.
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Referéncia SRC

Corantes

Estudo

Ahlawat e Singh (2009)  Agaricus bisporus; Pleurotus sajor-caju;
Lentinula edodes.
Pleurotus sajor-caju;

flabellatus

Singh, Ahlawat e Rajor Pleurotus

(2013)

Di Gregorio et al. Pleurotus ostreatus
(2010)

Papinutti e Forchiassin Pleurotus ostreatus
(2010)

Singh et al. (2010) Pleurotus sajor-caju

Zhou et al. (2011)
Toptas et al. (2014)
Lim, Lee e Kang (2013)

Pleurotus ostreatus

Agaricus bisporus

Pleurotus eryngii; Pleurotus comucopiae;
Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus

Nao informado

Tricholoma lobayense

Grifola frondosa

Hypsizygus ~ marmoreus;  lammulina
velutipes; Pleurotus eryngii; Lentinula
edodes; Pleurotus ostreatus; Pleurotus
sp.

Pleurotus ostreatus

Alhujaily et al. (2020)
Yan e Wang (2013)
Tian et al. (2011)

Liu et al. (2017)
Nakajima et al. (2018)

Teixeira, Pereira;
Ferreira-Leitao (2010)
Wau et al. (2018)
Machado e Mateus

Ganodorma lucidum
Pleurotus ostreatus

(20006)

Wau et al. (2019) Pleurotus eryngii
Kang (2016) Pleurotus eryngii
Bogoni (2018) Pleurotus ostreatus

Rondamina B; Violeta de metila 2B; Chicago céu azul 6B.

Violeta de metila 2B; Vermelho de quinaldina; Laranja II sal de sédio;
Rondamina B; Azul celeste B; Azul de metileno; Chicago céu azul;
Azul reativo; Amido azul celeste.

Amarelo 39 + Vermelho 136 + Preto DM 5594; Azul 3G; Azul BLI;
Vermelho FGN.

Azul celeste B; Verde malaquita; Xilidina;

Indigo carmim.

Violeta cristal; Azul de bromofenol; Azul de tripano; Preto de amido;
Vermelho do congo;

Azul de metileno; Azul brilhante de remazol R; Verde de metila;
Azul de metileno

Levafix Braun E-RN LB; Vermelho basico 18; Vermelho acido 111.
Azul brilhante de remazol R; Vermelho do congo.

Direct Black 22; Direct Red 5B; Reactive Black 5; Direct Blue 71.
Azul de metileno

Vermelho do congo

Rodamina B

Azul brilhante de coomassie

Azul drimaren X-3LR; Azul drimaren X-BLN;
Rubinol drimaren X-3LR; Azul drimaren C-R.
Verde malaquita; Safranina T; Azul de metileno
Azul brilhante de remazol B

Verde malaquita; Safranina T; Azul de metileno

Azul de bromofenol; Azul brilhante de remazol B; Vermelho do
congo; Azul brilhante de coomassie; Violeta de cristal; Azul de
metileno; Rit-azul; Rit-vermelho.

Levafix Brilliant Red E4BA + Remazol Preto B 133%

A descoloragdo sob diferentes condigdes
de cultivo do fungo;
A descoloragéo sob diferentes condigdes
de cultivo do fungo;

A remogdo foi avaliada na presenca de
produtos auxiliares e em condigdes
dinamicas e estaticas.

Avalicdo do processo de degradagdo e
adsor¢do do SRC sem tratamento.
Descoloragdo por extrato enzimatico
concentrado proveniente do SRC, com a
LiP como enzima principal.

Adsorg¢go do corante ao SRC.

Adsorg¢ao dos corantes ao SRC.

Extrato enzimatico proveniente dos SRC
na degradacdo dos corantes.
Adsorgdo dos corantes ao SRC.
Adsor¢do dos corantes ao SRC.
Adsorgdo dos corantes ao SRC.
Adsorgdo dos corantes ao SRC.
Estudo de descoloragdo por
enzimatico proveniente do SRC;

extrato

Descoloragdo por extrato enzimatico do
SRC, com a lacase como enzima principal;
Adsorgao dos corantes ao SRC;
Descoloragdo por extrato enzimatico do
SRC;

Adsorg¢do dos corantes ao SRC;
Descoloragdo por extrato enzimatico e do
SRC;

Remocdo de corantes utilizando o SRC

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Retso de Aguas (LARA) do
Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Ambiental e no Laboratdrio Integrado de Meio
Ambiente (LIMA) pertencentes ao Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A fim de atender aos objetivos propostos, os

experimentos foram planejados em seis diferentes etapas, conforme apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma metodologico da pesquisa.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

3.1 SUBSTRATO RESIDUAL DA PRODUCAO DE COGUMELOS (SRC)

O SRC utilizado no estudo era proveniente da producdo do cogumelo Pleurotus
ostreatus ¢ foi cedido por uma empresa produtora de cogumelos, localizada no municipio de
Biguacu/SC. O SRC era constituido de serragem e farelo de trigo, suplementado com

carbonato de calcio. Para os experimentos foi utilizado o SRC coletado apos 114 dias da
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inoculagdo e 75 dias da segunda indu¢ao, momento em que o SRC ndo possuia mais utilidade
para a empresa e constituia-se como um residuo. O SRC foi mantido refrigerado a 5°C até sua
utilizacdo nos experimentos, para preservacao das enzimas e da estrutura do material. Os
blocos de SRC foram desestruturados e homogeneizados manualmente para a utilizagdo de

amostras representativas para cada repeticao experimental.

3.1.1 Caracterizacido do SRC

A morfologia do SRC com e sem enzimas foi avaliada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) com o microscopio JEOLISM-6390LV operando a 10 kV e a composicao
qualitativa por Andlise de Difracdo de Raios-X (EDS) em um Sistema de Microanalise de
Seis Raios-X NORAN, ambas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC). As amostras foram fixadas em
suportes metalicos com fitas de carbono e recobertas com ouro. Os grupos funcionais
presentes no SRC com e sem enzimas foram verificados por Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR), utilizando o espectrometro Agilent Technologies-Cary
660 na faixa de comprimento de onda de 400-4000 cm™' e resolugiio de 4 cm™!, pertencente a
Central de Anélises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da UFSC. Para
a realizagdo destas andlises, o0 SRC foi mantido em estufa por trés dias a 50°C.

O ponto de carga zero (pHpcz) do SRC foi determinado pelo método de equilibrio em
batelada, no qual 6,25 g de SRC foram adicionadas em 50 mL de uma solu¢do de NaCl 0,01
M com diferentes valores iniciais de pH (1 a 12), ajustados com solu¢des de HCI1 (0,5 M) e
NaOH (0,5 M). Essas amostras foram mantidas em banho termostéatico sob 100 rpm e 25°C,
durante um periodo de 24 horas. Ao final do tempo de incubagdo foi determinado o pH final
de cada amostra e elaborado um grafico de ApH versus pH inicial para determinar o pHpcz do

adsorvente (BABIC et al., 1999).

3.2 EFLUENTE TEXTIL

Considerando que as caracteristicas do efluente liberado pelas industrias téxteis
variam ao longo do tempo, dependendo dos processos de producdo, o que dificultaria a
comparagdo efetiva de resultados, nesse estudo foi utilizado um efluente téxtil sintético,

equivalente ao efluente téxtil real apos o tratamento biologico, preparado de acordo com a
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metodologia adaptada de Mo et al. (2007). O efluente téxtil sintético foi constituido de dois
diferentes corantes azo reativos e as substancias quimicas auxiliares utilizadas na industria

téxtil em concentragdes apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Composigdo do efluente téxtil sintético.

Produto quimico Concentracio (mg L)
Levafix Brilliant Red E4BA 25
Remazol Black B 133% 25
Alcool polivinilico 125
NaCl 250
NaxSO4 200

Fonte: adaptado de Mo et al. (2007).

Os corantes anidnicos Levafix Brilliant Red E4BA (C290H22CIN7011S3, 776,16 g mol
), e Remazol Black B 133% (Ca6H21NsNasO17Ss, 991,82 g mol!) sdo denominados de
Vermelho Reativo 158 e Preto Reativo 5 pela Color Index, e suas estruturas quimicas estao

apresentadas nas Figura 8 e Figura 9, respectivamente.

Figura 8 — Estrutura quimica do corante Levafix Brilliant Red E4BA.
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Fonte: Muthuraman e Elumalai (2013).
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Figura 9 — Estrutura quimica do corante Remazol Black B 133%.
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Fonte: Catanho, Malpass ¢ Motheo (2006).

3.3 CARACTERIZACAO DA LACASE

3.3.1 Extracio enzimatica

As enzimas presentes no SRC foram extraidas com tampao acetato de sodio 0,1 M
(pH 5) e 155 g L! de SRC (in natura), submetidos a uma agitacdo de 100 rpm em agitador
magnético, durante um tempo de contato de 1 hora e sob temperatura ambiente.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 11000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi
utilizado nos ensaios seguintes. As analises seguintes de caracterizacdo da lacase foram

realizadas em duplicata.

3.3.2 Efeito do pH e da temperatura na atividade da lacase

Para a determina¢do da temperatura e pH otimos da enzima foi realizado o mesmo
protocolo utilizado no ensaio da atividade da lacase com o substrato ABTS, conforme descrito
no item 3.7.2, apenas empregando diferentes solucdes tampdes e temperaturas. Os valores de
pH avaliados foram 2, 4, 6, 8 e 10, utilizando tampao Mcllvaine (4cido citrico 0,1 M e fosfato
dissodico 0,2 M) para os pH 2 a 8 e tampao borato (PanReac AppliChen: 3,092 g de 4cido
borico, 3,728 g de cloreto de potéssio e 2,34 ml de hidroxido de s6dio 50%) para pH 10. A
temperatura 6tima da enzima foi determinada incubando a preparagdo enzima-substrato em

seu pH 6timo a 25°C, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C, usando banhos de dgua controlados.
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3.3.3 Parametros cinéticos

A cinética enzimatica foi analisada pelo modelo de Michaelis-Menten com diferentes
concentragdes de ABTS (0,1, 0,3, 0,5, 0,75, 1, 1,5 ¢ 2 mM), em condi¢des 6timas de pH e
temperatura obtidas previamente. O efeito de inibicdo dos sais NaCl e NaxSO4 sobre a
atividade da lacase foi avaliada aplicando concentragdes de 1, 2, 5, 5, 7,5 ¢ 10 mM de cada
sal. Esses sais foram analisados pois compdem o efluente sintético utilizado nos ensaios e
geralmente sdo encontrados nos efluentes téxteis reais, podendo resultar na inibigdo da
atividade da lacase.

Os parametros cinéticos K (coeficiente de Michaelis Menten) e Vmax (velocidade
maxima de reacdo) foram determinados pelo ajuste ndo linear do modelo de
Michaelis Menten (Equacao 1), utilizando o programa Origin® 2017. A constante de inibigao
(K;) foi obtida pela Equacdo 2. Para determinar o tipo de inibi¢do foi realizada a linearizacao

de duplo reciproco de Lineweaver-Burk (ESTERBAUER et al., 1991).

_ err::r [5] (1)
K+

Onde: Vo: velocidade inicial, também atribuida a atividade enzimatica (U L); [S]:
concentragio de ABTS (mM); Vma: velocidade maxima de reagio (mM L' min); Ku:

coeficiente de Michaelis Menten (mM).

(1] 2

Onde: K: constante de inibigdo (mM); [I]: concentragdo do inibidor (mM); a: obtido

pela divisdo entre K na presenca de inibidor e Ky na auséncia de inibidor.
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3.4 ENSAIOS DE DESCOLORACAO EM PROCESSO DE BATELADA

3.4.1 Planejamento fatorial

Para avaliar o efeito combinado de variaveis na descoloracdo do efluente téxtil foi
realizado um planejamento fatorial 2* com uma repeti¢ao no ponto central, resultando em 9
tratamentos executados em duplicata (BOX; HUNTER; HUNTER, 2005). As variaveis
independentes consideradas foram pH, temperatura e concentracdo de SRC (in natura) e os
respectivos niveis estdo apresentados na Tabela 8. Esses niveis foram definidos com base nas
caracteristicas gerais dos efluentes téxteis (item 2.2.2) e em ensaios preliminares. A remog¢ao
de cor e a atividade da lacase foram definidas como as varidveis dependentes. A Tabela 9

apresenta a matriz do delineamento experimental dos ensaios de descoloragao.

Tabela 8 - Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial dos ensaios de descoloragdo do
efluente téxtil com o SRC.

Variaveis Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
pH 4 6 8
Temperatura (°C) 25 35 45
Concentragdo de SRC (g L) 30 65 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Tabela 9 - Matriz do delineamento experimental para descoloracdo do efluente téxtil utilizando o SRC.

. Temperatura Concentracao do
Ensaios Xi pH X, ©C) X3 SRC (g L")
1 -1 4 -1 25 -1 30
2 1 8 -1 25 -1 30
3 -1 4 1 45 -1 30
4 1 8 1 45 -1 30
5 -1 4 -1 25 1 100
6 1 8 -1 25 1 100
7 -1 4 1 45 1 100
8 1 8 1 45 1 100
9 0 6 0 35 0 65

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Os ensaios de descoloragao foram realizados em banho termostatico (marca Dubnoff,
modelo 252) utilizando Erlenmeyers (250 mL) contendo 150 mL de efluente téxtil sob uma

agitacdo de 200 rpm e duas horas de contato. Para cada combinagdo das variaveis analisadas
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(Tabela 9) foram incubadas duas amostras controle, uma contendo apenas o efluente e a outra
o SRC em agua destilada para desconsiderar a cor liberada pelo SRC. Os diferentes valores de
pH do efluente téxtil foram ajustados com solugdes de HC10,5 M e NaOH 0,5 M e
determinado com pHmetro (Quimis® Q-400M). As amostras foram centrifugadas a 11000
rpm durante 5 minutos para posterior determinagdo da concentracio de corantes (item 3.7.1) e
a atividade da enzima lacase (item 3.7.2).

Nas mesmas combinagdes das varidveis analisadas (Tabela 9) e paralelamente aos
ensaios de descoloragdo foram realizados experimentos utilizando o SRC sem a presenca de
enzimas, a fim de determinar a remocao da cor pelo mecanismo de adsor¢ao. Para isso, o SRC
foi pré-tratado a 90°C por 15 minutos para desnaturacdo das enzimas e perda da atividade
catalitica. A degradacdo enzimatica foi estimada pela diferenca entre a remog¢do utilizando o
SRC com e sem enzimas.

O software Statistica (StatSoft, EUA) foi utilizado para o desenvolvimento do
delineamento experimental e para as andlises estatisticas. Uma equag¢do polinomial de
primeira ordem foi determinada para identificar as possiveis interacdes dos fatores
selecionados. Os efeitos foram obtidos pelo método dos minimos quadrados e avaliados
estatisticamente pela analise de varidncia (ANOVA). A significancia estatistica dos

coeficientes de regressao foi de 90%.

3.4.2 Efeito das variaveis isoladas e ensaios cinéticos

A partir dos resultados constatados no planejamento fatorial verificou-se a
necessidade de avaliar o efeito isolado das variaveis pH, temperatura e concentracdo de SRC
na adsor¢do e degradacao enzimatica. Para isso foram empregados diferentes valores de pH
(4, 6, 8 e 10), temperatura (25, 35, 45 ¢ 55 °C) e concentragao de SRC (65, 95, 125e 155 gL
1), com um tempo de contanto de duas horas. Os experimentos foram conduzidos em
duplicata e os resultados apresentados como valores médios. Os dados de remocdo de cor
foram analisados com ANOVA unilateral e as médias comparadas ao teste de Tukey com 5%
de probabilidade. A normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Anderson-Darling.
Essas andlises foram realizadas com o software Origin® 2017.

Nas condi¢des Otimas obtidas para cada variavel foram realizados ensaios cinéticos
de descoloragdao em duplicata, com coleta de amostras apos 0, 15, 30, 60, 120, 180 e 240

minutos de contato. Nos ensaios cinéticos além da remocao da cor ¢ da atividade da lacase
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foram determinadas as atividades das enzimas LiP ¢ MnP. Os ensaios de otimizac¢do ¢ os

cinéticos foram conduzidos conforme descrito no item 3.4.1.

3.4.3 Ensaio comparativo da degradacio enzimatica

A fim de avaliar se a degradacdo enzimatica era favorecida ao ocorrer
simultaneamente com a adsor¢do foi realizado um ensaio comparativo empregando o SRC e o
extrato enzimatico do SRC, nas mesmas condig¢des e proporg¢des. Inicialmente foi realizada a
extragdo enzimatica em Erlenmeyers com a concentracdo 6tima definida de SRC em éagua
destilada, incubados no banho termostatico (marca Dubnoff, modelo 252) e 200 rpm de
agitacdo por duas horas. Para o ensaio de descoloracdo uma solucdo concentrada de efluente
téxtil sintético (2000 mg L' de corantes) foi adicionada ao extrato enzimatico, resultando em
uma concentragio final de 50 mg L! de corantes (25 mg L! de cada corante).

No ensaio com o SRC a degradacdo enzimdtica foi obtida pela diferenga entre a
remocao utilizando o SRC aquecido a 90°C (sem enzimas) e o SRC com enzimas. Assim
como o0s testes com o extrato enzimatico, os ensaios com o SRC foram realizados com
efluente de 50 mg L' de corantes sob 200 rpm de agitacdo e duas horas de contato, nas
melhores condi¢cdes de pH, temperatura e concentragdo de SRC obtidas nos experimentos
anteriores. Para a determinagdo da concentragdo dos corantes e da atividade da lacase, as
amostras foram centrifugadas a 11000 rpm por 5 minutos. Duas amostras controle foram
incubadas, uma contendo apenas o efluente e a outra o SRC em agua destilada para

desconsiderar a cor liberada pelo SRC.

3.5 ESTUDO DA ADSORCAO

Para avaliar o processo de adsor¢cdo dos corantes ao SRC foram estudados os
modelos cinéticos, isotermas e os parametros termodinamicos. As quantidades de corantes
adsorvidas pelo SRC em um determinado momento (q:) € no equilibrio (q¢) foram calculadas

usando as equacdes correspondentes de balango de massas (Equagao 3).
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(C,—C,oucC,)V 3)

JeOU g, =

Onde, q: quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente (mg g'); Co:
concentragio inicial do adsorvato (mg L™); Ce: concentracdo do adsorvato no equilibrio (mg
L1); V: volume da solugdo (L); m: massa seca do adsorvente (g).

Isotermas e modelos cinéticos foram aplicados de forma ndo linear, uma vez que a
linearizagdo dos dados altera a estrutura e distribuicdo do erro, além de resultar na perda da
interpretacdo intrinseca dos pardmetros (NASCIMENTO et al., 2014). Para o ajuste ndo linear

desses modelos foi utilizado o programa Origin® 2017.
3.5.1 Modelos cinéticos

A partir dos dados do ensaio cinético com SRC sem enzimas (item 3.4.2) foram
aplicados os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (Equacdo 4), pseudo-segunda

ordem (Equacao 5), difusdo intraparticula (Equacao 7) e equagao de Elovich (Equacgao 8).
q. = q. (1—e™5) )

Onde, qe: capacidade de adsor¢do no equilibrio (mg g™'); qi: capacidade de adsorgio
em um tempo t (mg g''); t: tempo de reagdo (min); ki: constante da taxa de adsor¢io de

pseudo-primeira ordem (min'') (LAGERGREN, 1898).

K,qlt (%)

T It Kq.t

Onde, qe: capacidade de adsor¢do no equilibrio (mg g™'); qi: capacidade de adsorgio
em um tempo t (mg g'); t: tempo de reacio (min); K»: constante da velocidade de adsorgdo de
pseudo-segunda ordem (g mg!' min™!). Com o K; pode-se determinar a velocidade inicial de

adsorc¢ao (h) a partir da Equacao (6) (HO; MCKAY, 1999).

'II’ = KE QEE (6)
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Onde, h: velocidade inicial de adsor¢do (mg g! min™); qe: capacidade de adsor¢do no
equilibrio (mg g!); Ka: constante da velocidade de adsor¢io de pseudo-segunda ordem (g mg-

'min).

q. = K, t% + ¢ (7

Onde, q:: capacidade de adsor¢io em um tempo t (mg g'); Ka: constante de difusio
intraparticula (mg g min'"?); C: constante relacionada com a resisténcia a difusdo (mg g™)

(WEBER; MORRIS, 1963).

q, = %ln(l-l-rxﬁt] ®)

Onde, qi: capacidade de adsor¢do em um tempo t (mg g™'); B: constante de dessor¢io

(mg g!); a: taxa de adsorcdo inicial (mg g'min') (ROGINSKY; ZELDOVICH, 1934).
3.5.2 Isotermas e termodinamica

Os ensaios para determinagdo das isotermas de adsor¢do foram realizados com
variadas concentracdes de corantes (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 mg L) sob trés diferentes
temperaturas (25, 35 e 45°C). O experimento foi realizado com 150 mL de efluente téxtil e na
concentracdo 6tima de SRC sem enzimas, sob agitacdo de 200 rpm em banho termostatico em
um periodo pré-estabelecido com bases nos ensaios cinéticos. Duas amostras controle foram
incubadas, uma contendo apenas o efluente e a outra o SRC em 4gua destilada para
desconsiderar a cor liberada pelo SRC. As amostras foram submetidas a centrifugacdo de
11000 rpm durante 5 minutos para posterior determinacao da concentragdo de corantes (item
3.7.1).

Para ajustar os dados experimentais e caracterizar o processo de adsorcdo foram
estudados os modelos ndo lineares das isotermas de Freundlich (Equagdo 9), Langmuir

(Equacao 10), Sips (Equagao 12), Redlich-Peterson (Equagao 13) e Temkin (Equacao 14).
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a2

9, = K C )

Onde, Ce: concentragio do adsorvato no equilibrio (mg L!); ge: quantidade do soluto
adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g'); Kr: constante de capacidade de

1-(1/n) L—l/n

adsor¢ao de Freundlich (mg g!); 1/n: constante relacionada a heterogeneidade da

superficie (FREUNDLICH, 1906).

Om KI_ CEI (10)

%« 11K, C,

Onde, Ce: concentragio do adsorvato no equilibrio (mg L!); ge: quantidade do soluto
adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g!); qmax: capacidade maxima de
adsorcdo (mg g!); Kv: constante de interacio adsorvato/adsorvente (L mg™!) (LANGMUIR,
1918).

O modelo de Langmuir também foi explicado pelo fator de separagdo (Ri), o qual

possibilita analisar a forma da isoterma com base na Equacao (11).

po—_ 1 (1D
L1+ kC,

Onde, Rpi: fator de separacdo (adimensional); Ki: constante de interagao
adsorvato/adsorvente (L mg™); Co: concentracdo inicial do adsorvato (mg L) (ITODO;

ITODO; GAFAR, 2010).

K.CFs (12)

Q.= —— &
" 1+ a,.cP

Onde, C.: concentragiio do adsorvato no equilibrio (mg L); ge: quantidade do soluto
adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g™!); Ks: constante da isoterma de Sips
(L g'!); Bs: coeficiente de heterogeneidade da superficie do bioadsorvente; as: coeficiente de

afinidade (SIPS, 1948).
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KxC, (13)

1™ 1% apc?

Onde, C.: concentragio do adsorvato no equilibrio (mg L); ge: quantidade do soluto
adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g'); Kr: constante da isoterma de
Redlich-Peterson (L g'); g: expoente da isoterma de Redlich-Peterson; ag: constante da

isoterma de Redlich-Peterson (L mg™') (REDLICH; PETERSON, 1959).

0, = —In(K.C,) 0

Onde, Ce: concentracdo do adsorvato no equilibrio (mg L); ge: quantidade do soluto
adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g'); R: constante dos gases (8,3144 J
mol! K1); T: temperatura (K); b: constante relacionada ao calor de biossor¢do (J mol™); Ki:
constante da isoterma de Temkin (L g'!) (TEMKIN; PYZHEV, 1939).

Os parametros termodindmicos de adsor¢do entalpia (AHags), entropia (ASCads) e
energia livre de Gibbs (AG°as) foram calculados com o objetivo de determinar os
mecanismos de adsor¢do. A energia livre de Gibbs foi calculada conforme a Equagdo 15
(RUTHVEN, 1984). Como a entalpia e a entropia ndo apresentaram relagdo linear com a
temperatura, a relagao foi aproximada a um polindmio de segundo grau e AH .45 foi calculado

pela Equagdo 16 e o AS®.4s pela Equacao 17 (BOYSEN et al., 1999; SOUSA et al., 2014).

AG®, ;. = —RT InK, (15)

ade
Ink, =—R (b +z§] (16)

ﬂl'Gcsu:lse = ﬂHcEds - Tﬂscﬂds (17)

Onde, AGC°.s: energia libre de Gibbs (kJ mol™!); R: constante universal dos gases
(8,314 J mol! K); T: temperatura (K); Kp: constante de equilibrio termodinidmico
adimensional obtida pela isoterma de Langmuir; AH®qs: entalpia na adsorcdo (J mol);

ASP.ds: entropia na adsor¢do (J mol™); a, b, c: parAmetros empiricos.
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3.6 ANALISES DO EFLUENTE TRATADO

O efluente téxtil sintético (50 mg L™ de corantes) e o tratado pelo SRC sem e com
enzimas nas melhores condi¢des obtidas foram avaliados por FTIR em espectrometro Agilent
Technologies-Cary 660 (comprimento de onda de 400 a 4000 cm™ e 4 cm™ de resolugio) pela
Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da UFSC. As
amostras liquidas foram secas em estufa durante trés dias a 50°C e o sélido resultante foi
encaminhado para a analise.

O efeito do tratamento do efluente téxtil sintético com o SRC nos demais parametros
de qualidade (DQO soluvel e particulada, amonia, fosforo total, cor, turbidez e pH) foi
avaliado em vista da capacidade de remocao e da possibilidade de liberagdo de compostos
pelo SRC. Para isso, foi realizado um ensaio nas melhores condigdes obtidas nos
experimentos anteriores em banho termostatico ¢ 200 rpm de agitagdo. O ensaio foi
conduzido em duplicata, exceto para os parametros de amonia e fosforo total que foram
analisados em amostras simples. Para as analises de DQO soltivel, amoénia e fosforo total as
amostras foram centrifugadas em 1100 rpm por 5 minutos. As metodologias e equipamentos
utilizados para as analises estdo apresentadas na Tabela (9).

A toxicidade do efluente bruto e tratado pelo SRC com enzimas nas melhores
condi¢des por duas horas foi avaliada pelo teste de toxicidade aguda do microcrusticeo
Daphnia Magna, conforme metodologia da NBR 12.713/2016 (ABNT, 2016) no Laboratorio
de Toxicologia Ambiental (LABTOX) do Departamento de Engenharia de Sanitaria e
Ambiental da UFSC. A toxicidade da 4gua destilada mantida em contato com a SRC durante
o teste também foi avaliada para verificar a possivel liberacdo de compostos toxicos pela
SRC.

Um total de 10 neonatos Daphnia magna com 2 a 26 horas de vida foram expostos a
diferentes fatores de dilui¢do (1, 2, 4 e 8) da mesma amostra, sob uma temperatura de 20+2°C
na auséncia de energia e ilumina¢do durante 48 horas. Os testes foram realizados em duplicata
e apos 48 horas foi observado o numero de individuos imoéveis ou mortos. Os resultados
foram expressos pela Concentracdo Efetiva que afeta 50% da populagdo dos organismos

(CEso%) e pelo Fator de Diluigdo (FD).
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Tabela 10 - Metodologia e equipamentos utilizados para determinacdo dos pardmetros de qualidade do efluente.

Parametro Metodologia Limite de deteccao
DQO solivel e Método colorimétrico com reagentes da Alfakit 125 - 1000 mg L
particulada para DQO de alta concentragdo. Leitura em
espectrofotometro Hach DR 5000 no comprimento
de onda de 600 nm;
Amodnia Meétodo do Salicilato utilizando Test ‘N Tube

Fosforo total

Cor aparente

Cor verdadeira

Turbidez

pH

AmVer (Método Hach 10031). Leitura em
espectrofotdometro Hach DR 5000 no comprimento
de onda de 655 nm;

M¢étodo molibdovanadato e digestdo acida com
persulfato, utilizando Test ‘N Tube AmVer
(Método Hach 10127). Leitura em
espectrofotdémetro Hach DR 5000 no comprimento
de onda de 420 nm;

Método Colorimétrico. Leitura em
espectrofotdometro Hach modelo DR 5000 no
comprimento de onda de 455 nm;

Meétodo Colorimétrico com filtragdo da amostra em
membrana de 0,45 pm. Leitura em
espectrofotometro Hach modelo DR 5000 no
comprimento de onda de 455 nm

Método Nefelométrico em turbidimetro Hach
2100G

pHmetro Quimis Q-400M

0,4 — 50,0 mg L' NH;-N

1,0 — 100 mg L' PO4*

15 -500 mg L! PtCo

15 -500 PtCo

0—-1000 NTU

Fonte: Elaborado pela autora.

3.7 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

3.7.1 Determinacio da concentrac¢ao dos corantes

A concentracdo de corantes no efluente téxtil foi avaliada por espectrofotometria,

utilizando o espectrofotometro Hach DR 3600, no comprimento de onda de 549 nm

correspondente a maior absorbancia na faixa do visivel, obtido apos a varredura espectral do

efluente, conforme apresentado na Figura 10. O valor de absorbancia verificado em cada

analise foi interpolado na curva de calibracao (Figura 11) inserida no espectrofotometro para

obtencdo da concentracdo dos corantes. O percentual de remocdo dos corantes foi

determinado conforme a Equagdo 18.
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Ceer — Cc
Re =—2——T x 100 (18)
Ceer

Onde, Rc: remogao de corantes (%); Ccst: concentragdo de corantes sem tratamento;

Ccr: concentragao dos corantes no efluente tratado.

Figura 10 - Varredura espectral do efluente téxtil sintético.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 11 - Curva de calibracdo para a determinacdo da concentragdo de corantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.7.2 Atividade enzimatica

A atividade das enzimas foi expressa em Unidades Internacionais (U), sendo uma
unidade de atividade enzimatica definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar
1 umol do substrato por minuto (BUSWELL et al., 1996). A Equagao 19 foi utilizada para

determinar a atividade de cada enzima.

U _ Aabs.Vt.10° (19)
L e d.Va.t

Onde: Aabs: diferencga entre absorbancia final e inicial; Vt: volume total da reacgdo
(mL); €: coeficiente de extingdo molar (36000 L M™! em™ para lacase; 11590 L M! cm™! para
manganés peroxidase; 9300 L M™! cm™! para lignina peroxidase); d: comprimento do passo
(cm); Va: volume de amostra (mL); t: tempo de reacdo (min).

A atividade da lacase foi determinada colorimetricamente pela oxidacdo do substrato
acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzo-tiazol-6-sulfonico) (ABTS). A mistura reacional continha 4
ml de ABTS (1,8 mM), 0,5 ml de tampao de acetato de sodio (0,1 M; pH 5) e 0,5 ml da
amostra. A solucdo foi mantida a 40°C durante 5 minutos em banho de 4gua controlado e a
absorbancia resultante foi medida espectrofotometricamente a 420 nm (BOURBONNALIS;
PAICE, 1990). Duas amostras controles foram preparadas, uma substituindo a amostra pelo
tampao (1 mL de tampao e 4 mL de ABTS) e a outra o ABTS pelo tampao (0,5 mL de
amostra e 4,5 mL de tampao).

A atividade de MnP foi determinada pela formag¢dao do complexo Mn (IlI)-malonato
com a mistura reacional de 1 ml de MnSO4 (4 mM), 0,5 ml de H>O> (0,4 mM), 1 ml de
tampao malonato (20 mM; pH 5) e 1 ml da amostra. Essa mistura foi mantida a 30°C, durante
5 minutos em banho de 4gua controlado e a absorbancia resultante foi medida
espectrofotometricamente a 270 nm (WARIISHI; GOLD, 1992). Duas amostras controles
foram analisadas, uma substituindo a amostra pelo tampao de malonato de sédio (1,1 mL de
malonato de s6dio, 1 mL de MnSO4 e 0,5 mL H>0O) e outra 0 MnSO4 pelo tampao (2 mL de
tampao, 0,1 mL de amostra e 0,5 mL de H>0O»).

A atividade do LiP foi determinada pela oxidagdo do dalcool veratrilico a

veratraldeido pela enzima. A mistura de reagdo consistia em 0,5 ml de alcool veratrilico (10
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mM), 0,5 ml de H>O; (0,4 mM), 1 ml de tampao tartarato de sédio (100 mM; pH 3) e 0,5 ml
da amostra. A solugdo foi mantida a 30°C durante 5 minutos em banho de 4gua controlado e a
absorbancia resultante foi medida espectrofotometricamente a 310 nm (TIEN; KIRK, 1984,
1988). Duas amostras controles foram preparadas, uma substituindo a amostra pelo tampao
(1,5 mL de tampao, 0,5 mL de alcool veratrilico e 0,5 mL H>O») e a outra o alcool veratrilico

pelo tampao (1,5 mL de tampao, 0,5 mL de amostra e 0,5 mL de H>0»).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO RESIDUAL DA PRODUCAO DE
COGUMELOS

Os substratos foram caracterizados em relagdo aos grupos funcionais pela analise de
FTIR (SRC com e sem enzimas, antes ¢ apOs o tratamento), & morfologia € composi¢ao
quimica qualitativa pela MEV/EDS (SRC com e sem enzimas) e¢ ao ponto de carga zero pelo
método de equilibrio em batelada (SRC com enzimas).

A Figura 12 apresenta o grafico elaborado para a determinagdo do ponto de carga
zero (pHpcz) do SRC. A partir dessa analise verifica-se que o pHpcz do SRC ¢ 5,5, indicando
que abaixo do pH 5,5 o SRC terd uma carga positiva e a adsor¢do de anions serd favorecida,
enquanto em pH acima de 5,5 o SRC terd uma carga negativa e as espécies catidnicas serao
mais bem adsorvidas. Esse comportamento da carga superficial do adsorvente est4 associado a
presenga de protons (H") em pH baixo e de ions (OH") em pH alto. Nos estudos de Yan e
Wang (2013) e Alhujaily et al. (2018), o SRC apresentou pHpcz aproximado de 6,5 e 7,2,

respectivamente.

Figura 12 — Determinagdo do ponto de carga zero do SRC.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 13 apresenta o FTIR do SRC com e sem enzimas (125 g SRC L', pH 4 ¢
25°C), antes e apos o tratamento do efluente téxtil sintético. O SRC ¢ constituido
principalmente de lignina, celulose, hemiceluloses e agucares simples, quitina € minerais
(ASADA et al., 2011; LAW et al., 2003). Esses componentes apresentam diversos grupos

funcionais que podem possibilitar a adsor¢do dos corantes téxteis.

Figura 13 — Analise de FTIR do SRC com e sem enzimas, antes e apos o tratamento do efluente téxtil.

— 1054.85
1648.81

Transmitancia (%)

1646.89

132281 1+ 4056.79

1241.92
1646.89

I I I I I I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)
——SRC
—— SRC apos Adsorcao e Degradagdo Enzimatica
—— SRC sem enzimas
—— SRC apés Adsorgéo

Fonte: Elaborado pela autora.

As bandas de 344227 a 3432,63 cm’' sdo atribuidas ao grupo funcional OH" do
grupo celulose e fenol da lignina. O pico em 2917,73 cm™! corresponde ao alongamento do
grupo CH> alifatico. As bandas em 1648,81 e 1646,89 cm'! referem-se ao grupo aldeido C = O
(AKHOUAIRI et al., 2019). O pico 1322,91 cm™! corresponde a vibragio do CH; na celulose
(OH et al., 2005). O anel siringila e o trecho C-O na lignina e xilana foram identificados na
banda 1241,92 cm™ (VILKOVSKA; KLEMENT; VYBOHOVA, 2018). Os picos em 1054,85
e 1056,79 cm™ correspondem ao trecho C-O em polissacarideos (IRBE et al., 2019). A
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deformagdo C-H fora do plano do anel aromatico ¢ detectada no nimero de onda de 611,32 ¢
613,24 cm™ (JING et al., 2018).

Os SRC com e sem enzimas antes do tratamento apresentaram picos de maior
intensidade nos niimeros de onda correspondentes aos grupos funcionais C=0 (1646,89 cm™),
OH" (3442,77 e 3433,62 cm™), CO (1054,85 € 1056,79 cm™) e CHz (1322,91 cm™'), em ordem
decrescente. O SRC sem enzimas apresentou maior intensidade das bandas em comparagao ao
SRC com enzimas, mas nenhum novo pico foi adicionado. Verificou-se também que no SRC
sem enzimas houve um pequeno deslocamento em relagdo ao SRC para nimeros de onda
menores, 3442,27 a 3432,63 cm™! e de 1506,11 a 1504,18 cm™! e para os maiores de 1054,85 a
1056,78 cm™. Considerando que essas diferengas ndo sio acentuadas e que a capacidade de
adsor¢do pode ndo ser significativamente afetada por essas diferencas, os SRC com e sem
enzimas sdo comparaveis para identificar o desempenho exclusivo das enzimas.

O SRC com e sem enzimas apds o tratamento apresentaram picos de menor
intensidade em comparagdo ao respectivo SRC sem contato com o efluente. A reducdo na
intensidade dos picos do SRC apos o tratamento pode ser atribuida a liberacdo de compostos
presentes no SRC para o efluente. Nenhum novo pico foi adicionado ao SRC apds o contato
com o efluente téxtil, porém foram observados desvios nos nimeros de onda, o que pode
indicar a adsor¢ao do corante.

As fotografias do SRC com e sem enzimas obtidas pela MEV estdo apresentadas na
Figura 14, a partir das quais € possivel verificar a estrutura morfologica do SRC e a presenca
de micélio do fungo Pleurotus ostreatus. O SRC possui uma superficie irregular e porosa,
formada pelo crescimento do fungo que utiliza o substrato como fonte de carbono e energia.
Em comparag¢do entre o SRC com e sem enzimas nenhuma alteragdo morfologica pelo
aquecimento do SRC ¢ detectada.

A andlise quantitativa de elementos quimicos do SRC com e sem enzimas pela
técnica de EDS est4 apresentada na Tabela 11. O SRC ¢ composto basicamente de carbono
(C), oxigénio (O) e calcio (Ca). Apenas uma pequena porcentagem de magnésio (Mg) foi
detectada no SRC em um dos pontos analisados. A presenca de Ca no SRC pode ser atribuida
ao carbonato de calcio adicionado ao substrato para a neutralizagdo da acidez. Alhujaly et al.
(2018) também verificaram que C, O e Ca sdo os elementos presentes em maior quantidade

no SRC.
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Figura 14 - Fotografias de MEV do SRC sem enzimas, aumento de 200x (A) e 1000x (B). SRC com

10kV X200 . 100pm

:\,.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11 - Analise de EDS do SRC com e sem enzimas.

Porcentagens em massa (%)

Elemento Ponto SRC sem enzima SRC com enzima
C 1 78,92 83,96
2 82,47 87,44
0 1 8,36 6,14
) 6,52 5,99
Ca 1 12,71 9,26
) 11,00 6,12
Mg 1 - 0,64
D) - 0,45

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 CARACTERIZACAO DA LACASE

A atividade da lacase proveniente do SRC foi avaliada na faixa de pH 2 a 10 com o
substrato ABTS (Figura 15). Os resultados indicam que a lacase apresenta atividade em niveis
de pH 4cidos (2 a 6) e ¢ inativada em pH basicos (8 a 10). A atividade da lacase reduziu de

78,14 U L' em pH 2 a 19,58 U L! em pH 6. Ja é consolidado que as enzimas lacase
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necessitam de um ambiente acido para a sua atividade catalitica ideal, assim como verificado
no presente estudo.

Figura 15 - Efeito do pH na atividade da lacase.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O efeito do pH na atividade da lacase ¢ resultado das alteracdes na reacdo
ocasionadas pelo substrato, oxigénio ou pela propria enzima (EL-BATAL et al., 2015). A
auséncia de atividade da lacase em pH basico pode ser atribuida aos anions hidroéxido (OH)
presentes em maior quantidade, os quais se ligam ao T2/T3 da lacase, interrompendo a
transferéncia interna de elétrons entre os centros T1 e T2/T3 (Figura 3) (ZHUO et al., 2018).

Tanto o excesso de OH como de H" podem causar o rompimento das ligacdes de
hidrogénio e as pontes de dissulfeto nos sitios carregados da lacase, reduzindo a capacidade
funcional da enzima. Esses efeitos opostos induzem a um perfil do pH da lacase em forma
tipica de um sino, com baixa atividade em valores extremos de pH (SAOUDI; GHAOUAR,
2019). No entanto, este estudo mostrou que em pH 2,0 a lacase mantém sua atividade no nivel
mais alto.

O pH ideal da lacase também ¢ altamente depende do substrato e para o ABTS o pH
otimo geralmente estd entre 3 e 5 (HEINZKILL et al., 1998). Entretanto, outras lacases
apresentaram um pH o6timo inferior a 3 com ABTS, corroborando com a lacase proveniente
do SRC. Uma das isoenzimas recombinantes de Pleurotus ostreatus apresentou pH &timo
igual a 2,5 (ZHUO et al., 2018), semelhante a isoenzima produzida por Pleurotus sajor-

caju que teve maior atividade em pH 2,4 (BETTIN et al., 2019). A lacase do fungo de
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podridao branca Cerrena unicolor obteve um pH 6timo de 2,6 e foi totalmente inativa em pH
superior a 6,6.

Embora o pH 2 tenha promovido a mais alta atividade da lacase, o pH extremo pode
reduzir a estabilidade da enzima e ndo ¢ caracteristico de efluentes téxteis (Tabela 4). Assim,
o pH 4 foi escolhido como o valor de pH ideal para experimentos posteriores.

A Figura 16 apresenta o efeito da temperatura de 25°C a 65°C na atividade da lacase.
A maior faixa de atividade da lacase (57,45 U L' a 55,50 U L) foi obtida com temperaturas
de 45°C a 55°C. Esses valores estdo de acordo com as temperaturas 6timas de 40-70°C para
as enzimas ligninoliticas fungicas (ZHUO et al., 2018). A temperatura do efluente téxtil &
muito varidvel, mas a temperatura tipica fica na faixa de 35°C a 45°C, incluindo a

temperatura de maior atividade enzimatica da lacase do SRC (GHALY et al., 2013).

Figura 16 - Efeito da temperatura na atividade da lacase.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A reducdo da atividade da lacase em temperatura superior a 55°C pode estar
associada a interrup¢do da estrutura tercidria e alteragdo conformacional do sitio ativo da
enzima. A atividade de uma lacase de Pleurotus ostreatus MTCC 142 também reduziu em
temperaturas superiores a 55°C, mas apresentou alta atividade na faixa de 35°C a 55°C (DAS
et al., 2016). A temperatura ideal da lacase de Pleurotus ostreatus estava na faixa de 30-50°C

e uma rapida perda da atividade em temperaturas superiores a 60°C foi atribuida a ruptura da
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estrutura da lacase (EL-BATAL et al., 2015). Semelhante a lacase do SRC, a atividade da
lacase de Agaricus bisporus aumentou gradualmente com a elevagdo da temperatura até
atingir a maxima atividade em 55°C. Esse comportamento foi associado ao aumento da
energia cinética das moléculas pela elevacdo da temperatura, o que resultou na maior
intera¢ao do substrato ABTS com os sitios ativos da enzima (OTHMAN et al., 2018).

O modelo de Michaelis-Menten foi avaliado utilizando o substrato ABTS (0,1 a 2
mM) em pH 4 e 45°C na auséncia e presenca de diferentes concentragdes dos inibidores NaCl
e NaxSOs, e os parametros cinéticos estao apresentados na Tabela 12. A lacase proveniente do
SRC apresentou um K de 0,264 mM e Vmax de 117,95 umol L' min!. O baixo valor de K,
infere alta afinidade da lacase com o substrato ABTS ¢ estd na faixa de 0,004 a 0,77 mM para

a oxida¢do de ABTS por lacases fungicas (BALDRIAN, 2006).

Tabela 12 - Parametros cinéticos da lacase usando ABTS como substrato.

- 1 s~
Inibidor Ki(mM)  Km(mM) V“‘*"‘H(l‘i*ﬁ;l L R® I“‘(E/ga"
0 mM : 0,313 119,03 0,99562 :
I mM 4,440 0,384 116,05 0,999 412
NaCl  25mM 6371 0.436 112,33 099976  7.67
5 mM 10,169 0,468 108,04 099813 11,81
75mM 7,960 0,609 106,07 099716 17,02
10 mM 8.959 0,663 101,31 099544  21.61
0 mM i 0,215 116,88 0,99425 i
I mM i 0,199 117.85 0,994 i
NaxSO; 2,5 mM i 0.210 119,12 0,99252 i
5 mM i 0,195 117,07 0,9933 i
7,5 mM i 0,194 117,57 0,99175 i
10 mM i 0,190 117.38 0,99165 i
Média 0 mM i 0,264 117,95 0994935 -

Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo Das et al. (2016) a reagao entre o ABTS e a lacase de Pleurotus ostreatus
resultou em um valor de Ky, superior (0,52 mM). Um valor de Km inferior (0,157 mM) foi
obtido para a lacase de Pleurotus pulmonarius (BEHRENS et al., 2017). Valores préximos ao
Kn de 0,264 mM obtido para lacase do SRC foram verificados para a lacase do fungo
basidiomiceto Steccherinum murashkinskyi (0,275 mM) (GLAZUNOVA et al., 2018) e
Trametes versicolor (0,29 mM) (LI et al., 2014).



78

A alta Vimax (117,95 pmol L min™') da lacase do SRC indica que as enzimas sdo
ativas no processo de conversao do substrato em produto. Menores Vmax foram obtidos pela
lacase de Pleurotus ostreatus (22 pmol min) (DAI et al., 2016) e de Pleurotus florida (0,07
umol min') (KALAIARASAN; ARULKUMAR; PALVANNAN, 2014). Valores elevados de
Vmax foram obtidos para a lacase de Pleurotus ostreatus (303,25 mmol min!) (LIU et al.,
2009) e de Trametes pubescens (9921 pmol min™') (LASSOUANE et al., 2019).

As Figura 17 e Figura 18 apresentam o modelo de Michelis-Menten em
concentragdes de NaCl e de NaxSO4 que variaram de 0 a 10 mM, respectivamente. A
velocidade inicial de reagdo aumentou rapidamente em baixas concentragdes de substrato,
tendendo a saturagdo em altas concentragdes de ABTS.

Em relagdo aos sais avaliados como inibidores, o NaCl promoveu uma inibi¢ao da
atividade da lacase, com maior intensidade a medida que a concentracio de NaCl foi
aumentada (Figura 17). A inibi¢do da lacase pelo NaCl pode estar associada ao fato de que o
cloreto impede a transferéncia de elétrons do substrato para o cobre do Tipo 1 ou deste para o
cobre do Tipo 3 da estrutura da lacase (CHAMPAGNE; NESHEIM; RAMSAY, 2013).
Enquanto a velocidade de reagcdo foi a mesma na auséncia ¢ na presenga de diferentes
concentracdes de NaxSO4, o que infere que este sal ndo se caracteriza como um inibidor da
lacase (Figura 18).

Assim como nesse estudo, Zilly et al. (2011) também verificaram que o NaCl inibiu
a lacase do fungo Ganoderma Ilucidum mesmo em baixas concentragdes € o NaxSO4
promoveu uma estimulacdo leve. Os autores atribuiram esse estimulo ao aumento da afinidade
da enzima pelo substrato devido a uma pequena diminui¢do no valor de Km, mas ndo
interferiu na aceleracdo da reacgdo catalitica, pois 0 Vmax ndo foi afetado. Diferentemente desse
estudo, para a lacase do SRC, Na,SO4 promoveu uma breve diminui¢ao do K, € um aumento
da Vmax (Tabela 12).

Zilly et al. (2011) também afirmaram que a inibi¢cdo causada pelo NaCl foi do tipo
misto, que envolve a inibicdo competitiva € a ndo-competitiva, pois a0 mesmo tempo que
reduziu a afinidade da lacase pelo ABTS (aumento do K,) diminuiu a velocidade da reagao
(decréscimo do Vmax). Conforme apresentado na Tabela 12 verifica-se que esse
comportamento também pode ser observado no presente estudo. Da mesma forma, Yang et al.
(2016) constataram que o NaCl foi um inibidor do tipo misto para lacase livre e imobilizada.

Em contrapartida, na representacdo de Linewaever-Burk as linhas referentes as

concentracoes de NaCl e a auséncia de inibidor se cruzam na mesma area da abscissa, mas



79

interceptam diferentes areas da ordenada, inferindo uma inibi¢ao ndo-competitiva (Figura 19).
Nesse tipo de inibicdo, o inibidor se liga a enzima em um sitio diferente do sitio ativo,
permitindo a ligacdo normal do substrato com a enzima, no entanto ocorre a inativagao
completa da enzima, o que impede a conversdo do substrato em produto. Com a diminuigdo
da quantidade de enzimas ativas no meio a medida que o inibidor se liga a enzima, 0 Vmax €
reduzido, enquanto a Kn ndo ¢ afetado, pois o inibidor ndo bloqueia o sitio ativo da enzima
(PELLEY, 2012). No entanto, verificou-se que o Kmn da lacase aumentou na presenca de
NaCl. Em contraste, Enaud et al. (2011) constataram uma inibi¢do competitiva entre 0 ABTS
e NaCl pela representacdo de Lineweaver-Burk, mas uma inibi¢do mista conforme o modelo
de Cornish Bowden.

A inibicdo da lacase foi de 4,12% em 1 mM a 21,61% em 10 mM de NaCl, com
ABTS na concentracdo de 2 mM. Em comparagdo com esses resultados, maiores percentuais
de inibigdo, aproximadamente 40% e 60%, foram verificados para a lacase comercial de
Trametes versicolor nas concentracdes de 5 e 10 mM de NaCl, respectivamente (CHAIRIN et
al., 2014). Duas isoenzimas de lacase produzidas pelo fungo de podriddo branca Pycnoporus
sp. também foram inibidas em maior extensdao (19,16% e 8,48%) com 1 mM de NaCl.
(WANG et al., 2010).

Os valores de K; variaram de 4,44 a 10,169 mM para concentragdes de 1 mM e 5
mM de NaCl, respectivamente (Tabela 12). Enquanto o percentual de inibi¢do aumentou a
medida que a concentracdo de NaCl foi aumentada, o K;i ndo seguiu uma tendéncia e
apresentou maior valor na concentragdo média de NaCl testada (5 mM). Maiores valores de
Kj indicam uma menor afinidade da lacase com o NaCl.

A concentragdo de cloretos nos efluentes téxteis ¢ varidvel e a maior parte esta
associada ao uso de NaCl no processo produtivo. Conforme relatado por Valh et al. (2011) a
concentragio de cloretos nos efluentes téxteis estd na faixa de 200 a 6000 mg L' (Tabela 4).
O efluente téxtil sintético utilizado nesse estudo apresentava uma concentragio de 250 mg L™,
que corresponde a 4,3 mM de NaCl, portanto presume-se que possa ter ocorrido uma inibi¢ao
entre 7,67 ¢ 11,81%. Considerando a maior concentracao de NaCl estudada para a inibi¢ao da
lacase, 10 mM que equivalem a 584,4 mg L', seria obtida uma inibi¢do de apenas 21,61% da
atividade da lacase, assumindo apenas o efeito do NaCl. Porcentagens mais altas de inibi¢ao
podem ser evitadas dispondo a etapa de degradacdo do corante por enzimas SRC apds a

remocgao dos sais na estagao de tratamento.



Figura 17 - Modelo de Michaelis-Menten com diferentes concentragdes de NaCl.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 18 - Modelo de Michaelis-Menten com diferentes concentragdes de Na>SOs.

120

100
c
£ 804
.
©
= 60
=
3
© 40
©
‘©
o
© 20
S

5mM
ol 7,5mM
........... 10 mM
T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Concentracdo de ABTS (mM)

Fonte: Elaborado pela autora.

80



81

Figura 19 — Diagrama de Lineweaver-Burk.
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4.3 ENSAIOS DE DESCOLORACAO

4.3.1 Planejamento fatorial

Um delineamento fatorial foi realizado para avaliar o efeito dos fatores pH,
temperatura e concentragdo de SRC e suas interagdes na adsorcdo e degradagdo enzimadtica
dos corantes téxteis e na atividade da lacase. A Tabela 13 apresenta as condi¢des de cada
ensaio e os respectivos resultados. Uma comparagao visual entre as diferentes condi¢des
testadas pode ser observada na Figura 20.

Utilizando o SRC como adsorvente e fonte de enzimas foi obtido um percentual
méximo de remogdo de 57,22% em pH 8, 25°C e 100 g L (ensaio 6). Uma remocido
semelhante de 56,41% foi constatada na mesma condi¢do exceto com uma temperatura de
45°C (ensaio 8). No entanto, nessas condi¢des a adsor¢ao foi o inico mecanismo responsavel

pela remogdo dos corantes e nenhum percentual de degradagdo enzimatica foi detectado.
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Tabela 13 - Matriz do delineamento fatorial e os resultados da eficiéncia de remog¢ao de corantes e
atividade da lacase.

Remocao de cor (%)

Ensai H Temperatura SRC (¢ L Adsorcio + ﬁtnlfldade
nsaio p ©C) (gL 3 . Degradacao dalacase
Degradacio Adsorcao e L. (ULY
enzimatica enzimatica
1 4 25 30 23,29 16,50 6,79 23,91
2 8 25 30 30,14 27,05 3,09 23,00
3 4 45 30 14,26 14,18 0,07 9,48
4 8 45 30 25,58 25,58 0 10,83
5 4 25 100 50,94 36,42 14,52 52,15
6 8 25 100 57,22 57,22 0 58,09
7 4 45 100 42,35 37,72 4,64 49,11
8 8 45 100 56,41 56,40 0,01 26,42
9 6 35 65 38,06 37,48 0,57 30,30

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 20 - Comparagao visual da remocao de cor resultante do planejamento fatorial (A: Adsorcao,
A+D: Adsor¢do e Degradacdo Enzimatica, e B: Efluente Bruto).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A maior contribui¢ao da degradacdo enzimatica na remog¢ao dos corantes téxteis foi de
14,18% em pH 4, 25°C e 100 g L! (ensaio 5), seguida de 6,79% nas mesmas condi¢des de pH
e temperatura, mas com 30 g L' de SRC (ensaio 1). A maior atividade da lacase foi de 58,09
U L no ensaio 6, justamente no qual ndo foi identificada a degradagio enzimatica, enquanto
52,15 U L'! correspondeu a maior degradacdo enzimatica (ensaio 5).

Nao ha correlagao direta entre a atividade da lacase e a degradacao do corante devido
as complexas interagdes que as varidveis estudadas tém na reagdo. Assim, altas atividades
enzimaticas podem resultar em baixa degradacdo do corante porque as condigdes
experimentais impediram as enzimas de usar os corantes como substrato em pH 8 mas ndo
afetam a atividade enzimatica em pH 4,5 e com 0 ABTS como substrato, que sao as condi¢des

otimizadas para os ensaios de atividade da lacase. Este aspecto mostra a importancia de
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avaliar a atividade enzimdtica e a catdlise enzimadtica utilizando substratos reais como
corantes industriais.

Uma equagao do modelo foi desenvolvida com base nos coeficientes de regressao
(Apéndices A, C, E e F). A remocdo total (adsor¢ao + degradacdo enzimatica) ¢ representada
pela Equacdo 20, a adsor¢do pela Equagdo 21, degradagdo enzimatica pela Equagdo 22 ¢ a
atividade da lacase pela Equacdo 23. A interacdo T x SRC foi rejeitada para a atividade da
lacase e os mecanismos isolados de adsor¢ao e degradacdao por ser estatisticamente nao
significativa e causar uma diminui¢do do coeficiente de determinacdo (R?) ajustado do
modelo. Pelos mesmos motivos, para a atividade da lacase o efeito do pH e da interagdo pH x
SRC também ndo foram considerados. Outros efeitos mesmo ndo significativos foram
mantidos, pois causavam uma reducao do R? ajustado quando removidos.

Os R? e os R? ajustados foram de 0,996 ¢ 0,986 para remogao total, 0,993 e 0,982
para adsorg¢do, 0,930 e 0,814 para degradagdo enzimatica, 0,921 e 0,873 para a atividade da
lacase. Os valores de R? para ambos os modelos foram maiores que 0,9, o que indica uma alta
correlacdo e um bom ajuste entre as respostas observadas e previstas. Portanto, o modelo ¢
confiavel para a obtencdo dos percentuais de remogdo para ambos 0s mecanismos € a
atividade da lacase. Os altos valores de R? ajustado também confirmam a significancia do
modelo. Os resultados do ANOVA para os modelos experimentais estdo apesentados nos

Apéndices B, D, F e H.

Remogﬁo (WG)Adsm';‘%o+Dsgrnd agac (20)
=3717+435xpH—-334xT+ 1467 x5RC+ 106 xpHxT
+074xpHx5RC+0,99xT x5RC

Remocio (%) agsoreio (2D
=3463+806xpH—-079xT+1344x5SRC—054xpH=xT
+ 2,57 x pH x 5RC

Remocio (%) pagradacio (22)
=330—286xpH—246xT+115x5RC+169xpH=xT
— 192 xpH x SRC
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Atividade da lacase (U L_lj =3148—-766x T+ 1482xSRC+330xpH=xT (23)

A Figura 21 apresenta o grafico de Pareto que permite a identificacdo dos efeitos
significativos a um nivel de significancia de 90% (p = 0,1). Tanto para a remog¢ao total
(adsor¢do + degradagdo enzimatica) como para os mecanismos separados de adsor¢do e
degradacao enzimatica e para a atividade da lacase, as interacdes das varidveis nao foram
significativas, apenas as varidveis isoladas causaram altera¢des significativas nas respostas.
Para a remocgdo total com o SRC, as varidveis que exerceram um efeito significativo e
positivo foram a concentragdo de SRC seguida do pH e a temperatura que causou um efeito
negativo. Da mesma forma para a adsor¢do, porém a temperatura nao foi significativa e a

interacdo do pH com o SRC estava proxima de causar um efeito positivo significativo.

Figura 21 - Diagrama de pareto para os valores absolutos dos efeitos para a remogao dos corantes pela
Adsogao e Degradacdo enzimatica (A), Adsor¢do (B), Degradagdo enzimatica (C) e Atividade da
Lacase (D) com p = 0,1. T: Temperatura, SRC: Substrato Residual da Producéo de Cogumelos.

A B
sRe | ; 20|  SRC| 5 14512
pH | 6528 [ pul ; 8707
! | I |
Tl L s | pHxsre! 781
HxTE 1,508 : T} 861
' L]
TSRO 11,490 [ pHxT} |-583
PHXSRC | 11,109 | Txsref L1682
c =1 D p=1
pH ~ lame|  srel ; 15,393 |
Tl 2701 ! T 2789
pH xSﬂCE‘ 2,411 pH :T -1,200
pHXT |15 | pHxsRe ! 783
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TXSRC | | 100 | Txsre! 369
""""""""""""""""" =1 pi

Fonte: Elaborado pela autora.



85

Para a degradagdo enzimdtica e a atividade da lacase apenas um efeito foi
significativo, o pH e a concentracao de SRC, respectivamente. Apesar dos efeitos ndo serem
significativos, uma correlagdo entre a atividade da lacase e a degradagdo enzimatica pode ser
constatada, pois as variaveis causaram o mesmo efeito tanto na lacase como na degradacao
dos corantes por essas enzimas, com exce¢do do pH x T que na degradagdo causou um efeito
positivo e na atividade da lacase um efeito negativo. As variaveis isoladas pH e T ¢ as
interacdes pH x SRC e SRC x T promoveram um efeito negativo, ja a concentracao de SRC
um efeito positivo.

Em comparagdo, a concentracio do SRC e a temperatura causaram um efeito
positivo tanto para a adsor¢do como para a degradagdo enzimatica. Porém, o pH causou um
efeito positivo para a adsor¢do, enquanto a degrada¢do enzimatica ¢ favorecida em baixos
valores de pH. Como o efluente téxtil pode sofrer oscilagdes de pH devido aos diferentes
processos e corantes envolvidos no processo industrial, o uso de SRC pode proporcionar a
remog¢ao do corante em uma faixa mais ampla de pH, pois o favorecimento da adsor¢ao ou
degradacdo em fun¢do do pH complementam a remocao total.

As superficies de resposta plotadas mostram os efeitos da interagdo de dois fatores
com o terceiro mantido no nivel zero. A Figura 22 apresenta o efeito da interacao dos fatores
pH e temperatura para cada resposta avaliada com 65 g L' de SRC. Uma remogio total de
aproximadamente 45% dos corantes téxteis pode ser obtida em pH alto e baixa temperatura.
Para a adsorcdo, maiores percentuais de remocao sdo observados também em pH elevado,
mas independe da temperatura. Ja a degradacdo enzimdtica ¢ favorecida em baixas
temperaturas com pH acido. A atividade da lacase na presencga do corante ¢ elevada em uma
ampla faixa de pH e temperatura, porém a maxima atividade ¢ alcangada em temperatura e pH
baixos.

A Figura 23 ilustra as superficies de resposta para a interacdo das variaveis
concentracdo de SRC e pH em uma temperatura de 35°C. Tanto a remocao total como a
adsor¢cdo foram maiores com o aumento da concentracdo de SRC e do pH, obtendo um
percentual de remocao dos corantes acima de 60%. O aumento da concentragdo de SRC ¢ a
redugdo do pH favoreceram a degradacdo enzimatica, resultando em uma remocgao
aproximada de 12%. Maiores concentra¢cdes de SRC também contribuiram para uma elevada

atividade da lacase (55 U L!) em baixo pH, apesar da menor influéncia desse fator.
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Figura 22 - Superficies de resposta com a interagdo das variaveis pH e temperatura para as respostas

remocao de cor pela Adsor¢do e Degradagdo enzimatica (A), Adsor¢do (B), Degradagdo Enzimatica
(C) e Atividade da Lacase (D).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 23 - Superficies de resposta com a interacdo das variaveis concentracdo de SRC e pH para as

respostas remocdo de cor pela Adsor¢do e Degradacdo enzimatica (A), Adsor¢do (B), Degradagio
Enzimatica (C) e Atividade da Lacase (D).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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As superficies de respostas apresentadas na Figura 24 ilustram os efeitos da interagao
dos fatores concentragdo de SRC e temperatura em pH 6. A remocao total foi de
aproximadamente 60% em maiores concentragdes de SRC e baixa temperatura. Uma adsor¢ao
proxima de 50% foi obtida em maiores concentragdes de SRC, mas sem efeito da
temperatura. Com o aumento da concentracdo de SRC e diminui¢do da temperatura, a
degradacao enzimatica ¢ favorecida, assim como a atividade da lacase.

Considerando que as interagdes dos fatores avaliados ndo influenciaram
significativamente em ambas as respostas ¢ que ¢ necessario melhor compreender e identificar
a contribuicao precisa da adsor¢do e da degradacdo enzimatica em diferentes condigdes, um

estudo do efeito das variaveis isoladas pH, temperatura e concentracdo de SRC foi realizado

posteriormente.

Figura 24 - Superficie de resposta com a interacdo das variaveis concentragdo de SRC e Temperatura

para as respostas remocdo de cor pela Adsor¢do e Degradacdo enzimatica (A), Adsorcdo (B),
Degradacdo Enzimatica (C) e Atividade da Lacase (D).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.3.2 Efeito das variaveis isoladas

O efeito do pH na adsorcao e degradagdo enzimatica dos corantes téxteis utilizando o
SRC foi avaliado em 65 g L' de SRC, 25°C e os resultados estdo apresentados na Figura 25.
A remogdo total dos corantes variou de 43,79 a 52,24% em pH 4 e 8, respectivamente. O
maior percentual de degradacdo enzimadtica foi 16,36% em pH 4 e diminuiu com o aumento
do pH, mas ndo ocorreu diferenga significativa, enquanto que a atividade da lacase ndo
apresentou grande variagdo apenas um acréscimo no pH 6 (20 U L!). Ao contrario da
degradagdo, a adsorcdo foi favorecida em pH alcalino e atingiu uma remoc¢do maxima de
43,60% em pH 8, sem diferenca significativa entre pH 6 a 10. Uma comparag¢do visual entre a
cor das amostras tratadas por ambos os processos simultaneos de adsorcdo e degradacdo

enzimatica e somente adsor¢ao pode ser observada na Figura 26.

Figura 25 - Efeito do pH na adsor¢do e degradacao enzimatica dos corantes téxteis utilizando o SRC.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 26 - Comparagao visual da remogao dos corantes téxteis em diferentes valores de pH (A:
Adsor¢do, A+D: Adsorcdo e Degradacdo Enzimatica, ¢ B: Efluente Bruto).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Considerando que os azo corantes utilizados neste estudo sdo menos suscetiveis a
degradacao enzimatica devido a estrutura quimica complexa dos corantes, os percentuais de
degradagdo obtidos sdo considerados promissores, uma vez que foram submetidos a uma
mistura de dois corantes azo sem qualquer tipo de purificacdo ou concentragdo enzimatica.

A maior degradagdo enzimatica dos corantes em pH 4 pode ser associada ao fato da
lacase proveniente do SRC apresentar alta atividade nesse pH, como verificado no ensaio de
caracterizacdo da enzima em que o ABTS foi utilizado como substrato (Figura 15), apesar
desse comportamento ndo ser observado na presenga do corante (Figura 25). Esse resultado
pode ser explicado pela medicdo da atividade da lacase ter sido realizada apds duas horas de
contato, portanto nao corresponde necessariamente a atividade da lacase que resultou nos
percentuais de degradagdo detectados. Além disso, outras enzimas presentes no SRC podem
estar envolvidas no processo de degradag¢do dos corantes.

Corroborando com esses resultados, as enzimas extraidas do SRC de Pleurotus
sajor-caju (LiP como enzima principal) apresentaram pH 6timo na faixa de 4 e 4,5 para
degradagdo dos corantes azo vermelho do congo, azul tripano e preto amido (SINGH et al.,
2010) e para a lacase de Trametes trogiies o pH 4 era ideal para a degradag¢do do corante preto
reativo 5 (DAASSI et al., 2012). J& o caldo enzimatico bruto contendo lacase ¢ MnP de
Pleurotus sajor-caju degradou o preto reativo 5 em maior extensdo no pH 5 (FERNANDES et
al., 2020). Para o corante levafix brilliant red EABA, uma preparagdo enzimatica bruta
contendo lacase de Pleurotus sajor-caju (30 U L) nio foi capaz de degrada-lo em nenhum
dos pH avaliados (2,4 a 5,0) (BETTIN et al., 2019).

Como o pHpcz do SRC ¢ 5,5 (Figura 12), a superficie do adsorvente era carregada
positivamente quando o pH do efluente era menor que 5,5, favorecendo a adsor¢dao dos
corantes anidnicos devido a atragdo das cargas, o que explica os altos percentuais de remogao
em pH 4. No entanto, ocorreu maior adsor¢do em valores de pH acima do pHpcz, indicando
que a interagdo eletrostatica ndo ¢ o Unico fator envolvido e outros mecanismos também estao
promovendo a adsor¢do. Outros estudos também constataram que a adsorcao de corantes
téxteis pelo SRC ndo se deve apenas a interacao eletrostatica (ALHUJAILY ET AL., 2018;
YAN e WANG, 2013).

No presente estudo, a adsor¢do de corantes pela SRC aumentou de 27,43% para

43,60% com aumento do pH de 4 a 8 e diminuiu para 41,69% no pH 10. J& a adsorcao de
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corantes anidnicos por SRC modificado por surfactante catidnico aumentou no pH 3 a 5 e
diminuiu ligeiramente no pH 7 a 10 (ALHUJAILY et al., 2018).

Toptas et al. (2014) verificaram que a adsor¢ao do corante reativo anidnico levafix
braun E-RN ¢ favorecida em pH acido, apesar da superficie do SRC estar carregada
negativamente. Os autores atribuiram esse resultado ao aumento nos locais de ligagdo devido
a protonagdo tanto do adsorvente como do corante, resultando na adsor¢ao por interagdo nao
eletrostatica. Uma remocao de 40% desse corante foi obtida em pH 2 apds duas horas de
contanto. Alhujaily et al. (2020) também verificaram que os corantes anidnicos, inclusive o
preto reativo 5, foram adsorvidos em maior extensdo em pH acido, pois o SRC ¢ carregado
positivamente favorecendo a interagdo eletrostatica com o grupo SO3™ dos corantes.

A Figura 27 apresenta o efeito da temperatura na adsorcdo e degradagdo enzimatica
dos corantes presentes no efluente téxtil sintético em pH 8 e 65 g L' de SRC. Tanto para a
adsor¢do como a degradacdo enzimatica, o aumento da temperatura promoveu uma redugao
no percentual de remog¢ao. A adsor¢do aumentou significativamente de 29,90% a 43,60% nas
temperaturas de 55°C a 25°C, respectivamente. A degradagdo enzimatica diminuiu
significativamente de 8,63% em 25°C a zero em 45°C, enquanto a atividade da lacase
apresentou pouca variagio e permaneceu entre 13,32 e 19,25 U L. Uma comparacio visual
da cor das amostras apds tratamento com o SRC em diferentes temperaturas pode ser

observada na Figura 28.

Figura 27 - Efeito da temperatura na adsorc¢ao e degradagdo enzimatica dos corantes utilizando o SRC.
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Figura 28 - Comparagdo visual da remogdo dos corantes téxteis em diferentes temperaturas (A:

Adsor¢do, A+D: Adsorcao e Degradacdo Enzimatica, e B: Efluente Bruto).

25 A+D 25 A

Fonte: Elaborado pela autora.

A temperatura 6tima de 25°C para a remog¢ao dos corantes pode ser vantajosa, pois
estd proxima da temperatura ambiente, principalmente em efluentes téxteis que chegam nas
estagdes de tratamento em temperaturas menores do que as habituais. Ja para os efluentes
mais quentes, sera necessario que a etapa de descoloragdo do efluente com o SRC seja
disposta apods o resfriamento do efluente para a obtencao de melhores resultados.

Singh et al. (2010) verificaram que a temperatura ideal para a degradagdo de
diferentes corantes pelas enzimas extraidas do SRC estava no intervalo de 30°C a 35°C e uma
diminui¢do da taxa de descoloracdo foi constatada em temperaturas acima de 35°C.
Igualmente, um caldo enzimatico de lacase de Pleurotus sajor-caju promoveu maior
degradacao de diferentes classes de corantes nas temperaturas de 30°C e 35°C, resultando em
uma remocao de 53,2% do corante Levafix Brilliant Red E-4BA em pH 3,2 (BETTIN et al.,
2019). Esses autores atribuiram os baixos percentuais de remog¢ao em temperaturas acima de
35°C a desnaturagdo térmica das enzimas, o que foi observado na lacase do SRC desse estudo
Jja& em temperaturas superiores a 25°C no processo de descoloragdo. Esse resultado indica que
na presenca do efluente téxtil sintético a lacase € mais sensivel a altas temperaturas, pois com
o substrato ABTS apenas temperaturas superiores a 55°C levaram a desnatura¢do das enzimas
(Figura 16).

Em contrapartida, maiores percentuais de degradacdo enzimatica de corantes foram
obtidos em altas temperaturas. Fernandes et al. (2020) constataram que o caldo enzimatico
bruto de Pleurotus sajor-caju promoveu altos indices de descoloracdo do corante Preto
Reativo 5 (85 a 90%) em uma temperatura entre 35 e 40°C. Para 0 mesmo corante, maior
percentual de degradacdo enzimatica foi obtido a 60°C pela lacase bruta de Trametes trogii
(DAASSI et al., 2012) e a 40°C pela lacase purificada de Armillaria sp. F022 (0,5 U mL™")
(HADIBARATA et al., 2012).
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Em relagdo a adsorgdo, sabe-se que o aumento da temperatura promove um aumento
da taxa de difusdo das moléculas do corante, que ultrapassam a camada limite externa e
atingem os poros internos do adsorvente, permitindo que uma maior quantidade de moléculas
sejam adsorvidas (AL-QODAH, 2000). Porém, a adsor¢do dos corantes pelo SRC nao foi
favorecida pelo aumento da temperatura, o que pode indicar uma natureza exotérmica do
processo de adsor¢cdo (CHANG et al., 2013). A diminui¢dao do percentual de adsor¢ao com o
aumento da temperatura ¢ atribuida ao enfraquecimento das forcas adsortivas entre as
moléculas do corante e o adsorvente. Além disso, o processo de dessor¢ao pode resultar na
obstru¢do dos poros do SRC pela formagdo de uma camada de corante na superficie do
adsorvente (DALLEL; KESRAOUI; SEFFEN, 2018; KUMAR et al., 2014).

Ao avaliar o potencial dos SRC dos fungos Pleurotus eryngii e de Ganodorma
lucidum como adsorvente dos corantes verde malaquita, safranina T e azul de metileno foi
verificado que o aumento da temperatura ocasionou uma redugdo do percentual de remogao,
obtendo maxima eficiéncia em 15°C (WU et al., 2018, 2019). Diferentemente, um SRC
modificado com surfactante cationico promoveu maior adsorcdo em temperaturas mais
elevadas, no entanto esse aumento foi de apenas 5% de 20°C a 50°C para o corante preto
reativo 5 (ALHUJAILY et al., 2018).

O efeito da concentragdo de SRC de Pleurotus ostreatus na adsor¢ao e degradacgdo
enzimatica dos corantes téxteis estd apresentado na Figura 29 e foi realizado nas condig¢des
Otimas determinadas anteriormente para a remocao total (pH 8 e 25°C). Concentracdes mais
altas de SRC resultaram no aumento significativo da adsor¢io de 43,60% em 65 g L' a
62,86% em 155 g L', porém ndo houve diferenca significativa nas concentragdes de 95 a 155
g L1, Embora a degradagio enzimdtica tenha aumentado de 8,63% em 65 g L' a 12,81% em
155 g L', essa diferenca ndo foi significativa. Corroborando com os resultados de
degradacio, a atividade da lacase variou de 16,20 a 34,29 U L' em 65 a 155 g L"! de SRC,
respectivamente. Uma comparacdo visual da cor do efluente tratado com diferentes
concentragdes de SRC pode ser observada na Figura 30.

Para diferentes corantes diretos e reativos, a adsor¢do aumentou em concentragoes
mais altas do adsorvente SRC. Para o preto reativo 5, a remogao foi de 44% a 100% com o
aumento da dose de 8 para 30 g de SRC seco L, respectivamente (ALHUJAILY et al.,
2020). Uma adsor¢dao maxima de aproximadamente 60% do corante reativo levafix braun E-

RN foi obtida em 2 g de SRC seco L' (TOPTAS et al., 2014). Para compara¢io com o
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presente estudo, as concentragdes de SRC em peso seco sio de 27,3 (65 g L) a 65 g de SRC
L1 (155 gLh.

Esses estudos obtiveram maiores percentuais de remocdo mesmo em menores
concentragdes de SRC, o que pode ser atribuido ao fato de o SRC ter sido lavado e seco, o que
facilita o contato do corante com os sitios ativos do adsorvente. Além disso, o SRC foi
triturado e usado em tamanhos menores, o que resulta em uma maior area superficial,
exigindo uma quantidade menor de adsorvente para altas porcentagens de remog¢ao. Porém, o
objetivo deste estudo ¢ utilizar SRC sem nenhum tipo de tratamento para preservar e
aproveitar a atividade enzimadtica do residuo e facilitar sua aplicacdo em escala real, sendo

possivel obter uma remogao total de 75,67% com 65 g de SRC seco L.

Figura 29 - Efeito da concentragdo de SRC na adsor¢do e degradacdo enzimatica dos corantes téxteis.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 30 - Comparacdo visual da remocdo dos corantes téxteis em diferentes concentragdes de SRC
(A: Adsor¢do, A+D: Adsorcao e Degradacao Enzimatica, e B: Efluente Bruto).
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4.3.3 Ensaios cinéticos

As Figura 31 e Figura 33 apresentam os percentuais de remog¢do obtidos para
diferentes tempos de contanto de 5 a 240 minutos em dois pH, o 6timo para a degradagdo (pH
4) e o para a adsorcdo (pH 8) sob 25°C e 125 g L! de SRC, respectivamente. Nesses ensaios,
além da atividade da lacase foi determinada a atividade das enzimas peroxidases LiP e MnP.
Uma comparagao da cor das amostras apos os ensaios cinéticos pode ser visualizada na Figura
32 em pH 4 e Figura 34 em pH 8.

A remocao total foi 31,81% a 63,92% no pH 8 e de 45,44 a 75,85% no pH 4 apds 5 ¢
240 minutos de contato. A degradacdo enzimatica ocorreu apenas em pH 4 e contribuiu com
10,53% de remocdo em 240 minutos. Maior atividade enzimética da lacase (90,25 U L) e de
MnP (371,04 U L) foram constatadas em pH 4 ao final da rea¢do, enquanto que a atividade

da LiP nao foi detectada em ambos os pH.

Figura 31 - Ensaio cinético de descoloragdao em pH 4.
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Figura 32 - Comparagao visual da remocao dos corantes téxteis em diferentes tempos de contanto em

pH 4 (A: Adsorcdo, A+D: Adsorcédo e Degradagdo Enzimatica, e 0: Efluente Bruto).

e
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 33 - Ensaio cinético de descoloragdo em pH 8.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 34 - Comparagao visual da remocao dos corantes téxteis em diferentes tempos de contato em

pH 8 (A: Adsorcao, A+D: Adsorcdo e Degradacdo Enzimatica, e 0: Efluente Bruto).

1] SA+D 5A 15A+D 15A 30A+D 30A 60A+D 60A 120 A+D 120 A 180 A+D 180 A 240 A+D 240 A

Fonte: Elaborado pela autora.
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De acordo com a cinética a adsor¢do aumentou abruptamente nos primeiros 60
minutos e estabilizou, provavelmente devido a saturagdo dos poros do adsorvente. Por outro
lado, a atividade da lacase e a degradagdo enzimatica aumentaram linearmente até 240
minutos. Esse comportamento sugere que a adsor¢do ¢ um processo rapido e a degradacao
enzimatica ocorre de forma lenta.

Da mesma forma, Alhujaily et al. (2020) também verificaram que a adsorc¢ao pelo
SRC dos corantes diretos preto 22, vermelho 5b e azul 71 e o reativo preto 5 aumentou
rapidamente nos primeiros 60 minutos e aumentou gradualmente at¢ 240 minutos, quando
alcangou a adsor¢do maxima. Para a adsor¢do do corante azul de metileno pelo SRC, Yan e
Wang (2013) também constataram que a maior adsor¢do ocorre nos 60 minutos iniciais da
reacdo. Uma adsorcdo ainda mais rapida ao SRC foi observada para os corantes verde
malaquita, safranina T e azul de metileno, em que 78% dos corantes foram adsorvidos nos
primeiros 5 minutos ¢ aumentou lentamente até 30 minutos (WU et al., 2018). A degradagao
do corante antraquinona remazol azul brilhante R pelo extrato do SRC também apresentou um
comportamento quase linear com o tempo de contanto até alcancar a maxima remogao (LIM;
LEE; KANG, 2013).

Esse comportamento esta associado ao grande niimero de sitios ativos disponiveis
no inicio da reagdo. Posteriormente poucos sitios permanecem acessiveis, o que resulta em
uma lenta adsor¢do, além do efeito das forcas repulsivas entre o corante adsorvido e as

moléculas livres que dificultam o contato com os sitios.

4.3.4 Ensaio comparativo da degradacio enzimatica

Para verificar a hipdtese de que a degradagdao enzimatica dos corantes téxteis foi
potencializada com o uso das enzimas juntamente com o SRC realizou-se uma analise
comparativa com o extrato enzimatico proveniente do SRC em efluente téxtil sintético de pH
4 ¢ 8 nas condi¢des otimizadas (25°C, 125 g L! e duas horas de contanto), e os resultados da
degradacao estdo presentes na Figura 35. Uma comparagdo visual da cor das amostras apos
tratamento com extrato enzimatico (somente degradagdo enzimatica) e com o SRC (adsorg¢ao
+ degradagdo enzimatica) pode ser observada na Figura 36.

Em pH 8, a degradacdo enzimatica e a atividade da lacase foram de 0,44% e 44,58 U
L' com o extrato enzimatico a 3,67% e 48,98 U L' com o SRC. Esses valores sdo inferiores

aos obtidos em pH 4, o que ja era esperado com base nos resultados dos ensaios anteriores.
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Em pH 4, o extrato foi capaz de degradar 2,61%, enquanto que na presenca do SRC o
percentual de remocdo foi de 15,43%, em concordancia com a atividade da lacase que
aumentou de 39,72 a 48,98 U L. Esses resultados indicam que quando as enzimas sdo
aplicadas juntamente com o SRC elas sdo mais eficientes na degradacdo dos corantes téxteis,

principalmente em pH 4.

Figura 35 - Comparagdo da degradagdo enzimdtica com o SRC e o extrato enzimdatico proveniente do
SRC.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 36 - Cor das amostras ap6s tratamento com o SRC e o extrato enzimatico proveniente do SRC.
(A: Adsor¢do, A+D: Adsorcdo e Degradagdo Enzimatica, e B: Efluente Bruto).
'

Fonte: Elaborado pela autora.

Esse aumento na degradacdo dos corantes pelas enzimas com o SRC pode ser
atribuido ao contato direto com os compostos fenolicos que sdo gerados durante a degradagao

da lignina pelos fungos da podriddo branca, como acetosiringona, siringaldeido, acido p-
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cumarico, vanilina, acetovanilona e seringa de metila, que podem atuar como mediadores
naturais da lacase na degradacdo de corantes (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014). Além disso,
as hifas fungicas atuam como uma matriz que mantém as enzimas extracelulares ligadas a
estrutura do material. As moléculas de corante adsorvidas ficam mais proximas das enzimas
imobilizadas na estrutura do SRC, possivelmente aumentando a probabilidade de contato com
os sitios ativos da lacase, em comparagdao com as enzimas € moléculas de corantes diluidas na
fragao liquida.

Durante o crescimento dos micélios fingicos em substrato sélido como o SRC, as
substancias poliméricas extracelulares sdo produzidas naturalmente, com a funcao de evitar a
desidratacao, o armazenamento de nutrientes e a aderéncia das enzimas a matriz externa. A
imobilizacdo de enzimas fungicas ¢ amplamente proposta como técnica eficaz para a
degradagdo de corantes. A presenca de sais, agentes quelantes, subprodutos e surfactantes em
efluentes téxteis reais pode afetar a aplicagdo de enzimas para fins de tratamento desses
efluentes. Porém, enzimas imobilizadas naturais como a encontrada no SRC combinadas com
0 mecanismo fisico-quimico de adsor¢do podem superar essas limitagdes, conforme

apresentado neste trabalho.

4.4 ESTUDO DA ADSORCAO

4.4.1 Modelos cinéticos

A Figura 37 exibe os dados experimentais e os ajustes dos modelos cinéticos, com
exce¢do do modelo de difusdo intraparticula que estd demonstrado na Figura 38. Os
parametros cinéticos obtidos pelos modelos estdo apresentados na Tabela 14. Todos os
coeficientes de determinacdao (R?) dos modelos aplicados foram superiores a 0,90, o que
indica que ambos 0s mecanismos regem a cinética de adsor¢do, o0 mesmo foi observado por
Toptas et al. (2014) na adsor¢do de corantes pelo SRC.

No entanto, o modelo de pseudo-segunda ordem apresentou o maior coeficiente de
determinagao (0,998) e a capacidade de adsor¢do no equilibrio fornecida pelo modelo (qe mod)
¢ igual a obtida experimentalmente (ge exp), sugerindo que este ¢ o mecanismo cinético
predominante no processo de adsorcdo. A adequagdo ao modelo de pseudo-segunda ordem
infere a natureza quimica da adsorcao, que pode ser atribuida a ligagdo covalente entre os

corantes anionicos € o adsorvente por meio do compartilhamento de elétrons. Outros estudos
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verificaram que o principal mecanismo cinético envolvido na adsor¢do de corantes pelo SRC
¢ o de pseudo-segunda ordem (ALHUJAILY et al., 2020; LIU et al., 2017; TIAN et al., 2011,

YAN; WANG, 2013; ZHOU et al., 2011).

Tabela 14 - Parametros obtidos pelos modelos cinéticos.

Modelo Parametros
Pseudo- (e exp (e mod Ki R?
primeira (mg g (mg g™ (min™) 0.974
ordem 0,57 + 0,005 0,536 £ 0,016 0,110+0,017 ’
(e exp (e mod K2 h R?
Pseudo- (mg gh) (mg g™ (g mg-1 min™) (mg g'min™) 0.998
segunda ordem 0,57 + 0,005 0,57 + 0,006 0,302 +£ 0,021 0,098 ’
qe exp Kd C R2
(mgg™) (mg g"'min™?) (mg g
Estagio 1 0,994
Difusiio 0,57+0,005  0242+0006  -0,08+ 0,01
intraparticula Qe exp K C
R2
(mg g™ (mg g"'min™?) (mg g
Estagio 2 0,9003
0,57 + 0,005 0,04 + 0,001 0,4057 £ 0,03
Geow p @ "
Elovich (mg gh) (mg g™ (mg g'min™) 0.983
0,57 £ 0,005 13,85 +1,58 1,09 +£0,72 ’

Fonte: Elaborado pela autora.

A constante da taxa de adsor¢do de pseudo-primeira ordem (Ki) e a constante de

1 1

velocidade de pseudo-segunda ordem (K) foram 0,110 min' e 0,302 g mg! min’,
respectivamente. Em comparacdo com os estudos presentes na Tabela 15, o K; obtido ¢
superior tanto para o SRC como para os outros adsorventes, com excecdo do constatado por
Yan e Wang (2013), mas esta proximo ao K; da adsor¢cdo do azul de metileno pelo SRC
(0,095 min™') (WU et al., 2019) e do preto reativo 5 pelo SRC modificado (0,094 min™)
(ALHUJAILY et al., 2018). Do mesmo modo, o K> também ¢ maior em contraste com os
demais estudos, exceto para a adsorcao do verde malaquita e azul de metileno pelo SRC (WU

et al., 2019). Maiores valores de K; e K> indicam que um menor tempo € necessario para

atingir a condi¢do de equilibrio.
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A adequagdo dos dados experimentais ao modelo de Elovich (R? de 0,983) confirma
que a adsor¢ao se deve as ligacdes quimicas entre os corantes e o adsorvente. A taxa de
adsorg¢do inicial (o) fornecida por esse modelo foi de 1,09 mg g'min, um menor valor
comparado com os obtidos nos estudos presentes na Tabela 15, corroborando com a baixa
velocidade inicial (h) de 0,098 mg g'min™! do modelo de pseudo-segunda ordem. O modelo
de Elovich forneceu um alto valor de constante de dessor¢do (B) (13,85 mg g!) em relagio a

outros estudos (Tabela 15), o que indica uma maior extensao da cobertura da superficie.

Figura 37 - Modelos cinéticos de adsorg¢ao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Conforme o grafico de difusdo intraparticula apresentado na Figura 38 o primeiro
segmente da reta ndo corta a origem e o coeficiente linear (C) ¢ diferente de zero (Tabela 14),
portanto a difusdo intraparticula ndo ¢ a Unica etapa limitante e o processo também ¢
controlado por outros mecanismos (PODDER; MAJUMDER, 2017). A partir dos dados
experimentais foi verificada a presenca de dois estadgios de adsor¢do, sendo o primeiro estagio
correspondente a rapida adsor¢do em que a difusdo intraparticula tem maior efeito, visto que o
valor de Kq (0,242 mg g"'min™°) ¢ maior e o C é menor que zero (-0,08 mg g'). No segundo

estagio, a adsor¢io ocorre gradativamente, o C torna-se positivo (0,406 mg g™!) e o K4 diminui
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(0,04 mg g'min"®®), indicando o maior efeito da camada limite e a menor contribui¢io da
difusdo intraparticula.

O valor de R? mais alto (0,999) para o primeiro estagio em comparagdo com o
segundo estagio (0,9003) revela que a adsor¢do ¢ regulada principalmente pela difusdo
intraparticula. Em comparagdo com os parametros encontrados por outros autores (Tabela 15),
os valores de Kq sao menores, exceto os constatados por Alhujaily et al. (2020). Os valores de
C obtidos nesse estudo também sao inferiores, o que indica um menor efeito da difusao

intrafilme.

Figura 38 - Modelo cinético de difusdo intraparticula.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Aplicando o modelo de difusdo intraparticula para a adsor¢do de corantes téxteis pelo
SRC, Alhujaily et al. (2020) identificaram a presenca de trés estagios: difusdo intrafilme,
difusdo intraparticula e estado de equilibrio, enquanto Yan e Wang (2013) verificaram apenas
dois estagios: difusdo intraparticula e estado de equilibrio. Para a serragem como adsorvente,
produto que compde o SRC, também foi constatado duas etapas, difusdo intrafilme seguida de
difusdo intraparticula (STAVRINOU; AGGELOPOULOS; TSAKIROGLOU, 2018). No
presente estudo foi identificado que inicialmente a adsor¢do ¢ controlada pela difusdo
intraparticula e somente na etapa seguinte pela difusdo intrafilme, diferentemente dos demais

estudos.



Tabela 15 - Parametros cinéticos obtidos em outros estudos.
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Referéncia Adsorvente Corante Ki K> B a Ka C
(min")  (gmg'min") (mgg') (mgg'min') (mgg'min®)  (mgg’)
Zhou et al. (2011) SRC Azul de metileno 0,023 0,013 - - - -
Toptas et al. (2014) SRC Vermelho acido 111 - 0,117 - - - -
Vermelho bésico 18 - 0,003 - - - -
Levafix Braun E-RN 0,002 - - - 0,19 3,13
Alhujaily et al. (2020) SRC Preto reativo 5 0,082 0,055 3,921 27,69 El: 0,107 El: 1,612
E2: 0,021 E2: 2,232
E3: 0,005 E3: 2,408
Yan e Wang (2013) SRC Azul de metileno 3,153 0,007 - - El: 1,472 E1: 23,79
E2: 0,087 E2: 34,19
Tian et al. (2011) SRC Vermelho do congo 0,0156 0,0645 - - El:0,437 El: 16,983
E2: 0,051 E2: 18,643
Wu et al. (2018) SRC Verde malaquita 0,081 0,131 - - - -
Safranina T 0,039 0,149
Azul de metileno 0,066 0,134
Wu et al. (2019) SRC Verde malaquita 0,089 0,595 - - - -
Safranina T 0,085 0,259
Azul de metileno 0,095 0,503
Liu et al. (2017) SRC Rondamina B 0,051 0,070 - - - -
Alhujaily et al. (2018)  SRC modificado Preto reativo 5 0,094 0,006 0,45 696,8 E1:10,83 El: 1,60
E2: 23,30 E2: 0,079
Nirmaladevi e Biochar da serragem Vermelho reativo 2 0,043 0,004 - - 7,02 1,24
Palanisamy (2020)
Pérez-Calderon, Santos  Hidrogéis Vermelho reativo 195 0,4 0,004 0,04 64 El: 17,5 El: 69,1
e Zaritzky (2020) E2: 1,2 E2: 69,1
Stavrinou, Casca de pepino Laranja G 0,009 0,002 3,44 42,33 El: 1,62 El:11,16
Aggelopoulos e E2: 0,54 E2:18,94
Tsakiroglou (2018)
Akhouairi e Ouachtak ~ Serragem Preto de eriocromo T 0,035 0,032 - - - -
(2019)

El: Estagio 1; E2: Estagio 2; E3: Estagio 3.Fonte:

Elaborado pela autora.
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4.4.2 Isotermas de adsorc¢io

Os testes para determinacao das isotermas de adsor¢ao foram realizados com 125 g
L' de SRC, pH 8 e duas horas de contato. Os dados obtidos experimentalmente foram
ajustados pelos modelos e os resultados sdo apresentados na Tabela 16 ¢ na Figura 39.
Valores de R? proximos a 1 foram constatados para ambos os modelos, no entanto maiores R2
foram obtidos para a isoterma de Sips, indicando que esse modelo representa melhor os dados

experimentais.

Tabela 16 - Parametros obtidos pelas isotermas de adsorg¢ao.

Temperatura (°C)

Modelo Parametros
25 35 45
Langmuir Qmax (mg g™h) 2,226 +£0,317 3,303 £ 0,335 2,055+ 0,376
Ki (L mg™) 0,026 + 0,005 0,013 £ 0,002 0,025 £+ 0,006
R? 0,99579 0,99929 0,99269
Freundlich Kg(mg! /™ L0 gh) 0,070 = 0,007 0,051 = 0,003 0,065 £ 0,007
n 1,251 + 0,060 1,144 £ 0,026 1,269 £ 0,067
R? 0,9934 0,9985 0,99219
Sips Ks(L g") 0,053 +0,010 0,042 + 0,004 0,057 £0,012
Bs 1,052 £ 0,141 1,030 £ 0,061 0,917 £0,169
as(L mg™) 0,028 = 0,008 0,015 £ 0,004 0,019 +£0,017
R? 0,99588 0,99932 0,99298
Redlich- Kre (L g7) 0,053 + 0,006 0,043 £+ 0,003 0,060 = 0,09
Peterson agre (L mg™") 0,008 £0,019 0,008 £0,014 0,107 £ 0,321
g 1,327 £ 0,703 1,154 £ 0,520 0,655 £ 0,630
R? 0,99594 0,9993 0,99298
Temkin Kr(L mg™) 0,470 = 0,047 0,355+ 0,049 0,530 £+ 0,099
b (J g mol?) 7783,15 £ 524,05 5924,39+704,31 9702,77 £ 1095,03
R? 0,97805 0,93461 0,94069

Fonte: Elaborado pela autora.

A 1soterma de Sips ¢ uma combinagdao dos modelos de Langmuir e Freundlich, que
define o coeficiente de heterogeneidade adimensional (Bs). Os valores de Bs para a adsor¢ao
dos corantes pelo SRC foram de 1,05, 1,03 e 0,97 para as temperaturas de 25, 35 e 45°C,

respectivamente. Essa tendéncia de reducao do valor de Bs pode inferir que a superficie se
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torna mais heterogénea em altas temperaturas. Quando os valores de Ps s3o iguais a 1, a
isoterma de Sips se reduz ao modelo de Langmuir e revela que a superficie do adsorvente €
homogénea, o que pode ser observado no presente estudo pois os valores de Bs estdo muito
proximos de 1. Corroborando com esse resultado, os R* do modelo de Langmuir sdo maiores

do que os de Freundlich.

Figura 39 - Isotermas de adsor¢ao de corantes téxteis pela SRC em diferentes temperaturas: 25°C (A),

35°C (B) e 45°C (C).
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Fonte: Elaborado pela autora.

O coeficiente de afinidade de Sips (as) foi maior em 25°C (0,028 L mg') em
comparagio com os valores obtidos em 35°C (0,015 L mg™) e 45°C (0,019 L mg™'), o que
indica que a interagdo entre os corantes € o adsorvente ¢ maior em baixas temperaturas. Ao
aumentar a temperatura de 25°C para 35°C, a constante de Sips (Ks) diminuiu de 0,053 para
0,042 L g'!, mas aumentou novamente em 45°C (0,057 L g!). Esse comportamento também

foi observado nas constantes dos outros modelos (Ki, Kr, Krp € Kt), que apds a diminui¢ao
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com o aumento da temperatura de 25°C a 35°C, em 45°C atingem valores superiores ou muito

proximos dos obtidos em 25°C.

Tabela 17 - Valores de qmsx obtidos pela isoterma de Langmuir para diferentes adsorventes na remogao de

corantes téxteis.

Referéncia Adsorvente Corante Qmax (mg g1 T(°C)
Levafix Brilliant Red
Esse estudo SRC E4BA e Remazol Black 3,303 35
B 133%
117,2 20
Zhou et al. (2011) SRC Azul de metileno 117,3 30
121,3 40

Vermelho acido 111

: 140,9
Vermelho basico 18 ’
Toptas et al. (2014) SRC Levafix Braun E-RN 400,0 25

169,5
Alhujaily et al. .

(2020) SRC Preto reativo 5 14,612 25
149,25 30
Yan e Wang (2013) SRC Azul de metileno 19(1‘5’3246 ‘5‘8
96,15 60
Tian et al. (2011) SRC Vermelho do Congo 147,1 25

Verde malaquita 40,65
Wu et al. (2018) SRC Safranina T 33,00 NI

Azul de metileno 22,37

Verde malaquita 19,23
Wu et al. (2019) SRC Safranina T 42,02 30

Azul de metileno 18,45
Liv etal. (2017) SRC Rondamina B 107,527 25

Alhujaily et al. .
(2018) SRC modificado por Preto reativo 5 265,01 30
surfactante catidénico
Sl)aif()zs_gazlgf;(;i’ Hidrogéis reticulados 97,2 25
(2020) Y de quitosana/acido Vermelho reativo 195 108,1 35
oxalico 110,7 45
Stavrinou, Casca de pepino .
Aggelopoulos e Laranja G 37,8 25
Tsakiroglou (2018)
Akhouairi e .

Ouachtak (2019) Serragem Preto de eriocromo T 42,49 NI

NI: Nao informado; T: Temperatura.

Fonte: Elaborado pela autora.

A adequacdo ao modelo de Langmuir indica que hd uma cobertura de monocamada
de corantes sobre a superficie homogénea do SRC. O maior valor de qmax foi de 3,303 mg g'!

a 35°C, enquanto que nessa temperatura foi verificada uma menor afinidade do corante com
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os sitios do adsorvente devido ao menor valor de K (0,013 L mg"'). O valor de qmaix
constatado no presente estudo ¢ inferior aos encontrados pelos autores citados na Tabela 17.
Esse resultado era esperado ja que o SRC ndo foi submetido a nenhum procedimento que
poderia aumentar a capacidade de adsor¢do, como limpeza, secagem, moagem ou
modificacdo. Isso se deve ao foco da pesquisa que ¢ a aplicagdo direta do SRC visando o
aproveitamento das enzimas ¢ a eliminagao de etapas onerosas que encarecem e inviabilizam
a utilizagdo e manipulacao desse residuo pelas proprias estagoes de tratamento.

Geralmente, uma adsor¢do favoravel apresenta um valor de n da isoterma de
Freundlich entre 1 e 10, o que pode ser constatado na adsor¢ao dos corantes pelo SRC, pois os
valores de n foram de 1,144 a 1,269 (FEBRIANTO et al., 2009). Em relagao ao modelo de
Redlich-Peterson, os valores do expoente g estdo proximos de 1, indicando que hd uma
condicdo de baixa concentragdo de adsorvato e a isoterma se reduz a equagdo de Langmuir,
assim como constatado no modelo de Sips (FOO; HAMEED, 2010). A diminui¢do do
parametro b da isoterma de Temkin com aumento da temperatura de 25°C para 35°C indica
que a adsorcdo ¢ exotérmica, € o aumento de b de 35°C para 45°C revela que o processo €
endotérmico (AKTAS et al., 2017).

Os fatores de separacao (Rr) apresentados na Figura 40 sdo resultantes do modelo de
Langmuir e correspondem ao grau de desenvolvimento do processo de adsor¢cdo. Em ambas
as temperaturas os valores de Rr se adequam a relagdo 0< Rr< 1, o que infere que o adsorvato
prefere a fase solida a liquida e, portanto, a adsor¢cdo ¢ favoravel (ANNADURAI; LING;
LEE, 2008). Em comparagdo com outras temperaturas ¢ possivel verificar que em 35°C os
valores de Rr sdo maiores, indicando uma adsor¢ao menos favoravel nessa temperatura.

A Tabela 18 apresenta os parametros termodindmicos referentes a adsor¢do dos
corantes téxteis pelo SRC. Os valores negativos de AG®° indicam que a reagdo ocorre de forma
espontanea, ou seja, ndo necessitam de energia externa para converter reagentes em produtos.
Nas temperaturas de 298,15 K e 308,15 K, a AH® ¢ negativa, indicando que ocorre a liberacao
de calor e a reagdo ¢ exotérmica, enquanto que em 318,15 K acontece a absorc¢ao de calor e o
processo ¢ endotérmico. Esse comportamento corrobora com os resultados constatados pela
variacao do parametro b da isoterma de Temkin. Os valores de AH® para 298,15 K e 308,15 K
estdo entre a faixa de 80 a 200 kJ mol™!, o que indica que a adsorgdo ¢ de natureza quimica, ja
para 318,15 K, AH® esta entre 2,1 e 20,9 kJ mol"! inferindo a ocorréncia de fisissorgdo. Os
valores negativos de AS® em 298,15 K e 308,15 K sugerem uma reducao da aleatoriedade na

interface so6lido-liquido (SAHA; CHOWDHURY, 2011).
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Figura 40 - Valores do coeficiente de separacdo Ry para diferentes temperaturas.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 18 - Parametros termodinamicos.

Temperatura (K) AHP (kJ mol™) AS° (J.K-' mol™) AG® (kJ mol™)
298,15 -189,53 -513,14 -36,54
308,15 -80,93 -145,59 -36,07
318,15 20,84 187,84 -38,92

Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 ANALISES DO EFLUENTE TRATADO

A Figura 41 apresenta o FTIR do efluente sintético bruto e apo6s duas horas de
tratamento com o SRC (adsor¢@o + degradacdo enzimatica) e o SRC sem enzimas (adsor¢ao).
O pico associado ao grupo funcional OH" foi encontrado no efluente bruto (3432,62 cm™) e
deslocado para um niimero de onda maior no efluente apos adsorcdo (3444,20 cm™) e no
tratado pelo SRC com enzimas (3438,56 cm™) (SENTHILKUMAR et al., 2014). O aumento
da intensidade desse pico apos o tratamento do efluente pode ser atribuido a liberagdo de OH"
presente no SRC para o efluente. O pico de 2919,66 cm™! referente a ligacdo C-H presente no
efluente téxtil bruto também foi deslocado para nimeros de onda maiores depois do

tratamento (2935,09 € 2921,59 cm™') (SENTHILKUMAR et al., 2018). Apds o tratamento do
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efluente, um pequeno pico apareceu em 2.337,27 cm’', que corresponde a vibragio de

alongamento de CO» (XU et al., 2018).

Figura 41 - FTIR do efluente bruto e apos tratamento com o SRC.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Um aumento significativo da intensidade do pico em torno de 1627,61 cm™ foi
observado apés o tratamento. Numeros de onda de 1500 a 1700 cm™ estio associados a
proteinas, especificamente ao alongamento da ligacio C=0O do peptideo, portanto esse
aumento de intensidade provavelmente estd associado as proteinas liberadas pela SRC
(SANTOS; CORSO, 2014; WHARFE et al., 2010). Picos de 1421,26 ¢ 1419,33 cm! surgiram
apos o tratamento do efluente téxtil, os quais se referem a secdo C = C-H na curvatura C-H do
plano (PARSHETTI et al., 2010). Os picos em 1141,64 cm™ (grupo sulfonato) e 997,01 cm™!
(alongamento simétrico dos grupos sulfonicos) identificados no efluente téxtil bruto
desapareceram apos o tratamento com SRC (SHEN et al., 2019; TANG et al., 2016). Nos
efluentes tratados, surgiram picos de 1047,14 cm™!, atribuidos a0 modo de alongamento S=O
do grupo SOs3 (IARK et al., 2019). O nimero de onda de 620,79 cm™ presente no efluente
bruto, que corresponde ao C-H, diminuiu a intensidade e foi deslocado para nimeros de onda

menores apos o tratamento (AYED et al., 2010).
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A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos para os parametros de qualidade do
efluente bruto e tratado em pH 4, 125 g L' de SRC, 25°C e tempo de contato de duas horas.
Nesse ensaio a remocao dos corantes téxteis foi de 65,78% ¢ a atividade da lacase de 39,79 U
L!. O tratamento com o SRC promoveu o aumento da DQO, cor aparente, P total, turbidez e
pH do efluente. O aumento da DQO no efluente tratado ¢ atribuido ao alto teor de matéria
organica no SRC.

A maior cor aparente do efluente tratado em relagdo ao bruto corrobora com os
valores de turbidez que também aumentaram apds o tratamento. Entretanto, a cor verdadeira
do efluente tratado reduziu em 28,75%, o que esta associado a adsor¢do ¢ degradacao
enzimadtica dos corantes. As particulas dissolvidas e suspensas liberadas pelo SRC resultaram
em uma cor amarelada e turva do efluente, o que explica a alta turbidez e a verdadeira cor do
efluente tratado. O tratamento com o SRC promoveu um aumento do pH do efluente téxtil
sintético, o que esta relacionado a presenga de carbonato de calcio no SRC.

A concentra¢gdo de amodnia no efluente tratado estava abaixo da gama de medigdo, ou
seja, era inferior a 0,4 mg L' NH3-N, portanto a liberacio de amonia do SRC para o efluente
¢ baixa. J4 em relacdo ao P total, o SRC contribuiu com 82 mg L para o efluente. Esse
resultado pode estar relacionado a presenga desses nutrientes no SRC, conforme encontrado
por outros autores (BECHER; PAKULA, 2014; CORRAL-BOBADILLA et al., 2019; SUN et
al., 2013).

Em relacdo aos padroes de lancamento de efluentes exigidos pela legislagdo, a
CONAMA n° 430 de 2011 estabelece limite maximo para nitrogénio amoniacal total de 20
mg L', e pH entre 5 e 9. No Estado de Santa Catarina, o Cédigo Estadual de Meio Ambiente
instituido pela Lei 14.675 de 2009 exige um limite méaximo de 4 mg L' de fosforo total para o
lancamento em lagoas, lagunas e estuarios e o pH entre 6 a 9.

Diante desses resultados, para viabilizar a remog¢do de corantes pelo SRC as demais
etapas do tratamento de efluentes téxteis devem ser consideradas. A carga organica liberada
por SRC ¢ facilmente removida por processos bioldgicos convencionais € a remog¢do de
corantes antes dessa etapa atenua o impacto na comunidade biologica. A remocao de
nutrientes ¢ um processo consolidado na maioria das estagcdes de tratamento, ndo exigindo
grandes esforcos. Também sdo necessarios o estudo e o desenvolvimento de novas formas de
aplicacdo do SRC que preservem a atividade enzimatica e reduzam a liberagdo de compostos,

como a imobiliza¢ao da SRC em uma coluna.
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Tabela 19 - Analises de qualidade do efluente bruto e tratado com o SRC.

Parametro Bruto Tratado
DQO (mg L) 251+0 4605 = 125
Amdnia (mg L' NH;-N) 0 Ab*
Cor Aparente (mg L PtCo) 1215 +£25 1900 + 30
Cor Verdadeira (mg L! PtCo) 1165+5 830+ 10
P total (mg L' PO.>) 0 82
Turbidez (NTU) 0,56 378 £21
pH 4,04 5,18 + 0,035
Corante (mg L") 50,01 20,66 + 0,94
Atividade da lacase (U L") 0 39,79 + 6,84

* Abaixo da gama de medigao

Fonte: Elaborado pela autora.

A Tabela 20 apresenta os resultados dos ensaios de toxicidade com a Daphnia magna
para o efluente bruto, tratado e agua destilada (controle) apos duas horas de contato com 125
g SRC L. Os ensaios de descoloracdo foram realizados com o pH do efluente bruto ajustado
para 4, a fim de considerar a atuacdo das enzimas na degradag¢do dos corantes. Dessa forma,
as amostras de efluente bruto e tratado apresentaram valores de pH inferiores ao intervalo de
confianca de 5 a 9 estabelecido pela ABNT 12.713/2016 para evitar interferéncias nos ensaios
de toxicidade com Daphnia magna, portanto, o pH das amostras foi ajustado para 7 += 0,2 com
adicdo de NaOH 1 M (ABNT, 2016).

Nos ensaios com correcdo do pH ndo houve a imobilizagdo dos organismos mesmo
na concentragdo equivalente a 100% das amostras, tanto para o efluente bruto e tratado como
para a amostra controle. Porém, sem correcao do pH, uma imobilizagao média de 23+11% dos
organismos foi observada em 100% da amostra apds 48 horas de contato com o efluente bruto
€ 20+07% com o efluente tratado. O calculo do CEso.4sn ndo pdde ser realizado pois ndo houve
imobilizacao superior a 50% dos organismos. Assim como na amostra com pH corrigido para
7,0+0,2, a amostra controle ndo provocou a imobilizacdo do organismo, inferindo que o SRC
ndo libera compostos toxicos para a Daphnia magna.

Considerando que a imobilizacdo dos organismos nos ensaios sem corre¢do do pH
foi detectada apenas nos efluentes téxteis infere-se que nos pH de 4,05 e 4,71 podem ocorrer
alteragdes nas moléculas dos corantes ou nos produtos auxiliares que resultam em efeitos
toxicos para as Daphnia magna. O tratamento com SRC nao aumentou a toxicidade do

efluente téxtil, inclusive apresentou tendéncia de queda. Os resultados estdo de acordo com a
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Portaria FATMA n° 017/02 do Estado de Santa Catarina que estabelece o FD 2 como o limite

maximo de toxicidade aguda a Daphnia magna para o descarte de efluente téxtil.

Tabela 20 — Resultados toxicoldgicos com Daphnia magna.

Amostra pH CEso 481 FD Média de imobiliza¢ido em
(%) 100% da amostra (% = DP)
Efluente bruto 7,0+£0,2 NT 1 0
Efluente tratado 7,0+£0,2 NT 1 0
Agua destilada + SRC 7,0+ 0,2 NT 1 0
(controle)
Efluente bruto 4,05 NT 1 23+11
Efluente tratado 4,71 NT 1 20+ 07
Agua destilada + SRC 4,95 NT 1 0
(controle)

NT: Nao téxico; DF: Fator de diluicao; CE: Concentracdo efetiva; NC: Nao calculavel; DP: Desvio
padréo.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, o SRC pode ser utilizado no
tratamento de efluentes téxteis visando a remog¢do de corantes através dos mecanismos
simultaneos de adsor¢do e degradacdo enzimatica. Apesar da necessidade de novas pesquisas
considerando diversos aspectos, a utilizagdo do SRC proposto neste estudo promove a
recuperacdo e valorizagdo do residuo e evita impactos ambientais, além de reduzir custos com

a producdo de enzimas e adsorventes.



112



113

5 CONCLUSOES

A aplicagdo de SRC sem qualquer tipo de tratamento promoveu a adsor¢do e
degradagdo enzimatica dos corantes presentes nos efluentes téxteis, com maior contribui¢ao
do processo de adsor¢do do que da degradacdo enzimatica. Adsor¢do e degradagao enzimatica
foram favorecidas em maiores concentragdes de SRC e baixa temperatura. Enquanto uma
maior adsor¢ao ocorre em pH bésico, a degradacao enzimatica ¢ beneficiada em pH acido.

O SRC apresentou alta atividade das enzimas lacase ¢ MnP e estas promovem a
degradagdo de corantes té€xteis. A lacase apresentou alta atividade em pH acido e foi inativada
em pH basico. O sal Na;SO4 usado na industria téxtil ndo promoveu a inibi¢do da lacase,
enquanto que a inibi¢do causada pelo NaCl ¢ considerada baixa.

A degradagdo enzimatica foi aumentada com o uso de SRC em comparagdo com 0
extrato enzimatico devido a presenga de compostos mediadores da lacase e a atuagdo do SRC
como uma matriz de imobilizagao.

O modelo de Pseudo-segunda ordem representou melhor a cinética de adsorcdo e a
isoterma de Sips promoveu o melhor ajuste dos dados experimentais. A adsor¢ao de corantes
téxteis pelo SRC € um processo exotérmico € quimico nas menores temperaturas (25 e 35°C)
e endotérmico e fisico na temperatura mais alta (45°C).

O tratamento com SRC promoveu a remog¢do da cor verdadeira, mas aumentou a
DQO, cor aparente, P total, turbidez e pH do efluente tratado, indicando a necessidade de um
pos-tratamento. O tratamento do efluente téxtil com SRC ndo aumentou a toxicidade para o

organismo Daphnia magna, inclusive apresentou uma tendéncia de redugao.

5.1 SUGESTOES E RECOMENDACOES

Durante a realizagdo desse trabalho ¢ com base nos resultados obtidos foram
verificados alguns aspectos que devem ser avaliados em trabalhos futuros. Considerando que
o SRC ficara armazenado até a aplicacdo efetiva na estagdo de tratamento, a atividade
enzimatica no SRC deve ser analisada durante esse periodo, visando as melhores formas de
armazenamento para manuten¢do das enzimas por um maior tempo. A caracterizagdo da
enzima MnP ¢ essencial para obter as melhores condigdes para sua atividade e verificar o

efeito dos inibidores, uma vez que a MnP esteve presente no SRC em elevada quantidade.
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Os percentuais de degradagdo enzimadtica dos corantes apesar de promissores podem
ser intensificados e, para isso, novos estudos devem explorar alternativas viaveis para o
aumento da eficiéncia, como a utilizagdo de mediadores naturais. Da mesma forma, diferentes
maneiras de aplicacdo do SRC devem ser avaliadas objetivando a menor liberacdo de
compostos que influenciam negativamente nos demais parametros de qualidade do efluente,
como a imobiliza¢ao em colunas.

As vias de degradagdo enzimatica dos corantes ¢ uma avaliagdo importante para o
melhor entendimento de como a reagdo acontece e como ela pode ser potencializada, assim
como para a determinagdo dos produtos formados e sua toxicidade. Para o aproveitamento
maximo do SRC na remog¢ao dos corantes e economia de recursos, a reutilizagdo do SRC em
ciclos sucessivos também deve ser avaliada e considerada. E primordial para a
sustentabilidade processo que uma destinagdo ambientalmente adequada para o SRC
resultante do tratamento seja definida. Por fim, a avaliagdo da eficiéncia do SRC na adsor¢ao
e degradacdo enzimatica de corantes em efluentes téxteis reais em laboratdrio e nas estagdes

de tratamento de efluente das industrias.
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APENDICE A - Estimativas de efeitos do modelo experimental para a remocio total

(Adsorc¢ao + Degradac¢ao enzimatica).

Erro
Erro 90% +90% P 90% +90%

Ef —7p  tQ) P Lc Lc Coef LC LC

Coef
Mean 3717 063 5921 00003 3534 3900 Pl 063 3534 390

/Interc 7
pH 869 133 653 00227 480 1258 435 067 240 63
T 668 133  -502 00375 -1057 280 334 067 -529 -1.4
14.6

SRC 2035 133 2204 00021 2546 3324 0 067 1273 166
pHxT 2,13 133 1,60 02511 -1,76 6,02 1,06 067 -08 3.0
pHxSRC 148 133 1,11 03828 241 537 074 067 -121 27
TxSRC 198 133 149 02746 -190 587 099 067 -095 29

Ef — Efeito; Erro P — Erro padrao; p — Probabilidade; LC — Limite de confianga; Coef — coeficiente de regressao;

Erro P Coef — Erro padao do coeficiente; t - t de Student.

APENDICE B - Resultados da analise ANOVA do modelo experimental para a remocio

total (Adsorc¢ao + Degradacao enzimatica).

SS df MS F p

pH 151,149 1 151,149 42,613 0,02267

T 89,347 1 89,347 25,189 0,03748

SRC 1723,010 1 1723,010 485,762 0,00205

pHXxT 9,057 1 9,057 2,554 0,25115

pH x SRC 4,364 1 4,364 1,230 0,38284

T x SRC 7,878 1 7,878 2,221 0,27461
Erro 7,094 2 3,547

Total SS 1991,900 8

SS — Soma dos quadrados; df — Graus de liberdade; MS — Quadrados médios; F — teste de Fisher.
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APENDICE C - Estimativas de efeitos do modelo experimental para a adsorcio.

Erro P
-90% +90% 90% +90%
Ef ErroP t(2) p LC LC Coef c LC LC
oef
Mean
3463 0,72 48,26 0,00002 32,94 36,31 34,63 0,72 32,94 36,31
/Interc
pH 16,12 1,52 10,59 0,00180 12,54 19,71 8,06 0,76 6,27 9,85
T -1,59 1,52 -1,05 0,37186 -5,18 1,99 -0,80 0,76 -2,59 0,99
SRC 26,87 1,52 17,66 0,00040 23,29 30,46 13,44 0,76 11,65 15,23
pHxT -1,08 1,52 -0,71 0,52921 -4,66 2,50 -0,54 0,76 -2,33 1,25
pHxSRC 5,15 1,52 3,38 0,04297 1,57 8,73 2,57 0,76 0,78 4,37

Ef — Efeito; Erro P — Erro padrio; p — Probabilidade; LC — Limite de confianga; Coef — coeficiente de regressao;
Erro P Coef — Erro padao do coeficiente; t - t de Student.

APENDICE D - Resultados da analise ANOVA do modelo experimental para a

adsorcao.
df MS F P
pH 519,978 1 519,978 112,228 0,001797
T 5,083 1 5,083 1,097 0,371861
SRC 1444,516 1 1444,516 311,772 0,000396
pHxT 2,332 1 2,332 0,503 0,529214
pH x SRC 53,048 1 53,048 11,449 0,042974
Erro 13,900 3 4,633
Total SS 2038,856 8

SS — Soma dos quadrados; df — Graus de liberdade; MS — Quadrados médios; F — teste de Fisher.
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APENDICE E — Estimativas de efeitos do modelo experimental para a degradacio

enzimatica.
Erro P
90%  +90% 90%  +90%
Ef ErroP t(2) p Lc pLc Coef c LC LC
oef
/11‘463“ 330 0,70 471 0,018157 1,65 495 330 070 1,65 495
nterc

pH -5,73 1,49  -3,85 0,030871 -9,23 -223 -286 0,74 -4,61 -1,12
T -492 1,49 -3,31 0,045467 -842 -142 -246 0,74 -421 -0,71
SRC 231 149 1,55 0,218836 -1,19 5,80 ,L15 0,74 -0,60 2,90
pHxT 3,38 1,49 227 0,107655 -0,12 6,88 1,60 0,74 -0,06 3,44

pHxSRC -3,84 1,49 -2,59 0,081394 -7,34 -0,35 -1,92 0,74 -3,67 -0,17

Ef — Efeito; Erro P — Erro padrio; p — Probabilidade; LC — Limite de confianga; Coef — coeficiente de regressdo;
Erro P Coef — Erro paddo do coeficiente; t - t de Student.

APENDICE F — Resultados da analise ANOVA do modelo experimental para a
degradacio enzimatica.

SS df MS F p
pH 65,6529 1 65,65288 14,84831 0,030871
T 48,3791 1 48,37907 10,94160 0,045467
SRC 10,6279 1 10,62785 2,40364 0,218836
pHxT 22,8386 1 22,83858 5,16526 0,107655
pH x SRC 29,5563 1 29,55633 6,68457 0,081394
Erro 13,2647 3 4,42157
Total SS 190,3194 8

SS — Soma dos quadrados; df — Graus de liberdade; MS — Quadrados médios; F — teste de Fisher.
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APENDICE G - Estimativas de efeitos do modelo experimental para a atividade da

lacase.
Erro P
Erro 90% +90% 90% +90%
Ef P t(2) P LC LC Coef. Coe LC LC

/1;;[1:::0 31,48 2,10 14,96 0,000024 27,24 35,718 31,478 2,10 27,24 35,72

T -15,33 4,46 -3,43 0,018568 -24,32 -6,331 -7,663 2,23 -12,16 -3,17
SRC 29,64 4,46 6,64 0,001168 20,65 38,634 14,820 2,23 10,32 19,32

pH x SRC -6,59 4,46 -1,48 0,199717 -15,59 2,402 -3,296 2,23 -7,79 1,20

Ef — Efeito; Erro P — Erro padrio; p — Probabilidade; LC — Limite de confianga; Coef — coeficiente de regressao;
Erro P Coef — Erro padao do coeficiente; t - t de Student.

APENDICE H — Resultados da analise ANOVA do modelo experimental para a

atividade da lacase.

SS df MS F p
T 469,743 1 469,743 11,78784 0,018568
SRC 1757,030 1 1757,030 44,09131 0,001168
pH x SRC 86,932 1 86,932 2,18150 0,199717
Erro 199,249 5 39,850
Total SS 2512,955 8

SS — Soma dos quadrados; df — Graus de liberdade; MS — Quadrados médios; F — teste de Fisher.
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