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RESUMO

Os efluentes hidricos possuem um grande impacto ambiental devido a ineficacia no
tratamento de contaminantes emergentes, uma vez que altas concentragdes de
micropoluentes e produtos quimicos recalcitrantes ndo sdo completamente eliminados
nas estagdes de tratamento convencionais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
tratamento de efluentes hospitalares e téxteis através da aplicacdo de extrato bruto
contendo lacase. O extrato bruto foi produzido pelo fungo Trametes villosa e
apresentou uma atividade enzimatica de lacase de 11754 U/L. Os resultados das
amostras de efluente hospitalar demonstraram uma redugédo consideravel de 70%
para cafeina, 97% para pirazinamida, 74% para rifampicina, 66% para sulfametoxazol
e 64% para trimetoprima. Os compostos fendélicos apresentaram uma remogao meédia
de 64% nos efluentes hospitalares e 98% nos efluentes téxteis. A demanda quimica
de oxigénio apresentou um aumento inesperado nas amostras hospitalares e uma
reducao minima nas amostras de efluentes téxteis. A analise de remocéao de cor do
efluente téxtil demonstrou uma redugao de area espectral de 3,79% para a amostra
tratada com 500 U/L de lacase e uma reducdo de area espectral de 18,03% para
amostras tratadas com 1000 U/L de lacase. Os metais analisados nao apresentaram
reducao significativa com o tratamento enzimatico. No ensaio de fitotoxicidade com
Lactuca sativa, houve reducao de toxicidade em algumas amostras apds o tratamento
enzimatico. Os resultados concluem que a lacase manteve sua atividade enzimatica
apods o tratamento das amostras, demonstrando assim sua resisténcia em meio a

misturas complexas de poluentes.

Palavras-chave: farmacos; contaminantes emergentes; corantes téxteis;

oxidorredutases.



ABSTRACT

Water effluents have a significant environmental impact due to their ineffectiveness in
treating emerging contaminants since most micropollutants and recalcitrant chemicals
are not eliminated in conventional treatment plants. This work aimed to evaluate the
treatment of hospital and textile effluents by applying a crude enzymatic extract
containing laccase. The crude extract was produced by Trametes villosa, which
showed a laccase activity of 11754 U/L. The hospital effluent samples showed a
considerable reduction of 70% for caffeine, 97% for pyrazinamide, 74% for rifampicin,
66% for sulfamethoxazole, and 64 % for trimethoprim. Phenolic compounds showed an
average removal of 64% in hospital effluents and 98% in textile effluents. The chemical
oxygen demand showed an unexpected increase in the hospital samples and a
minimal reduction in the textile effluent samples. The analysis of color removal from
the textile effluent showed a spectral area reduction of 3.79% for the sample treated
with 500 U/L laccase and a spectral area reduction of 18.03% for samples treated with
1000 U/L laccase. The metals analyzed showed no significant reduction with
enzymatic treatment. In the phytotoxicity test with Lactuca sativa, a reduction in the
toxicity of some samples was observed after enzymatic treatment. The results
conclude that laccase maintained its enzymatic activity after treating the samples, thus

demonstrating its resistance to complex mixtures of pollutants.

Keywords: pharmaceuticals; emerging contaminants; textile dyes; oxidoreductases.
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1. INTRODUGCAO

Os contaminantes emergentes nas aguas residuais foram identificados como
um problema ambiental e de saude critico. Os varios compostos quimicos presentes
nos efluentes podem ser encontrados em concentragdes que variam de alguns
nanogramas a varios microgramas por litro, sendo alguns biologicamente ativos e com
potencial para causar danos aos ecossistemas (NGUYEN et al., 2020).

Todos os dias, milhares de litros de efluentes contendo poluentes como
medicamentos, corantes, naftol, nitratos, acido acético, sabdes e metais passam pelas
estacbes de tratamento de esgoto. Quando n&o sdo devidamente tratados, sdo
liberados no meio aquatico, causando a contaminagdo das aguas superficiais e
subterraneas (NETO et al., 2023).

As tecnologias convencionais de tratamento de aguas residuais foram
concebidas para remover a maior parte dos solidos em suspensao, dos elementos
organicos dissolvidos e dos nutrientes das aguas residuais; no entanto, nem todos os
produtos quimicos podem ser removidos através destes métodos (KOSMA et al.,
2020).

Uma alternativa ecolégica e promissora aos tratamentos quimicos
convencionais é a biorremediacdo, que envolve a utilizagdo de varios organismos,
como plantas, algas, fungos e bactérias, para converter contaminantes téxicos em
derivados quimicos menos toxicos do que o seu estado inicial, utilizando a
transformacgao dos compostos mediada por enzimas (ARAUJO; WOLFF; CARISSIMI,
2019; SUTAONEY et al., 2022).

Neste contexto, as lacases (EC 1.10.3.2), também conhecidas como enzimas
ligninoliticas, sao excelentes escolhas, tendo em conta a sua versatilidade de
substrato, baixa exigéncia catalitica e capacidade de oxidar varios compostos
aromaticos e metais (CUADRA; DE, 2021; DEBNATH; SAHA, 2020). As lacases séo
enzimas multicobre oxidase produzidas por diferentes organismos, principalmente
basidiomicetos de podriddo branca, que possuem lacases com elevado potencial
redox, facilitando a abstragdo de elétrons dos substratos. Atuam também como
mediadores redox durante o ataque das lacases a lignina, com a concomitante
reducao do oxigénio a agua (RIEDI et al., 2022; TRAN; URASE; KUSAKABE, 2010).
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1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo geral

Verificar a eficiéncia da lacase fungica livre produzida a partir do cultivo de
Trametes villosa como biocatalisador para o tratamento de poluentes emergentes

provenientes de efluentes reais da industria téxtil e hospitalar.

1.1.2 Objetivos especificos

e Produzir lacases a partir do cultivo de Trametes villosa em meio semissolido;

e Testar a eficacia da lacase no tratamento de efluente hospitalar, avaliando os
parametros de concentragdo de farmacos por cromatografia liquida, demanda
quimica de oxigénio, compostos fendlicos, remog¢do de metais pesados e
ensaio de ecotoxicidade utilizando sementes de L. sativa.

e Aplicar lacases do extrato bruto enzimatico no tratamento de efluente real da
industria téxtil, monitorando os parametros de cor, fendlicos, remocao de

metais pesados e ensaio de ecotoxicidade utilizando sementes de L. sativa.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fungos da podridao branca

Os fungos da podriddao branca sédo pertencentes a um grupo diversificado e
abundante classificado no filo Basidiomycota. Podem ser encontrados com maior
frequéncia em regides de climas temperados a tropicais, apresentando uma variedade
de morfologias (FERREIRA-SILVA et al., 2022). Estes organismos sao conhecidos por
sua capacidade em degradarem a maioria das substancias poliméricas encontradas
na madeira, como, por exemplo: a lignina, a celulose e a hemicelulose (MARIANO et
al., 2020; UBER, 2021).

Os fungos da podriddo branca desempenham um papel primordial no ciclo do
carbono, com suas habilidades adaptativas que permitem que cresgam e tolerem
condigdes ambientais desfavoraveis, agindo como degradadores naturais do material
lignoceluldsico (BILAL et al., 2019). Além disso, demonstram capacidade de degradar
uma ampla gama de compostos farmaceuticamente ativos, como antibidticos,
analgésicos, reguladores lipidicos, medicamentos antivirais e desreguladores
endocrinos. Isso se deve ao seu poderoso sistema enzimatico ligninolitico
extracelular, que inclui peroxidases extracelulares, lacase extracelular, e ao sistema
intracelular do citocromo P450 (CYP450), entre outros (LIN et al., 2023).

O sistema enzimatico exclusivo destes microrganismos possui grande
capacidade de converter os poluentes industriais complexos e recalcitrantes em
produtos e subprodutos menos prejudiciais, minimizando assim o impacto no meio
ambiente e no ecossistema. Entre as espécies mais comumente estudadas de fungos
da podridao branca estdo: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Pleurotus
pulmonarius (FLAKSBERG, 2021).

Os fungos do género Trametes (Polyporales, Basidiomycota) possuem a
capacidade de degradar simultaneamente todos os polimeros da lignocelulose e
atuam como um dos principais decompositores da madeira e da serrapilheira das
plantas, desempenhando um papel central no ciclo do carbono, na formacao do solo
e, consequentemente, na manutencdo dos ecossistemas florestais (TOME et al.,
2022).

Diversos estudos demonstram a ampla aplicagdo deste género para a remogao

de potenciais contaminantes em varias aguas residuais, como fabricas de celulose e
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plantas de branqueamento, aguas residuais municipais, farmacéutica, téxtil, fabrica
de azeite e aguas residuais de biorrefinaria (DASGUPTA et al., 2024).

Uma espécie importante deste género € o fungo Trametes villosa, pois possui
grande potencial para produzir lacases, peroxidases e celulases em diferentes
substratos lignoceluldsicos. Ensaios bioquimicos demonstraram seu potencial para
produzir enzimas ligninoliticas utilizando bagag¢o de cana como substrato em
diferentes temperaturas de 20 °C a 33 °C e pH de 4,60 a 9,38 (CONIGLIO et al., 2020;
TOME et al., 2022).

Lacases provenientes do fungo Trametes villosa ja foram descritas em
diferentes estudos em aplicagdes diversas (BRAGA et al., 2024; FERREIRA-SILVA et
al., 2022; RIEDI et al., 2022).

2.2. Lacase

Lacases (EC 1.10.3.2) sdo glicoproteinas diméricas ou tetraméricas, e sua
arquitetura molecular € comum a familia de enzimas multicobre oxidases, pois
normalmente possuem um sitio catalitico contendo quatro atomos de cobre. Essa
enzimas sao oxidorredutases capazes de catalisar varios substratos, utilizando o
oxigénio molecular como aceptor final de elétrons (BRUGNARI et al., 2021).

Geralmente ocorrem em bactérias, plantas, insetos e sdo amplamente
distribuidas em fungos, pois possuem papel vital em seu ciclo de vida, estando
envolvidas na formacdo de basidiomas, formacdo de conidios, esporulacéo,
patogénese em plantas, na sintese de melanina e outros pigmentos (JANUSZ et al.,
2020).

As lacases apresentam a habilidade de catalisar, por abstragcao de um elétron,
uma grande variedade de substratos organicos e inorganicos, incluindo mono-, di- e
polifendis, aminofendis, metoxifendis e aminas aromaticas, com concomitante
reducao de oxigénio para agua (KATO; BACKES; PERALTA, 2020).

Fungos da podriddao branca apresentam lacases com alto potencial redox,
facilitando a abstracdo de elétrons dos substratos, que também atuam como
mediadores redox durante o ataque da lacase a lignina. Para que a atividade catalitica
da enzima ocorra de forma eficiente, € necessario que haja quatro atomos de cobre
em seu sitio ativo, sendo estes caracterizados pela presenca de um ion de cobre tipo
1, um ion de cobre tipo 2 e dois ions de cobre tipo 3 (RIEDI et al., 2022; SANTOS,
2020).
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O cobre tipo 1 é o aceptor primario dos elétrons durante a catalise, onde os
substratos sao oxidados, juntamente com a redug&o de um oxigénio molecular para a
agua pela transferéncia de quatro elétrons. Este atomo possui uma coordenagéo
trigonal com duas histidinas e uma cisteina, enquanto oito residuos de histidina
servem como ligantes para os atomos de cobre tipo 2 e tipo 3 (JANUSZ et al., 2020).

Desta forma, a degradacéao catalisada por lacase ocorre quando um elétron é
transferido para a lacase e estabilizado no centro ativo do atomo de cobre. Em
seguida, o atomo de cobre é regenerado por meio de uma reagao acoplada ao
oxigénio molecular, produzindo agua como subproduto. O grau de degradacéao
depende significativamente das propriedades estruturais do composto oxidado.
Fatores como a presenca de anéis aromaticos ou heterociclicos, a presenga de grupos
doadores de elétrons, ligagdes conjugadas e substituintes facilmente oxidaveis
desempenham papéis essenciais na determinacao da eficiéncia da degradacéao
(TRAN; URASE; KUSAKABE, 2010).

Estas enzimas possuem uma grande relevancia para estudos, devido ao seu
alto nivel de eficiéncia catalitica, o que permite sua aplicagdo nas mais variadas areas
de estudos, como por exemplo: quebra de biomassa vegetal, branqueamento de
corantes téxteis, biorremediagdo da agua e do solo, formagdao de pigmentos,
desenvolvimento de testes clinicos e aplicagbes nos campos dos biossensores,
biorreatores e células de biocombustiveis (CONTATO et al., 2021).

Semido et al. (2023) demonstrou a eficacia da terra diatomacea na
imobilizacdo da enzima lacase, provando ser um suporte barato, viavel e reutilizavel.
Além disso, estas enzimas podem sintetizar varios produtos terapéuticos, como
farmacos, trazendo menores danos ao meio ambiente, quando comparados com
outras solugdes, por sua habilidade de catalisar reacdes, produzindo apenas agua
como unico subproduto (SYBUIA et al., 2024).

E importante mencionar que a lacase ainda ndo é amplamente utilizada, devido
a alguns obstaculos, principalmente problemas relacionados com a sua instabilidade
sob condigbes operacionais, como a rapida perda de atividade e dificuldades na
recuperagao de enzimas que limitam as suas aplicagdes industriais (ZDARTA et al.,
2019). Além disso, existem limitagdes relacionadas a durabilidade, pregos elevados e
condigdes operacionais rigorosas, bem como, as lacases livres que sao irrecuperaveis
e se perdem no meio (DESKA; KONCZAK, 2019).
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2.3. Efluentes hospitalares

Os hospitais s&o conhecidos por serem grandes consumidores de agua,
gerando diariamente um fluxo residual significativo de esgoto. Estes compostos
possuem diversas substancias organicas toxicas, em diferentes concentragdes.
Resultado das atividades de diagndstico, laboratério, ambulatério, enfermaria,
lavanderia, pesquisa e principalmente as excretas de pacientes contendo residuos
dos medicamentos (GOMES et al., 2019).

Os produtos quimicos farmacéuticos possuem um mecanismo proprio de agao
e um tempo de vida no organismo, seu papel é fundamental tanto na cura de doengas
quanto na contribuigdo decisiva para o aumento da longevidade e da qualidade de
vida (RODRIGUES et al., 2020).

Muitas dessas substancias farmacolégicas sdo eliminadas sem a completa
absorgao pelos pacientes. Sabe-se que, apds a utilizagcao profilatica e/ou terapéutica,
os produtos farmacéuticos sao excretados, principalmente através da urina e das
fezes, sob a forma do composto original ou de produtos farmacéuticos parcialmente
metabolizados, que podem perturbar o equilibrio ambiental se nao forem corretamente
tratados (GHESTI PIVETTA; DO CARMO CAUDURO GASTALDINI, 2019).

Esse grupo de compostos farmacéuticos representa grande risco, pois pode
gerar bioacumulagao, persisténcia no ambiente e alta toxicidade, visto que, mesmo
em baixas concentragdes, sdo capazes de causar efeitos negativos, devido a
introducao continua em ambientes aquaticos, como rios, oceanos e lagoas, podendo
atingir o lencol freatico (LU et al., 2023).

No estudo de Caminada et al. (2023), foi identificado o surgimento de
organismos resistentes a antibidticos no lodo de estagcbes de tratamento,
comprovando a ineficacia no método de tratamento utilizado para a eliminacao de
bactérias que estao se tornando multirresistentes a diferentes tipos de antibidticos.

A exposicdo a estes contaminantes & provavelmente a dificuldade mais
ameacadora atualmente para o tratamento de efluentes hospitalares, podendo ter um
efeito prejudicial a saude humana, como o aumento da resisténcia microbiana aos
antibidticos, perturbagcdes endoécrinas e cancer (CHOWDHURY, 2022; SILVA;
ABRANTES; NOGUEIRA, 2024).

E notavel que os avancos cientificos na saide melhoram a cada dia @ medida

que novos medicamentos sao introduzidos. Por outro lado, tornou-se bastante visivel
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que novas doengas e bactérias resistentes aos antibidticos persistem no ambiente
(KHAN et al., 2021).

As estagdes de tratamento de esgoto (ETEs) convencionais s&o uma das
principais fontes de langamento de farmacos, metabdlitos e produtos de
transformacado no meio aquatico, uma vez que muitos desses compostos nao sao
totalmente eliminados pelos processos convencionais de tratamentos utilizados, pois
geralmente essas estagdes ndo sdo equipadas para o tratamento de compostos como
os farmacos (ARAUJO; WOLFF; CARISSIMI, 2019; GHESTI PIVETTA; DO CARMO
CAUDURO GASTALDINI, 2019).

Por conta dessa alta demanda por métodos eficazes, o tratamento de esgoto
tem sido amplamente estudado, como, por exemplo, tratamentos biolégicos (lodo
ativado, biorreator de membranas, reatores anaerdbicos de fluxo ascendente, filtros
de gotejamento) em associacdo com tratamento ternario envolvendo oxidagao
(ozonizacao ou processo de oxidacao avangada - POA) e adsorgao (carvao ativado
fluidizado em p6é ou micro graos) para remogdo de produtos farmacéuticos
(MANSOURI et al., 2021). O efluente tratado de forma ineficiente representa uma
ameaca a macro e microflora e a fauna dos corpos hidricos superficiais e ao
fornecimento de agua de boa qualidade a populagcdo, causando doengas de
veiculagao hidrica.

De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2023), somente no Brasil, entre
2007 e 2020, 662 surtos de doencas de transmissao hidrica e alimentar foram
notificados, envolvendo mais de 156 mil doentes e alcangando a marca de 152 ébitos
relacionados.

Sendo assim, o tratamento de efluentes hospitalares deve ser aperfeicoado
para que sua destinagao final seja adequada, para as elevadas taxas de patégenos e
farmacos (ZAGUI, 2022).

Recentemente, a aplicagao de enzimas isoladas atraiu atengao particularmente
significativa para a degradacéo de contaminantes. O tratamento enzimatico pode ter
maior especificidade para poluentes de concentragdes muito baixas e recalcitrantes,
gerando subprodutos menos prejudiciais em comparagdo com outras tecnologias
fisico-quimicas, como filtracdo por membrana densa, oxidacdo avangada e adsorgao
de carvao ativado granular (BARBER; LIU; SMITH, 2020).

Os microrganismos s&o capazes de transformar poluentes em produtos mais

simples, como: COz2, H20, P e N, devido a presencga de um sitio reacional onde uma
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enzima especifica tem a via metabdlica induzida pelo poluente e muitas vezes é capaz
de executar reagcdes quimicas, essenciais para o processamento e subsequente

transformacao do contaminante suscetivel a este processo (MOFATTO, 2020).

2.4. Efluente téxtil

A industria téxtil € uma fonte imprescindivel para a economia em muitos paises,
como China, india, Paquistdo, Brasil, Bangladesh e Malasia, porém também sao
grandes fontes de poluicao ambiental (KISHOR et al., 2021).

Com o rapido aumento da urbanizagdo e da industrializacdo nas ultimas
décadas, também foi observado um grande aumento na produgao de aguas residuais.
O consumo de agua por unidade de produgao na industria téxtil € muito elevado,
representando cerca de 15-25% dos efluentes téxteis, sendo consumidos cerca de
30 a 50 L de agua por kg de tecido, o que a torna um dos maiores geradores de aguas
residuais (GARG; GARG; MUKHERJI, 2020).

Anualmente, 700.000 toneladas de efluentes téxteis sdo produzidas e esses
residuos, descartados de forma incorreta, podem causar grandes ameacas
ambientais e efeitos toxicos aos seres vivos (ALMEIDA; DILARRI; CORSO, 2016;
DARWESH; MATTER; EIDA, 2019). A descarga direta de aguas residuais nao
tratadas contendo corantes em corpos d’agua naturais tem um impacto negativo na
atividade fotossintética do ecossistema aquatico (AZANAW et al., 2022).

Além de uma grande quantidade de corantes, como, por exemplo, as classes
de corantes azo, antraquinona e trifenilmetano, as aguas residuais da industria téxtil
também podem conter uma elevada carga de sais, alcalis, ligantes, dispersantes,
compostos organicos volateis, surfactantes, clorobenzenos, agentes redutores,
dioxinas, ftalatos, fendis, pentaclorofenol, detergentes e metais pesados que sao
lavados com agua durante o processo de coloragdo, tornando-os perigosos se
lancados diretamente nos corpos hidricos como ameacgas ambientais e efeitos toxicos
aos seres vivos (PANDEY et al., 2023).

Os corantes perdidos durante o tingimento e os nao totalmente absorvidos as
fibras alvo sdo descartados diretamente nos recursos aquaticos, como rios, lagoas,
coérregos e lagos junto (KISHOR et al., 2021).

Para o tratamento de efluentes tingidos, varios métodos sao utilizados, como

processos fisicos (adsorcéao, floculagdo e filtracdo), métodos quimicos (oxidagao



21

quimica, oxidagdo fotocatalitica, eletrolise e reagente de Fenton) e atividades
biolégicas (bio-sorgdo, biodegradacdo e degradacdo enzimatica) (DARWESH,;
MATTER; EIDA, 2019).

Embora existam muitos métodos fisico-quimicos para a remog¢ao de corantes
de aguas residuais téxteis, normalmente sao utilizadas uma combinagao de diferentes
métodos para alcangar a maxima eficiéncia no tratamento. A fim de criar métodos mais
ecologicos e econdmicos, 0 uso de agentes microbianos para tratamento de efluentes
tem se tornado muito comum (MOYO; MAKHANYA; ZWANE, 2022).

Os microrganismos de maior interesse usados na biorremediagdo de aguas
residuais sao as algas, leveduras, fungos e bactérias. Os diferentes sistemas
enzimaticos microbianos, como o sistema de degradacgao da lignina dos fungos da
podriddo branca, estdo sendo extensivamente explorados para estudar as
caracteristicas dessas enzimas e verificar sua adequacao para a decomposicao de
compostos coloridos (SHARIF; NASREEN; KALSOOM, 2020). Faccioli et al. (2021),
destaca que enzimas, especialmente lacases sintetizadas por fungos, sao alternativas
promissoras para o tratamento e descoloracdo de efluentes téxteis devido a sua
eficiéncia catalitica.

Segundo Dhir et al. (2022), os fungos produtores de Lacase possuem grande
capacidade para remocgao/remediacao de corantes, podendo ser explorados para o
desenvolvimento de tecnologias e no tratamento em larga escala de aguas residuais

contendo corantes.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia, Laboratério
de Ecotoxicologia, Laboratério Multiusuario de Equipamentos e Analises Ambientais
(LAMEAA), e Laboratério Multiusuario de Analises Quimicas (LAMAQ), da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), localizados no campus
Curitiba/PR, sede Ecoville.

A cepa fungica, Trametes villosa, utilizada neste estudo, foi obtida do banco de
cepas do Laboratério de Biotecnologia da UTFPR (campus Curitiba). A amostra do
efluente téxtil foi coletada em uma industria téxtil, localizada na cidade de Curitiba,

Brasil, enquanto o efluente hospitalar foi coletado no Hospital Regional da Lapa Sao
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Sebastido e gentilmente cedido pelo Laboratério de Contaminantes Ambientais, da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR).

3.2. Métodos
3.2.1. Cultivo do microrganismo

O fungo Trametes villosa foi mantido sob refrigeracéo a 4 °C em Agar batata
dextrose (BDA) para preservar sua viabilidade. O cultivo para crescimento micelial foi
realizado em placas contendo meio de BDA por um periodo de sete dias, em uma
estufa com temperatura controlada de 28 °C. Apods o crescimento das colénias, estas
foram cuidadosamente recortadas (Figura 1) utilizando tubos de ensaio estéreis. Os
fragmentos resultantes foram reservados para inoculagdo em um meio otimizado,

adequado para a produgao de lacases.
3.2.2. Producéo, extracado e determinacao da atividade enzimatica

Os extratos enzimaticos foram produzidos de acordo com Modkovski et al.
(2021). Para isso, preparou-se 50 mL de meio de cultura composto de casca de arroz
(10 g/L); bagaco de uva bordd (5 g/L); bagago de cana (20 g/L); glicose (10 g/L);
fosfato de potassio (KH2PO4) (3 g/L); peptona (5 g/L); solu¢gdes a 1 mM de sulfato de
manganés (MnSOa4), sulfato de cobre (CuSOs), sulfato de ferro (FeSOa4), sulfato de
zinco (ZnSO4) e sulfato de magnésio (MgSO4). O meio foi autoclavado durante 20
minutos a 121 °C. Os micélios fungicos, previamente preparados descritos no item
3.2.1, foram inoculados ao meio, e para cada Erlenmeyer, foram adicionados 4 plugs
de colbnia em torno de 2,5 cm (Figura 1). Os frascos foram incubados em estufa a

uma temperatura de 28 °C por um periodo de sete dias em quadruplicatas.
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Figura 1. Processo de inoculagdo do meio de cultivo para obtengcao de extrato
enzimatico utilizando a cepa de Trametes villosa em meio semissoélido.

Fonte: A autora (2024)

Apods o periodo de incubacgao, o extrato foi filtrado em bomba a vacuo e sua
atividade enzimatica foi determinada em espectrofotémetro UV-visivel (BEL M-51). O
método compreende a oxidagdo do 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) 10 mM, na faixa de 420 nm (HOU et al., 2004) em acetato de sddio 50 mM
(pH 5,0) a 40 °C, durante 5 minutos. Em seguida, o extrato bruto foi congelado e
armazenado a -18 °C. Para o calculo da atividade de lacase, foi utilizada a seguinte

equacgao (1):

(1) Atividade (U/mL) = Volume final (mL) x Absorbancia x Fator diluigao

£ (mM" cm-") x Caminho 6ptico (cm) x Volume de amostra (mL) x Tempo de reagéo (min)

Onde, o coeficiente de extingdo molar (¢) do ABTS a 420 nm = 3,6 x 10* M~' cm~" ou 36 mM.

3.2.3. Tratamento enzimatico com lacase livre

As amostras contendo o efluente hospitalar e téxtil foram tratadas
individualmente com o extrato bruto enzimatico ajustado na concentragao inicial de
500 U/L de atividade de lacases, em um volume de 30 mL. As amostras foram
acondicionadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL e levadas ao shaker em
temperatura ambiente (£ 23 °C) sob agitagao de 120 rpm por uma, duas e vinte e
quatro horas. Apds tratamento, as amostras foram mantidas no congelador a -18 °C,

para experimentos posteriores.
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3.2.4. Parametros avaliados nos efluentes pré e pds- tratamento enzimatico
3.24.1. Fendlicos totais

A quantificagcdo dos compostos fendlicos totais nos extratos foi realizada
através do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi
(1965). O processo de quantificacdo foi minimizado a escala de volume total de 1,0
mL. Dessa solugao, foram adicionados 600 uL de agua ultrapura, 50 yL de reagente
Folin-Ciocalteu, 200 yL de amostra e 150 yL Na,CO; a 15%. As amostras ficaram
protegidas da luz por um periodo de uma hora e, em seguida, a absorbancia foi
determinada a 760 nm em espectrofotometro (UV M51, BEL Engineering, Monza, MB,
Italia). Foi utilizada para quantificacdo dos fendis totais uma curva de calibragdo de

acido galico e os resultados foram expressos em mg/L.

3.24.2. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A DQO é um parametro que quantifica a matéria organica suscetivel ao
processo de oxidagcdo por meio de agentes quimicos, utilizando o dicromato de
potassio em meio acido como agente oxidante em amostras liquidas. O resultado da
demanda quimica de oxigénio foi expresso em miligramas de oxigénio por litro
(HEINZ, 2016).

As solucdes de ensaio de DQO foram preparadas de acordo com o método de
refluxo fechado colorimétrico em espectrofotdmetro, seguindo o descrito em 52208,
APHA (2005). A digestao da amostra foi realizada a 150 °C por 2 h em bloco digestor
e a leitura do ensaio por espectrofotometria pela absorgdo do ion Cr3* na regido de
600 nm.

3.2.4.3. Analise de metais

A analise quantitativa de tracos de metais foi analisada no LAMAQ através da
espectrometria de absorgao atdmica em chama (do inglés, Flame Atomic Absorption
Spectrometry - FAAS) de inje¢cdo manual, da GBC, no modelo Avanta.

Os metais analisados foram: Cromo, Niquel, Cobre, Zinco e Chumbo. As
condi¢gbes instrumentais utilizadas foram: chama do tipo ar/acetileno, fluxo de
combustivel de 1,72 L/min, lampada de catodo oco monoelementar com comprimento

de onda 324,7 nm para o Cu, 357,9 nm para o Cr, 217,0 nm para o Pb e 283,3 nm,
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213,9 nm para o Zn e 341,5 nm para Ni. Todas as determinag¢des foram feitas em

triplicatas (n=3) e acompanhadas de um branco analitico.

3.244. Cromatografia liquida-acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM)

As concentragdes de antibidticos nas misturas de reagdo mediadas por lacase
foram determinadas no LAMEAA por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM), em equipamento modelo 8045,
marca Shimadzu. Para as analises, foi utilizada a coluna Poroshell C18, 100x2,7mm,
2,17um, 150 x 30 mm, 3,5 uym, a 45 °C. A fase mével consistiu em uma solugao de
acetato de amonia 5mM e Metanol (MeOH), com um tempo de retencéo de 16 minutos
para a Pirazinamida, 8 minutos para a cafeina, 4 minutos para sulfametoxazol, 11
minutos para trimetoprima e 14 minutos para rifampicina, em um fluxo de 0,25 mL/min.
A coluna foi mantida a 45 °C e o volume de injegao utilizado foi de 10 pL.

Para as condi¢des da espectrometria de massa, foi utilizado o nitrogénio como

gas de colisdo, a 350 °C, com fluxo de 12 L/min.

3.2.4.5. Bioensaio de toxicidade

Esta analise tem o objetivo de avaliar a toxicidade aguda, na qual podem ser
observados os efeitos toxicoldgicos de residuos puros ou diluidos sobre o processo
de germinagao das sementes e sobre o desenvolvimento das radiculas durante os
primeiros dias de crescimento.

A fitotoxicidade das amostras apos o tratamento enzimatico foi verificada por
meio do teste de germinagéo utilizando sementes de alface (Lactuca sativa). A
variedade de alface utilizada foi adquirida em estabelecimentos comerciais e possui
um percentual de germinagao de 97%, prazo de validade em 06/2026 e € um produto
livre de defensivos agricolas (informagao dada pelo fornecedor: RENASEM Prod.
/Comerc RS00342/2005).

A fitotoxicidade foi avaliada por meio do teste de germinacao e elongacao
radicular e por meio de metodologia adaptada por Sobrero e Ronco (2008), Young
et al. (2012), ISO 17126 (2005). Desta forma, 18 sementes de alface foram
distribuidas espagadamente em placas de Petri, contendo um papel filtro qualitativo
de 80 g/m? e poro médio de 14 micra (Figura 2). Em seguida, as sementes foram

postas em contato com 3,0 mL de amostras dos efluentes tratados com suas
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respectivas concentragdes 0%, 6,25%,12,5%, 25%, 50% e 100%, onde 0%
representa o controle positivo com a agua destilada e para o controle negativo
utilizou-se glifosato a 5%. Os experimentos foram realizados em triplicata. As placas
foram incubadas no escuro por 120h a 22 + 2 °C.

Figura 2. Preparo das amostras para o ensaio de germinagao de sementes Lactuca sativa.

e

Fonte: A autora (2024)

O indice de germinacéo (IG) foi calculado usando a equagéao (2), onde CMR é
o comprimento médio da raiz, MSG é a média das sementes germinadas, MCR ¢é a
média do comprimento da raiz e MSC é a média das sementes germinadas para o
controle (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017).

O indice de crescimento relativo (IGR) foi calculado usando a Egq. (3), onde
RCM é o comprimento médio das raizes da amostra e MRC é o comprimento médio
das raizes do controle. O IGR foi dividido em trés categorias: efeitos de inibigdo (0 <
RGI < 0,8), efeitos n&o significativos (0,8 < RGI < 1,2) e efeitos de estimulagéo (RGI
>1,2) (UTZIG et al., 2019).

IG = (CMR/MSG)/(MCR/MSC) X 100 (2)

IGR = RCM/MRC 3)

As analises estatisticas foram realizadas com o software gratuito PSPP (Public
Software for People and Professionals, Estados Unidos). Os resultados foram
analisados pelo teste de variancia de um fator (ANOVA) e teste de Dunnett com um
limite de significancia de p < 0,05.
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3.2.5. Analise espectrofotométrica em modo varredura

A analise espectrofotométrica de varredura na regido do visivel foi realizada
com amostras de efluente téxtil ndo tratado e tratado enzimaticamente (SANTOS et
al., 2022).

O efluente téxtil foi testado antes e apds tratamento, em duas concentragoes
iniciais de atividade enzimatica, sendo estas 500 e 1000 U/L em um volume total de
15 mL de efluente téxtil, que foram acondicionadas no shaker a 25°C em uma agitagao
de 120 rpm, por vinte e quatro horas.

Para a analise de dados, foi feita a varredura do efluente em espectrofotdmetro
UV-visivel (BEL M-51), utilizando um comprimento de onda entre 450 e 750 nm. Apds
a leitura, foi realizada a integracdo da area espectral de cada amostra para
determinacdo da porcentagem de redugéo de cor nas amostras tratadas em relagao
ao controle. O pico maximo de absorgéo de cor do efluente também foi determinado
espectrofotometricamente e considerado para a avaliagao da eficacia do tratamento

enzimatico.

3.2.5.1. Andlise Estatistica

A analise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para calcular as médias dos
efluentes pré e pés-tratamento enzimatico, utilizando o teste de Tukey para determinar
as comparagdes multiplas das médias obtidas. A ANOVA foi realizada por meio do
software estatistico PSPP. A significancia estatistica foi determinada por valores de p

menores que 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producao de extratos enzimaticos

O meio de cultivo semissolido demonstrou ser eficiente na inducéo de producao
da enzima lacase, resultando em uma atividade com média de 11754 U/L e desvio-
padrdao 1,83 U/L no extrato bruto. A produg¢do das enzimas lacase a partir do fungo
Trametes villosa foi avaliada previamente por Modkovski (2021), que obteve uma
producao de lacase induzida com atividade enzimatica de 17000 U/L. Ao utilizar
cascas de arroz, bagacgo de uva bordd e bagacgo de cana, se agrega valor a produtos

com baixo custo e ampla disponibilidade, que a principio seriam descartados,
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minimizando assim o impacto ambiental causado pelo acumulo dos mesmos na
natureza.

A literatura relata diversos estudos que comprovam a eficacia de
oligoelementos em aumentar a capacidade enzimatica de fungos. Yamanaka et al.
(2008) observaram em estudo com T. villosa, onde a presenca de cobre demonstrou
estimular a produgao da lacase e apresentou uma atividade enzimatica de 731 UJ/L.

De acordo com Akpinar et al. (2017), residuos de péssego obtidos da industria
de suco de fruta juntamente com Cu?*, Fe ?*, Mn 2*, NH,NO;, Tween 80 como
indutores de lacase foram eficazes na produgéo de lacase por Pleurotus eryngii.

Knezevic et al. (2014) relataram que a presenga de Mn ?*, Zn ?* e Fe 2* afetou
a atividade enzimatica de forma positiva, com um aumento de mais de 50% na
producao de lacase produzida pelo fungo Trametes gibbosa em comparagdo ao
controle. Em outro estudo, a producéo de lacase por Pleurotus ferulae foi otimizada
utilizando Cu?*, Mn?* e Mg?* como indutores enzimaticos, resultando em uma atividade
de lacase de 6832 U/L, quatro vezes maior do que a atividade controle (DING et al.,
2014).

Os dados obtidos demonstraram que as fontes de carbono utilizadas na
producao dos extratos ofereceram suporte nutricional para o crescimento dos fungos
filamentosos utilizados, que por sua vez, foram bons indutores enzimaticos (CORREA,
2023).

Os residuos industriais utilizados no meio semissdlido foram eficazes em
fornecer substratos lignocelulosicos necessarios para o crescimento fungico, bem
como a consequente inducdo da producado da enzima lacase. Este processo agrega
valor a esses residuos ao transforma-los em produtos de maior utilidade. Contribuindo
para a redugdao do impacto ambiental associado ao descarte inadequado desses
materiais e convertendo um residuo de baixo valor econdmico em um produto de alto

valor agregado.

4.2. Analise do tratamento enzimatico em efluente hospitalar
4.2.1. Remocgéao de farmacos

As remocgdes de antibidticos por meio do tratamento com lacase livre foram
avaliadas nos efluentes hospitalares, por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa. As amostras foram analisadas no periodo de uma hora,



29

duas horas e 24 horas e os resultados obtidos foram aplicados estatisticamente ao
método ANOVA, revelando diferengas significativas entre as médias dos grupos
testados (Tabela 1).

De acordo com o teste de Tukey, o grupo controle, sem a adigao do extrato
enzimatico, apresentou uma diferenga estatisticamente significativa em relacao ao

grupo com tratamento (p-valor < 0,001).

Tabela 1. Resultados de média (mg/L) e desvio padrao das concentragées de cafeina e
antibiéticos presentes no efluente hospitalar apés o tratamento enzimatico analisados por

CLAE-EM.
Amostras Cafeina TMP SMz PYZ RFC
Controle 1398 + 196 2 10,5+ 1,12 11,8+ 1,12 37,2+0,4°2 22,8 +2,02
Efluente 1h 395 + 35,6 3,2+0,11° 4,0+0,4b 2,4 £1,4b 6,3+0,8°
Efluente 2h 416 £ 5,5¢ 3,3+£0,03° 4,7 £0,3b 1,4 +0,9° 6,0 £ 0,40
Efluente 24h 414 + 41,33¢ 3,2 £ 0,09° 4,0+0,2° 0,9+0,2° 5,0+0,7°

Nota: Médias com a mesma letra nas colunas nao sao estatisticamente diferentes. Controle:
amostras compostas pelo efluente e pelo extrato enzimatico desnaturado; TMP: trimetoprima;

SMZ: sulfametoxazol; PYZ: pirazinamida; RFC: rifampicina.

Ao comparar as médias obtidas nos trés tempos apds o tratamento, foi possivel
notar que o periodo de reagdo ndo apresenta grandes interferéncias nas taxas de
remocgado. Os resultados obtidos no pds-tratamento com a lacase demonstram a
eficacia da enzima em remover diversos compostos de um mesmo efluente. De acordo
com Navada e Kulal (2019), a lacase produzida pelo fungo Trametes hirsuta na
presenca do mediador ABTS foi capaz de degradar o antibiético Cloranfenicol,
obtendo, assim, degradagao de 82% em 48 horas.

As amostras demonstraram uma remog¢ao maxima de 70% para cafeina, 97%
para pirazinamida, 74% para rifampicina, 66% para sulfametoxazol e 64% para

trimetoprima apods 24 horas de reagao (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados da taxa de remogao (%) dos antibiéticos e de cafeina apos o tratamento
enzimatico, calculados a partir das médias de concentragao dos farmacos determinados por
CLAE-EM.

Taxa de remogao (%)

Amostras 1 hora 2 horas 24 horas
Cafeina 72% 70% 70%
TMP 64% 63% 64%
SMz 67% 60% 66%
PYZ 96% 93% 97%
RFC 67% 70% 74%

Nota: TMP: trimetoprim; SMZ: sulfametoxazol; PYZ: pirazinamida; RFC: rifampicina.

Os resultados obtidos destacam uma remocao eficaz da cafeina, que é
conhecida por sempre estar associada a substancias farmaceuticamente ativas em
amostras de efluentes (GOMEZ et al., 2007). A cafeina é frequentemente relatada
como um medicamento devido principalmente as suas multiplas aplicagdes,
especialmente em sua forma combinada com outros medicamentos, como o
paracetamol (MOSLAH et al., 2018).

O uso de lacase do fungo Trametes versicolor na degradagdo de quatro
produtos farmacéuticos foi avaliado por Alharbi et al. (2019), individualmente, no
periodo de 48 horas, e foi possivel observar uma remog¢ao completa alcangada nas
primeiras 8 horas de incubagéo, resultando em 100% de remogao de diclofenaco, 95%
para trimetoprima, 85% para carbamazepina e uma degradagdo moderada de 56%
para sulfametoxazol. A remocao dos quatro medicamentos testados individualmente
foi mais eficaz do que quando testados em misturas nas mesmas condigdes. Isso
evidencia a instabilidade dos efluentes reais, uma vez que varios fatores bidticos e
abidticos podem influenciar diretamente a taxa de degradacéo desses compostos.

Segundo Mojtabavi et al. (2023), a lacase comercial imobilizada foi capaz de
remover 85% do ciprofloxacino das aguas residuais hospitalares. Apds um periodo de
3 horas de incubagdo, a imobilizacdo permitiu a preservacdo da estrutura da
enzima em temperaturas elevadas e ambientes de pH severo.

Esses resultados demonstram que a enzima lacase, presente no extrato bruto
de T. villosa, é eficiente na remocao de compostos farmacéuticos e pode chegar a

altas taxas de remogao mesmo na auséncia de mediadores quimicos.
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4.2.2. Avaliacao fendlicos totais

Para a analise dos fendlicos totais foram utilizadas amostras em triplicatas com
tempo reacional de 24 horas. Os resultados obtidos foram avaliadas estatisticamente
pelo teste de Tukey (P = <0,001). O uso da lacase demonstrou eficacia moderada
para o tratamento de compostos fendlicos em aguas residuarias hospitalares. As
amostras neste tratamento apresentaram uma média para compostos fendlicos de
32,03 mg/L na amostra controle e 12,75 mg/L para a amostra tratada com extrato bruto
de lacase, com taxa de remocéao de 64,5%.

Compostos fendlicos sao poluentes ambientais gerados na fabricacao de
muitos produtos industriais como papéis, metais, resinas, plasticos, pesticidas e
produtos farmacéuticos (XU; YANG, 2013).

Villegas et al. (2016) afirma que compostos fendlicos sao poluentes prioritarios
com alta toxicidade mesmo em baixas concentragdes.

Os resultados anteriores mostraram uma grande quantidade de cafeina
presente no efluente hospitalar estudado, e uma redugao significativa desse composto
pode ter uma ligagéo direta com os resultados de fendlicos totais, visto que a cafeina
e relatada como um dos componentes principais em amostras que demonstram,

também, a presenca de compostos fendlicos (MAGALHAES et al., 2016).

4.2.3. Avaliacdo da DQO

A DQO da amostra de agua residuaria hospitalar apresentou um aumento
significativo quando comparada a amostra controle, que apresentou um valor médio
inicial de de 313,4 mg L' de O2 e aumentou para 715,1 mg L' de O2apds o tratamento
enzimatico. Alguns estudos relatam o aumento da DQO no tratamento de efluentes
com a enzima lacase. Silva et al. (2012) obtiveram um aumento no valor da DQO (de
182,4 mg L' de O2) em relagdo a solugdo ndo tratada de um efluente sintético
contendo o corante turquesa remazol G.

Cristovao et al. (2009) também relataram um aumento significativo na DQO de
um efluente simulado contendo corantes reativos (de 394 para 3.383 mg/L de O2 )
apos o tratamento com lacase. Ao subtrair os valores correspondentes a enzima, a
média do efluente tratado mostrou-se semelhante aos valores iniciais, isso se deve a

complexidade do efluente.
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4.2.4. Analise de metais

De acordo com a resolugao CONAMA 357/05 (2005) o nivel maximo de chumbo
permitido em efluentes liquidos industriais tratados antes de serem lancados em
corpos hidricos € de 0,5 mg/L. As amostras de efluente hospitalar demonstraram
teores dentro do limite imposto pela legislagao para esse elemento quimico (Tabela
3).

Tabela 3. Andlise de metais do efluente hospitalar (EH), antes e apés o tratamento enzimatico
com lacase, analisada através da espectrometria de absorgédo atémica em chama (EAAC).

Cr Cu Zn Ni Pb

Amostras Conc. (mg/L) Conc. Conc. Conc. Conc.

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Controle - 0,454 1,192 0,024 0,025
EH1 - 0,355 1,092 0 0
EH2 - 0,269 1,045 0 0
EH3 - 0,57 0,957 0 0

Nota: Cr: cromo; Cu: cobre; Zn: zinco; Ni: niquel; Pb: chumbo.

Nas amostras de efluente hospitalar ndo foram observadas concentracdes de
cromo, porém, quanto ao cobre e zinco, nao se notou diferengas significativas apés o
tratamento enzimatico, ja para os metais niquel e chumbo foi observada uma reducéo
total em amostras tratadas. Metais podem ser precipitados ou quelados pelas lacases
(AHMADI et al., 2021), e compostos presentes no efluente e oxidados pela lacase
podem ter contribuido na remogao de alguns metais.

De acordo com Paganini et al. (2004), a toxicidade do cobre, zinco e outros
metais pode ser diretamente influenciada pelo pH e pela quantidade de matéria
organica contida no meio. Segundo Lorenzo et al. (2005), a atividade enzimatica da
lacase foi testada na presenga de Cd 2*, Zn 2*, Cu ?* e Mn 2*, e se mostrou sensivel a
todos os compostos organicos testados, embora um leve efeito indutor tenha sido
detectado em uma concentragdo de Cu ?* menor que 1 mM. No presente trabalho, a
atividade de lacase nao foi significativamente inibida pelos metais nas concentragdes
determinadas no efluente, considerando que a enzima conseguiu oxidar a cafeina e
antibiéticos. No entanto, nao foi possivel determinar um efeito indutor pela presenca

do cobre.
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4.2.5. Ensaio Ecotoxicolégico

Apos cinco dias de crescimento na BOD, o comprimento da raiz, considerado
como parametro subletal, foi medido e apresentado como um parametro sensivel para
a comparacgao da fitotoxicidade (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017).

O comprimento médio da raiz dos controles negativos em duplicatas e
amostras de tratamento foi utilizado pelo teste de Dunnett, onde foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) para o grupo testado.

De acordo com os resultados obtidos apds a germinacdo das sementes de
alface na presenca de efluentes tratados enzimaticamente, foi possivel observar um
resultado inesperado em amostra com o efluente puro hospitalar, que apresentou um

estimulo na germinacgéo das sementes na diluicdo de 6,25% (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da fitotoxicidade do efluente hospitalar em sementes de L. sativa, antes e
apos o tratamento com lacase.

Amostras Diluigées CR (cm) CV(%) Gl(%) ICR Efeito
Controle - 22,1+6,5 29,2 - -
Negativo
6,25% 28,0+8,9 32 1441 1,3 E
12,5% 18,2+ 5,9 32,4 77,7 0,8 SES
Efluente puro 25% 16,4 +5,3 33,3 69,9 0,8 SES
50% 12,3+4,8 38,8 52,6 0,6 I
100% 9,427 27,8 40,3 0,4 I
6,25% 23,7+9,7 41,1 107,1 1.1 SES
12,5% 21,2+ 8,4 40,4 96,1 1 SES
Efluente tratado 25% 251+77 30,6 113,7 1,1 SES
com enzima 50% 21,8+7,0 32,1 98,8 1 SES
100% 13,3+£5,2 39,1 59,9 0,6 I

Nota: Comprimento da raiz (CR); Coeficiente de variagio (CV); indice de germinagao (IG);
indice de crescimento relativo (ICR); Sem efeito significativo (SES): 0.8 < x < 1.2; Efeito

inibitério (I): 0 < x > 0.8; (E) Estimulo do alongamento da raiz: x > 1.2; (-): Nao calculado.
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Hillis et al. (2011) observaram que o uso de sementes de alface (L. sativa) foi
uma ferramenta valiosa para a avaliagao da fitotoxicidade de antibiéticos, e a medida
do comprimento da raiz (CR) foi o parametro mais sensivel aos efeitos dos
antibidticos. Os autores determinaram que o antibiético levofloxacino foi o mais
fitotoxico e o trimetoprima foi o mesmo fitotdxico (sulfametoxazol ficou em intervalo de
fitotoxicidade intermediario) dentre os antibiéticos avaliados.

De um modo geral, o tratamento enzimatico reduziu o impacto negativo dos
antibioticos no desenvolvimento da raiz de L. sativa e contribuiu para o aumento dos

valores de ICR (indice de crescimento relativo).

4.3. Tratamento em efluente téxtil
4.3.1. Remocao de cor

Para a analise de varredura, foi integrada a area do espectro de cada amostra
de efluente (antes e apds o tratamento), assim como avaliada a presenga de um pico
maximo de absorbancia no comprimento de onda de 580 nm. Foi possivel observar
uma reducao de area espectral de 3,79% e uma redugao de altura do pico maximo
em 580 nm de 6,81% para as amostras com atividade inicial de 500 U/L (LAC 500)
(Figura 3).

Figura 3. Representagao grafica da area espectral do ensaio com efluente téxtil tratado
enzimaticamente com a enzima lacase em atividade inicial de 500 U/L com comprimento de
onda entre 450-750 nm.
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Para as amostras com atividade inicial de 1000 U/L (LAC 1000), foi obtido uma
reducdo de area espectral de 18,03% e uma reducéo de altura do pico maximo em
580 nm de 23,76% (Figura 4).

Figura 4. Representacgao grafica da area espectral do ensaio com efluente téxtil tratado
enzimaticamente com a enzima lacase em atividade inicial de 1000 U/L com comprimento de
onda entre 450-750 nm.
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Foi possivel observar uma redugdo maior na area espectral da amostra de
efluente tratada com LAC 1000, obtendo uma reducéao seis vezes maior em relagado a
amostra LAC 500, demonstrando assim que a quantidade de unidades enzimaticas &
proporcional a reducao de cor no efluente tratado.

Igbal, Nadeem e Zafar (2021), verificaram que a eficiéncia da lacase do fungo
Pleurotus ostreatus- P1 resultou em uma descoloragao de 90% no efluentes téxteis .

A lacase se mostrou capaz de descolorir a agua residual téxtil em até 35% apos
3 h de incubacgao e foi capaz de descolorir as misturas de corantes desenvolvido por
Ademakinwa e Agboola( 2015).

A atividade descolorante da lacase purificada, proveniente de um fungo
Trametes sp. Provou ser eficiente na remocado de 62,0% em relacdo ao Azul de
Bromotimol e 46,1% Verde Malaquita (LING et al., 2015).

Em um estudo diferente, a descoloragcao de RB5 foi otimizada usando extrato
bruto da lacase do fungo Trametes pubescens com o mediador 1-hidroxibenzotriazol
(HBT) (RORIZ et al., 2009).
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Chairin et al. (2013) também relataram a descoloracgéo eficiente de corantes
sintéticos usando a lacase purificada do fungo Trametes polyzona.

Grande parte dos estudos com fungos do género Trametes, utilizaram
mediadores ou enzimas purificadas. De acordo com Khlifi et al. (2010), a descoloragao
de um efluente da industria téxtil por lacase de Trametes trogii na auséncia de
mediadores nao foi capaz de descolorir o efluente eficientemente.

No entanto, De Paula et al. (2022) observaram uma maior descoloragdo de
efluente téxtil real com extratos enzimaticos de M. arundinis e T. villosa na auséncia
de mediadores quimicos (HBA e HBT).

O extrato enzimatico bruto do Trametes villosa demonstrou ser capaz em
reduzir a cor do efluente neste trabalho, entretanto acredita-se que com o auxilio de

mediadores quimicos a remediacao do efluente possa ser otimizada.

4.3.2. Avaliacao de fendlicos totais

As amostras antes e apds o tratamento enzimatico foram avaliadas de forma
similar ao procedimento descrito na secdo 4.2.2. As amostras de efluente téxtil
tratadas enzimaticamente, apresentaram a eficacia de 98,5% na remocgao dos
compostos fendlicos, com média de 52,30 mg/L para o controle e 1,37 mg/L para a
amostra apds o tratamento com extrato bruto contendo lacase.

De acordo com Rahmani et al. (2020), a lacase livre apresentou um impacto
positivo semelhante, com uma taxa de remocédo de 98,5% do composto 2,4-DNP,
usado na fabricagao de tintas, conservantes de madeira, herbicidas, pesticidas.

De maneira semelhante, o conteudo fendlico foi diminuido nas aguas
residuarias da destilaria de vinho usando uma cultura de crescimento de Trametes
pubescens (STRONG; BURGESS, 2008).

A eficiéncia da lacase de Trametes versicolor provou ser eficaz na
transformacao de um grande numero de compostos fendlicos diferentes, quando
testados sozinhos ou em misturas complexas, a partir de uma amostra de aguas
residuais de lagar de azeite (CANFORA et al., 2008).

O uso da lacase demonstrou viabilidade e eficacia para o tratamento de
compostos fendlicos em aguas residuais de industria téxtil, reafirmando a eficacia das

lacases na transformacao de misturas fendlicas, tanto simples quanto complexas, e
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demonstra seu potencial como ferramenta eficiente para a desintoxicacao de residuos

fendlicos.

4.3.3. Demanda Quimica de Oxigénio

As amostras de efluente téxtil apresentaram valor médio de DQO de 497,2 mg
L-* de Oz, o que foi reduzido para 404 mg L' de Oz apos o tratamento enzimatico
(LAC).

Segundo Khouni et al. (2011), o tratamento com lacase comercial apresentou
uma descoloragédo de 98% da coloragcao do efluente téxtil estudado. No entanto,
apesar da melhoria na remocéo de cor, a aplicacdo do tratamento enzimatico nao
demonstrou um efeito direto na remogao de DQO.

Em estudo de remediagao de um lodo de esgoto primario, foi observado que as
enzimas celulase e protease, individualmente testadas, demonstraram pouco ou
nenhum impacto na remog¢do da DQO. Entretanto, a mistura das duas enzimas
resultou em uma reducdo de 97% de remocéao total de DQO (ROMAN; BURGESS;
PLETSCHKE, 2006).

O extrato enzimatico da lacase avalido neste trabalho ndo demonstrou uma
reducao tao significativa da DQO do efluente téxtil, mas acredita-se que a utilizagao
de mediadores, ou mesmo de outras enzimas em conjunto, possa aumentar a eficacia

da lacase na reducéo da DQO.

4.3.4. Analise de metais

De acordo com o Conselho Estadual do Meio Ambiente (CEMA) na resolugéo
070/09 (2009) em seu anexo 7, os teores maximos de cromo, niquel, cobre e zinco
permitidos em efluentes de industrias téxteis sdo, respectivamente, 0,5 mg/L, 2,0
mg/L, 1,0 mg/L e 5,0 mg/L. Todas as amostras apresentaram os teores dos compostos
abaixo do limite imposto pela legislagdo para esses compostos.
Nas amostras de efluente téxtil, ndo foi observada reducgao significativa para os
metais cromo e zinco, ja as amostras de cobre apresentaram um aumento apods o
tratamento enzimatico, e isso pode ter ocorrido pela presenca do metal utilizado no

meio de produgédo enzimatica. Assim como nos efluentes hospitalares, o tratamento



38

enzimatico do efluente téxtil também demonstrou uma redugao dos metais Ni e Pb
(Tabela 5).

Compostos de cromo e metais pesados, como cobre, arsénico, chumbo,
cadmio, mercurio, niquel, cobalto e certos produtos quimicos auxiliares, foram
relatados como a principal causa de efeitos téxicos em efluentes téxteis (BHATIA et
al., 2017).

Tabela 5. Analise de metais do efluente téxtil (ET), antes e apés o tratamento o tratamento
enzimatico com lacase.

Cr Cu Zn Ni Pb
Amostras Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Controle 0,346 0,08 1,368 0,050 0,033
Efluente tratado 0,363 0,107 1,547 0,0255 0,016

Nota: analisada através da espectrometria de absorgao atbmica em chama (EEAC).

Cr: cromo, Cu: cobre, Zn: zinco, Ni: niquel, Pb: chumbo.

Estudos tém demonstrado que metais pesados como cobre, chumbo e cromo,
frequentemente encontrados em efluentes industriais, podem inibir a atividade da
lacase ligando-se aos sitios ativos da enzima ou causando alteragcbes estruturais,
reduzindo assim sua capacidade de oxidacdo (SENTHILVELAN; KANAGARAJ;
PANDA, 2018). A presenca destes metais no efluente téxtil pode ter afetado a
capacidade catalitica da enzima, a qual ndo reduziu significativamente o parametro
de DQO e removeu parcialmente a coloracio do efluente.

A estabilidade enzimatica em relacdo aos componentes de efluentes
complexos é um fator importante que pode inviabilizar a aplicagao de lacases fungicas
(SUN et al., 2021). No entanto, a otimizagao do processo de tratamento (alteracao de
parametros como atividade inicial da enzima, diluigdo do efluente, etc) e aimobilizagao

das lacases podem aumentar a eficacia do tratamento enzimatico.

4.3.5. Ensaio ecotoxicolégico

Nas amostras de efluente téxtil, foi possivel observar uma inibigdo importante
da germinacédo das sementes de L. sativa nas diluigdes de 50 e 100% (Tabela 6). No

entanto o tratamento enzimatico contribuiu para a reducédo desse efeito, reduzindo
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particularmente a toxicidade da amostra de efluente a 100% (apesar de nao eliminar
completamento o efeito inibitorio).

De acordo com Cantele et al. (2017) a descoloragdo dos corantes sintéticos
tratados com extrato bruto de lacase ndo produziu efeitos de inibicdo sobre as

sementes de L. saftiva, corroborando o resultado obtido neste estudo.

Tabela 6. Resultado da fitotoxicidade do efluente téxtil em sementes de L. sativa, antes e
depois do tratamento com lacase.

Amostras Dilui¢oes CR (cm) CV(%) Gl(%) ICR Effect
Controle - 22,146,5 29,2 - -
Negativo
6,25% 20,0+ 5,8 29 85,3 0,9 SES
12,5% 18,2+5,9 32,4 77,7 0,8 SES
Efluente puro 25% 16,4 £ 5,3 33,3 69,9 0,8 SES
50% 12,3+4,8 38,8 52,6 0,6 I
100% 9427 27,8 40,3 0,4 I
6,25% 21,3+7,2 33,6 88,3 1,0 SES
12,5% 20,8+7,0 34,2 85,9 0,9 SES
Efluente tratado 25% 19,0+ 7,7 40,5 78,5 0,9 SES
com enzima 50% 14,8 £ 5,2 35,1 61,1 0,7 I
100% 12,8 + 6,1 47,7 52,8 0,6 I

Notas: Comprimento da raiz (CR); Coeficiente de variagido (CV); indice de germinagdo (IG); indice de
crescimento relativo (ICR); Sem efeito significativo (SES): 0.8 < x < 1.2; Efeito inibitorio (I): 0 < x > 0.8; (E)

Estimulo do alongamento da raiz: x > 1.2; (-): Nao calculado.

Os resultados obtidos nas amostras estudadas destacam que os
contaminantes encontrados nos efluentes podem retardar o processo de crescimento
das plantas (GOMES et al.,, 2019), além de acumular esses componentes
transferindo-os ao longo das teias tréficas que podem afetar toda uma dinamica
populacional (BELLINO et al., 2018).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou a eficacia do extrato bruto de T. villosa no
tratamento de efluentes hospitalares e efluentes téxteis, bem como a eficiéncia na
reducdo de compostos fendlicos presentes nas aguas residuais. Porém, o tratamento
enzimatico ndo apresentou o resultado esperado em relagdo a alguns parametros,
como no caso do aumento da DQO no efluente hospitalar e o estimulo de crescimento
das sementes de alface. Geralmente, a enzima livre possui uma maior instabilidade
em meio a efluentes, e nossos resultados concluem que a lacase manteve sua
atividade catalitica quando aplicada no tratamento das amostras, considerando que
houve alteragdo nos resultados de diversos parametros monitorados antes e apos o
tratamento. No entanto, nao foi possivel determinar o periodo no qual ela se manteve
ativa ou mesmo se foi afetada parcialmente pela presenca de metais. Estudos futuros
poderao demonstrar a estabilidade das lacases de T. villosa e sua resisténcia em meio
a misturas complexas de poluentes na auséncia de procedimentos de imobilizagao ou

mediadores quimicos.
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