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RESUMO

Os fungos sdo conhecidos por degradar uma grande variedade de materiais e
compostos. Um dos objetivos deste estudo analisar o efeito do tempo sobre o numero de
producdo cientifica sobre biorremediacdo de efluentes utilizando fungos, avaliar os tipos de
poluentes biorremediativos, e os paises os quais tem utilizado estd abordagem. Como resultado
da busca pelas palavras chaves foram identificados 3.665 artigos na base de dados Web of
Science, mas 1.877 aboradavam diretamente o tema. A maior parte dos artigos investigam a
remogao de corantes por fungos, seguido por compostos fendlicos, demanda quimica de
oxigénio, metais pesados e compostos farmacéuticos, respectivamente. Os paises que mais
apresentaram pontos de coleta foram India e Espanha, respectivamente. Outro objetivo deste
trabalho foi selecionar isolados fungicos com potencial para produzir fosfatases e desenvolver
um produto capaz de remover fosforo de efluentes domésticos. Apds triagem de 12 isolados
fungicos em testes enzimaticos quatitativos e qualitativos para producao de fosfatases,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Talaromyces pinophilus e Trichoderma asperellum foram
selecionados como eficientes produtores de fosfatases e candidatos a remover fosforo dos
efluentes domésticos. Os isolados fungicos foram incubados em meio minimo de cultura
contendo fosfato de potéssio variando de 1g L' a 4g L! para induzir a produg¢io de fosfatase.
Espumas comerciais de poliuretano foram cortadas em 1.0 cm x 1.0 cm x 0.7 cm
paralelepipedos. Entdo, a biomassa fungica. foi inoculada em meio minimo contendo 5g de
paralelepipedos (0,71 mm?) de espumas comerciais de poliuretano previamente autoclavadas.
Os micro-organismos cresceram por 12 dias e durante esse periodo, os fungos aprisionados nas
espumas foram monitorados pela cor caracteristica de cada fungo, seguido pela medida de
atividade de fosfatase dcida com p-nitrofenil fosfato. Foi construido um planejamento fatorial
32 para verificar a influéncia do tempo de imobilizagdo (Ti) e oferta de espuma (E) sobre a
producdo de fosfatase pelos fungos. Posteriormente, um novo planejamento fatorial 5% foi
construido para avaliar simultaneamente os efeitos do tempo de reacao e do volume de efluente
doméstico. Todos os fungos produziram fosfatase no sistema imobilizado, sendo A. niger por
12 dias, seguido por T. asperellum por 11 dias e A. flavus e T. asperellum por 7 dias. Os
isolados A. niger e A. flavus apresentaram maior atividade de fosfatase (229 pmol/h), depois de
192 e 96 h, respectivamente. T. pinophilus e T. asperellum apresentaram atividade enzimatica
(AE) mais elevada apdés 72 h, com 37,7 e 78 pumol/h para T. asperellum T. pinophilus,
respectivamente. O tempo de imobilizacdo e a oferta de espuma influenciaram

significativamente a producdo de fosfatase. A maxima atividade de fosfatase foi obtida com 96
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h de imobilizagao e 9 paralelepipedos de espuma para A. flavus; ja para os fungos 7. pinophilus
e T. asperellum a maxima atividade de fosfatase foi obtida com 72 h de imobilizagdo e 12
paralelepipedos de espuma; e para 4. niger 72 h e 15 paralelepipedos de espuma. O modelo
matematico planejamento composto central rotacional foi usado para verificar a otimizagdo do
tempo de imobilizagdo e oferta de espuma. O coeficiente de determinacio (R?) sobre a
influéncia dos fatores sobre a atividade enzimatica foi de 0,938 para 4. flavus, 0,867 para A.
niger; 0,997 para T. pinophilus. e 0,955 para T. asperellum. O sistema imobilizado de A.
flavus, A. niger, e T. asperellum foi capaz de remover 99,9% do fosforo em 1h10m; e de T.
pinophilus, 99,9% do fosforo em 2 h. Todos os isolados fungicos sdo biorremediadores

potenciais de fosforo em efluentes domésticos.

Palavras-chave: biorremediacao, fosfatase, imobilizagao, poluentes aquaticos.
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ABSTRACT

Fungi are known to degrade a wide variety of materials and compounds. One of the objectives
of this study to analyze the effect of time on the number of scientific production on
bioremediation of effluents using fungi, to evaluate the types of bioremediative pollutants, and
the countries that have used it is approach. As a result of the search for the key words, 3,665
articles were identified in the Web of Science database, but 1,877 directly addressed the theme.
The year with the largest number of articles published was in 2020. Most articles investigate
the removal of dyes by fungi, followed by phenolic compounds, chemical oxygen demand,
heavy metals and pharmaceutical compounds, respectively. The countries with the most
collection points were India, Spain, China, the United States, Brazil and Turkey, respectively.
The countries with the most collection points were India and Spain, respectively. Another
objective of this work was to select fungal isolates with potential to produce phosphatases and
develop a product capable of removing phosphorus from domestic effluents. After screening of
12 fungic isolates in quatitative and qualitative enzymatic tests for phosphate production,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Talaromyces pinophilus and Trichoderma asperellum
were selected as efficient phosphatase producers and candidates to remove phosphorus from
domestic effluents. The fungal isolates were incubated in a minimum culture medium
containing potassium phosphate ranging from 1g L-1 to 4g L-1 to induce phosphatase
production. Commercial polyurethane foams were cut into 1.0 cm x 1.0 cm x 0.7 cm
cobblestones. So the fungal biomass. it was inoculated in a minimum medium containing 5g of
cobblestones (0.71 mm3) of previously autocled commercial polyurethane foams.
Microorganisms grew for 12 days and during this period, the fungi trapped in the foams were
monitored by the characteristic color of each fungus, followed by the measure of acid
phosphatase activity with p-nitrophenyl phosphate. A factorial planning 32 was constructed to
verify the influence of immobilization time (Ti) and foam supply (E) on the production of
phosphatase by fungi. Subsequently, a new factorial planning 5° was constructed to
simultaneously evaluate the effects of reaction time and domestic effluent volume. All fungi
produced phosphatase in the immobilized system, being 4. niger for 12 days, followed by T.

asperellum for 11 days and A. flavus and T. asperellum for 7 days. The isolates A. niger and A.

flavus showed higher phosphatase activity (229 pmol/h), after 192 and 96 h, respectively. T.
pinophilus and T. asperellum showed higher enzymatic activity (AE) after 72 h, with 37.7 and
78 umol/h for T. asperellum T. pinophilus, respectively. Immobilization time and foam supply

significantly influenced phosphatase production. The maximum phosphatase activity was
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obtained with 96 h of immobilization and 9 foam cobblestones for A. flavus; for the fungi T.
pinophilus and T. asperellum, the maximum phosphatase activity was obtained with 72 h of
immobilization and 12 foam cobblestones; and for 4. niger 72 h and 15 foam cobblestones. The
mathematical model central rotational composite planning was used to verify the optimization
of immobilization time and foam supply. The coefficient of determination (R2) on the influence
of factors on enzymatic activity was 0.938 for A. flavus; 0.867 for A. niger; 0.997 for T.
pinophilus. and 0.955 for T. asperellum. The immobilized system of A. flavus, A. niger, and T.
asperellum was able to remove 99.9% of phosphorus in 1h10m; and 7. pinophilus., 99.9% of

phosphorus in 2 h. All fungal isolates are potential bioremediats of phosphorus in domestic

effluents.

Keywords: bioremediation, phosphatase, immobilization, water pollutants.
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INTRODUCAO

Os poluentes, sejam residuos orgéanicos e inorganicos, solidos ou dissolvidos em
chorume, ou efluentes, ndo desaparecem rapidamente quando descartados pelas atividades
humanas. Ao contrario, muitas vezes, a decomposi¢ao ¢ extremamente demorada diante da
quantidade de residuos descartados todos os dias. Nesse cenario de grande volume de residuos
produzidos diariamente, os efluentes, sejam de origem industrial, agricola ou municipal,
ameacam a saude ambiental e publica (GOSWAMI et al., 2021). De forma geral, os principais
constituintes desses tipos de efluentes sdo: excreta humana (i.e., fezes e urina), a4guas de banho,
de processamento de alimentos e de produtos de manutengdo pessoais e domésticos, juntos a
uma grande variedade de tragos de outros compostos organicos e inorganicos (METCALF;
EDDY, 2015).

Estes efluentes acabam sendo lancados em corpos d’aguas receptores, ou seja, corpos
hidricos. O CONAMA, em sua Resolucao no 430/11, dispde sobre condicdes e padroes em
corpos d’aguas receptores e determina que efluentes de qualquer fonte poluidora somente
poderdo ser langados diretamente nos corpos receptores apds o devido tratamento e seguindo
orientacdes legais (capacidade de suporte do corpo receptor, concentragdo de efeitos nao
observados, concentragdo do efluente no corpo receptor, zona de mistura, etc). Diante disso,
empresas publicas e privadas buscam alternativas para atender as exigéncias normativas.

Dentre estas alternativas, existe a possibilidade de biodegradagdo ou biorremediagdo
de efluentes promovida por fungos (ZAPANA-HUARACHE et al, 2020). Os fungos
constituem um grande e diversificado reino de organismos eucaridticos, morfologicamento
classificados como leveduras, fungos filamentosos ou fungos dimérficos (SANCHEZ, 2020).
Sdo conhecidos por degradar ou causar a deterioragdo de uma ampla variedade de materiais e
compostos, processo conhecido como micodegradacao ou micodeterioragdo (SINGH, 20006).

Suas enzimas extracelulares sdo ferramentas utilizadas durante o processo de
decomposi¢cdo da matéria organica, no qual macromoléculas organicas sdo convertidas em
pequenos compostos organicos absorvidos pelas células microbianas (SANCHEZ, 2020). Além
disso, os fungos tém a capacidade de mineralizar compostos organicos, liberando e
armazenando varios elementos ¢ ions e acumulando materiais toxicos (SINGH, 2006). Outras
vantagens incluem a habilidade de se adaptar a mudangas ambientais, como cargas de efluentes
flutuantes, baixo pH e tolerancia a baixa concentrac¢ao de nutrientes ou presenca de varios tipos

de poluentes (SANCHEZ, 2020).
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Diante dessas vantagens, os fungos constituem uma poderosa ferramenta
biorremediativa para diferentes ambientes (solo, corpos hidricos), assim como de &aguas
residuais (BALDANTONI et al., 2017). Nesta pesquisa, analise cienciométrica foi realizada para
verificar como os fungos sdo investigados para tratar diversos tipos de efluentes e a realizagao
de experimentos constatou a eficiéncia de enzimas fungicas por células imobilizadas em

espumas comerciais de poliuretano na remocgao de fosforo de efluentes domésticos.

REFERENCIAL TEORICO

1.1 Efeito do fosforo nos corpos hidricos

O fosforo € um elemento esséncia para todas as formas de vida, mas suas reservas sao
limitadas no planeta (LEI et al., 2020). A presen¢a de fosforo esta relacionada a processos
naturais (dissolugcdo de rochas, decomposicao de matéria organica, fésforo de composicao
celular de microrganismos) ou antropogénicos (esgotos, despejos industriais, detergentes,
fertilizantes, pesticidas, excrementos de animais) (SCHWANKE, 2013). Entretanto,
concentracdes excessivas de fosforo podem influenciar o crescimento exagerado de algas,
levando a eutrofiza¢ao do ambiente (CONLEY et al., 2009).

A eutrofizacdo consiste em um conjunto de respostas biogeoquimicas e ecoldgicas,
diretas ou indiretas, originada pela fertilizacdo antropogénica dos ecossistemas aquaticos
(refeéncia). A eutrofizacdo ¢ causada quando os niveis de carga de nutrientes provenientes de
lancamentos de esgotos domésticos e industriais atingem altos niveis (BITTENCOURT;
PAULA, 2014). Nessas condi¢des, ha rapido crescimento de algas e reducdo dos niveis de
oxigénio na agua, ocasionando a mortandade de peixes, algas e vegetais (WIJAYA;
SOEDJONO, 2018).

O fésforo ¢ o principal causador da eutrofizagdo (CADONA et al., 2018). O ciclo do
fosforo ¢ compreendido pela utilizagao das reservas naturais desse elemento presentes nos solos
e nas aguas pelos seres vivos. Como o nitrogénio possui uma dindmica propria de fixacgdo, cabe
geralmente ao fosforo o papel de limitar a atividade bioldgica. Considerando o fésforo como
nutriente limitante, entendemos que seu excesso pode permitir o desenvolvimento acentuado de
algas e plantas nas dguas, reduzindo significativamente as concentragdes de oxigénio e criando
condic¢des para a mortandade de peixes, algas e vegetais (BITTENCOURT; PAULA, 2014).

Além dos danos ambientais ocasionados por altos niveis de fosforo, existem os riscos

a saude humana, uma vez que os efluentes, provenientes de atividades industriais, domésticas e
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agricultura, sdo tratados, descartados em corpos hidricos e retirados para reutilizacdo por uma
populagdo a jusante (SHON et al., 2006). A Resolucdo do CONAMA 357 de 16 de margo de
2005 esclarece, que o crescimento de cianobactérias em mananciais superficiais com elevados
niveis de nutrientes (nitrogénio e fosforo) e a liberacdo de toxinas produz efeitos adversos a
saude. As cianotoxinas podem ser neurotoxicas, hepatoxicas ou dematoxicas e essas toxinas sao
liberadas quando hé o rompimento da célula, que pode acontecer quando sao aplicados algicidas
ou sulfato de cobre (BORTOLI et al., 2015).

Schwanke (2013, p.105) ressalta que a contaminagdo de aguas superficiais ocorre
principalmente nas grandes cidades, onde, depois de consumida nas residéncias e industrias, a
agua residual, a qual também ¢ chamada de efluente ou esgoto, precisa ser tratada para garantir
a saude da populagdo e reduzir os danos ambientais. Nos centros urbanos, esse tratamento da
agua residual oriunda das residéncias normalmente ocorre nas denominadas estagdes de
tratamento de esgotos (ETE).

Nas ETEs, a agua residual ¢ submetida a tratamento fisicos, quimicos e bioldgicos,
para diminuicao dos contaminantes e devolver ao ambiente um efluente tratado, que atenda aos
padrdes estabelecidos pela legislacdo ambiental. No Brasil, a Resolucao no 357 do CONAMA,
de 17 de margo de 2005 (BRASIL, 2005), alterada pelas Resolucdes 410/2009 e 430/2011,
determina a classificagdo dos corpos de agua e as diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condigdes e os padroes de langamento de efluentes

(SCHWANKE, 2013, p.105).

1.2 Remocio de fosforo de aguas residuais - Tratamento convencional

No Brasil a legislagdo do CONAMA, 2005 estabelece que o nivel critico de P total na
agua é de 0,020 — 0,025; 0,030 — 0,050 e 0,050 — 0,075 mg L ! nas Classes 1, 2 e 3,
respectivamente (BRASIL, 2005). Existem tecnologias baseadas em métodos fisico-quimicos e
biologicos que sdo usadas para remover o fosforo das dguas residuais. O método fisicoquimico
mais empregado ¢ a adicao de sulfato de aluminio ou o cloreto férrico ou a cal. Promove-se,
com isso, a precipitagdo e a sedimentagdo do fosforo, além da reducdo consecutiva dos teores
desse composto, chegando a remover 95% do fosforo (NUNES, 2012; BITTENCOURT;
PAULA, 2014). A desvantagem desse método ¢ o alto custo dos reagentes e a poluicdo

secundaria (RUZHITSKAYA; GOGINA, 2017).
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Convencionalmente, as ETEs aplicam diversos tipos de microrganismos, na terceira
fase do tratamento, em um processo conhecido como lodo ativado (METCALF; EDDY, 2015).
O lodo ativado consiste em uma massa de microrganismos capazes de estabilizar o efluente sob
condigdes aerdbias, aplicado ou na entrada do decantador primario, ou no tanque de aeragao
(NUNES, 2012; SIKOSANA et al., 2019). No tanque de aeragdo, o tempo de contato ¢
proporcional ao tempo de ocorréncia entre a mistura e a aeragao do esgoto afluente com a
suspensao microbiana, também conhecida como s6lidos suspensos no liquor misto (METCALF;
EDDY, 2015).

Existe também o tratamento biologico em condi¢des anaerdbias para remogdo de
fosforo. Neste sistema, as células microbianas de metabolismo anaerobio decompdem os
nutrientes do efluente a partir da matéria organica e armazenam a energia da degradacao desses
compostos em seu interior na forma de adenosina trifosfato (ATP). Se forem conduzidos
adequadamente, os métodos bioldgicos podem remover o fosforo eficientemente

(RUZHITSKAYA; GOGINA 2017).

1.3 Fungos: Ferramenta biorremediativa na remocao de fosforo de aguas residuais

J& ¢ de amplo conhecimento na literatura cientifica que os fungos removem, em
diversos tipos de efluentes, os corantes e outros compostos fenolicos, os metais pesados,
fosforo, nitrogénio, celulose, hemicelulose, lignina, lipideos, hormonios, detergente, petrdleo e
hidrocarbonetos (FU; VIRARAGHAVAN, 2001; BISHNOI et al., 2005; TAMAGAWA et al.,
2006; JAKOVLJEVIC; VRVIC, 2016; DALECKA et al., 2020). Dentre esses trabalhos, varios
géneros sdo apontados como bons biorremediadores de efluentes, como: Trichoderma
(SARAVANAN et al., 2019), Aspergillus (CHUPPA-TOSTAIN, 2020), Phanerochaete,
Saccharomyces, Pleurotus sp. (JIA et al., 2007; SIERRA-SOLACHE et al., 2020). Isso porque
os fungos adquirem nutrientes do ambiente secretando enzimas hidroliticas, que degradam

diferentes recursos (CRUZ, 2019).

Aqueles que sdo produtores de fosfatase extracelular podem adquirir o ortofosfato ou
fosforo inorganico (Pi), absorvendo este recurso apds a catalise no ambiente em que habitam
(NOZAWA et al., 1998; ANAND; SRIVASTAVA, 2012). Isto ocorre em um processo
conhecido como transformacao biologica de fosforo por meio da mineralizagao da fosfatase
extracelular, em que Pi s3o liberados a partir do fésforo organico. O Pi ¢ a forma que pode ser

absorvida por plantas e microrganismos (LIU et al., 2021).
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Alguns fungos sao reconhecidos por remover fosforo, como: A. luchuensis
(DALECKA et al., 2020), 4. niger (Rodrigues et al., 2010), 4. oryzae (JIN et al., 2002),
Aureobasidium sp. (ZENG et al., 2021), Ganoderma lucidum (GUO et al., 2017), Glomus
etunicatum (Gao et al., 2020), Mucor circinelloides (Ye et al., 2015), Pleurotus ostreatus
(HULTBERG; BODIN, 2017), Phanerochaete chrysosporium (LIU et al., 2015), Rhizopus
oligosporus (JIN et al., 2002), Trametes versicolor (GUO et al., 2017), T. harzianum
(HULTBERG; BODIN, 2017) (Tabela 1).

Diversos tipos de efluentes sdo submetidos ao tratamento com fungos na literatura
cietifica, por exemplo, efluentes de industria de cervejarias (ZENG et al., 2021), 4guas residuais
de estrume (HE et al., 2019) e efluentes de processamento de amido (JIN et al., 2002). Alguns
trabalhos demonstram também usam o consoércio de fungos com microalgas ou bactérias, como
Chlorella sorokiniana (TANG et al., 2019) e Chlorella vulgaris (XU et al., 2017), com o

sucesso para remogao de fosforo de efluentes domésticos acima de 87%.

Tabela 1. Estudos sobre remocao de fosforo de efluentes por fungos.

Remocao de fosforo

Autores Tipos de efluentes Microrganismos (%)
Industria de s ]
Jin et al. (2002) processamento de p st us.oryzae © 75,0
. Rhizopus oligosporus
amido
_ ‘ o Geotrichum spp., 53 6.39.9
Guest e Smith (2007)  Industria de minério Penicillium spp.; T
Mucor sp.; Phoma sp. respectivamente
Actinomicetos,
fungos e bactérias
Ma et al. (2009) Doméstico anaerdbias presentes 85,0
em sistema de
infiltragao
Rodtsues etk gogi oo PS8 21
Fungos e bactérias
Wang et al. (2010) Doméstico presentes em sistema 98,0
de infiltragao
Ye et al. (2015) Doméstico Mucor circinelloides 40,1
Digestor de biogas
Liu et al. (2015) em uma fazenda de Phanerochqete 61,0
chrysosporium

porcos



Guo et al. (2017)

Hultberg e Bodin
(2017)

Marinho et al. (2017)

Xu et al. (2017)
Srinuanpan et al.
(2018)

Tang et al. (2019)
DALECKA et al.
(2020)

Gao et al. (2020)

Fazelipour et al.
(2020)

Pazdzior et al. (2020)
Zeng et al. (2021)

Industria de vinho

Efluentes sintéticos
de cervejaria

Solugdo aquosa
Efluente doméstico
sintético
Industria de
processamentos de

frutos do mar
Efluente simulado

Doméstico

Efluentes simulado

com baixo teor de sal

Efluente sintético

Industria de corante

Cervejaria

Ganoderma lucidum
e a microalga:
Chlorella vulgaris
Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus e
Trichoderma
harzianum
Aspergillus niger AN
400
Fungo: Ganoderma
lucidum e a alga:
Chlorella vulgaris

Trichoderma reesei

Aspergillus sp. XJ-2
Trametes versicolor e
Aspergillus
luchuensis

Glomus etunicatum

Aspergillus sp.,
Penicillium sp.,
Fusarium sp.,
Cladosporium sp.,
Rhizopus sp., Mucor
sp., Alternaria sp.,
Paecilomyces sp.,

Stachybotrys sp.
Scopulariopsis sp.,
Aurobasidium sp.,
Chaetomium sp.;
Geotrichum sp.,
Candida albicans.,
Rhodotorula sp. e
Trichosporon sp.
Fungos, bactérias e
cianobactérias
Aureobasidium sp.

85,3

39,5

15,0

89,57

93,0

83,9

99,9

22,5

80,2 para T.
harzianum (maxima
remogao de
fosforo)

98,0
53,5
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Outra vantagem de se usar fungos, ¢ a sua capacidade de quebrar macromoléculas em

particulas menores. Assim, os fungos sdo capazes de agregar valor as aguas residudrias, por

exemplo, transformando-as em fertilizantes (SHON et al., 2006), ou obter um produtor rico em

nutrientes para alimentacdo de animais (SOUZA FILHO et al. 2019). Sendo assim, ¢

interessante que a micorremediacdo seja mais explorada, inclusive para gerar produtos.
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1.4 Efluentes domésticos — Caracterizacio e tratamento convencional

Os efluentes domésticos sao provenientes das residéncias, hotéis, casas de diversoes,
clubes, comércios e centros comerciais, de servicos (saldes de cabeleireiros, consultorios,
clinicas, por exemplo). A norma técnica brasileira NBR 9648 (ABNT, 1986) descreve outra
defini¢ao: “Despejo liquido resultante do uso da 4gua para higiene e necessidades fisioldgicas
humana”. Os principais compostos presentes em efluentes domésticos sdo fezes humanas e
animais, restos de alimentos, sabdes, detergentes (ARCHELA et al., 2003), produtos
farmacéuticos, hormonios, biocidas e metais pesados (NAGHDI et al., 2018; MIRTUTUSAUS;
SARRA, 2020). Ressaltando que a comunidade faz uso de varias substancias, estima-se que 10
mil substancias podem alcancar os efluentes domésticos (DEZOTTI, 2008).

Alguns dos principais parametros utilizados para avaliar e caracterizar o efluente
sanitario bruto e tratado sdo: Potencial Hidrogenidnico (pH), temperatura, Oxigénio Dissolvido
(OD), Nitrogénio Amoniacal (NA), DBO, DQO, Sdlidos Totais (ST), Solidos Totais Fixos
(STF), Solidos Totais Volateis (STV), Solidos Sedimentaveis (S. Sed.), Fosforo Total (PT) e
Oleos e Graxas Residuais (OG) (LOPES, 2015). A diminui¢do da quantidade dos poluentes
existentes nas dguas residuais ocorre nas estagoes de tratamento de efluentes (ETEs), passando
por varios processos de tratamento. As ETEs consistem em locais destinados ao tratamento de
aguas residuais de origem doméstica e industrial (DEZOTTI, 2008). O tratamento convencional
nas ETEs normalmente adota métodos fisicos, quimicos e bioldgicos. E dividido em preliminar,

primério, secundario e terciario (SHON et al., 2006).

O tratamento preliminar remove grosseiramente e prontamente solidos inorganicos
acomodaveis, tais como particulas de areia e graos (SHON et al., 2006). O primdrio consiste em
retirar do esgoto bruto o maximo possivel de solidos em suspensdo por separagdo mecanica e
sedimentadores. O tratamento secundario utiliza os tratamentos bioldgicos, como tanque de
aeragdo com lodos ativados (DEZOTTI, 2008). O oxigénio fornecido e difundido é consumido
por um grupo de bactérias heterotroficas, promovendo o processo de degradacdo da matéria
organica. No tratamento com lodo ativado, o afluente e o lodo ativado sdo intensamente
misturados, agitados e aerados em unidades chamadas tanques de aeracao para, em seguida, o
lodo ativado ser separado do efluente tratado por sedimenta¢do em decantadores. O tratamento
terciario € qualquer processo apos os tratamentos primario € secundario € que tem por objetivo

produzir um efluente de maior qualidade (COSTA, 2019).
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1.5 Imobilizacdo de microrganimos em suporte de poliuretano para remocao de
poluentes

de aguas residuais

As enzimas ou as células fungicas podem ser imobilizadas com métodos simples,
otimizando seu tempo de catalise (MORALIS et al., 2013). A imobilizagdo refere-se a técnica de
confinar/ancorar as enzimas ou células dentro ou em um suporte inerte para sua estabilidade e
reutilizagdo funcional (BRODELIUS, 1985). Das e Adholeya (2015) definem célula
imobilizada como célula que por meios naturais ou artificiais ¢ impedida de se mover

independentemente de suas cé€lulas vizinhas para todas as partes da solucao aquosa do sistema.

A imobilizagdo de células permite sua utilizagdo continua, maior densidade celular,
maior atividade metabolica e protecdo contra acidificagdo (WANG et al., 2020). Uma das
vantagens mais importantes de imobilizar células ou enzimas € a protecdo de perturbacdes
ambientais externas, como estresses abidticos, como congelamento e descongelamento, ciclos
secos e molhados, compostos quimicos toxicos e solventes organicos e outros estresses bioticos,

como enzimas liticas, capazes de lisar a parede celular (D'SOUZA, 2002).

A matriz de espuma de poliuretano ¢ um meio de propagacao ideal, com alta
porosidade para imobiliza¢do de microrganismo, boa resisténcia mecanica e baixo custo (FENG
et al., 2012). Este material tem sido aplicado em processos de remediacdo de efluentes,
incluindo a remogao de corante, fenois, reducdo da demanda quimica de oxigénio, carbono
organico, amonia e fosforo (CHU; WANG, 2011; FENG et al., 2012; VAIRAVEL; MURTY,
2021). Fungos imobilizados em espumas de poliuretano sdo propostos na literatura cientifica
como solugdes para gargalos biotecnologicos, como remo¢do de metais pesados com
Aspergillus terreus (DIAS et al., 2002), redu¢do de cetonas com Diplogelasinospora grovesii
(QUEZADA et al., 2012) e Monascus kaoliang (QUEZADA et al., 2009) e degradacdo de
diclofenaco em efluentes domésticos por Trametes versicolor e Aspergillus Iluchuensis
(DALECKA et al., 2020).

As espumas de poliuretano também ja foram utilizadas para imobilizagdo de
microorganismos com o fim de obter maior producdo de fosfatase. Cianobactérias, como
Nodularia sp., imobilizada produzem altas quantidades de fosfatase alcalina (RAMALINGAM;
PRASANNA, 2006). Serratia sp., bactéria conhecida por produzir fosfatase acida, também foi

imobilizada em espumas de poliuretano para remover metais pesados (U, Ni*" e Co?") em um
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biorreator, contendo anéis de ceramica e glutaraldeido em ligagdo cruzada
(PATERSONBEEDLE; MACASKIE, 2005).

1.6 Caracterizacao de fosfatases

A fosfatase ¢ a enzima que catalisa o fosforo organico por meio da clivagem das
ligagdes éster de fosfato (CHAUDHURI et al., 2017). As fosfatases sdo caracterizadas em
acidas e alcalinas, podendo também ser subdivididas em isoenzimas, diferenciadas por seu pH
6timo. A fosfatase acida é produzida em condi¢des de meio acido e a fosfatase alcalina é
produzida em condigdes de meio alcalino. Além disso, sdo classificadas por seu substrato
especifico, resisténcia a desnaturagdo por calor em varios niveis de pH, separagdo por
cromatografia, inibicdo por fosfato inorganico e sintese de regulagdo por fésforo (SHIEH et al.,
1969). Os principais géneros de fungos que produzem a fosfatase verificados na literatura sdo:
Aspergillus (SHIEH et al., 1969; NOZAWA et al., 1998; DOILOM et al., 2020), Penicillium
(PANDEY et al., 2007), Phanerochaete (ZHAO et al., 2020) e Trichoderma e alguns fungos
micorrizicos (AOKI et al., 2012; LIU et al., 2021).

1.7 Fins biotecnoldégicos das fosfatases

Os microrganismos solubilizadores de fosfato — actinomyces, bactérias, fungos e
leveduras - sdo frequentemente relatados para aumentar a biodisponibilidade de fésforo para as
plantas (DOILOM et al., 2020), e esta agdo ¢ realizada pela enzima fosfatase, que transforma o
fosforo organico em fosforo inorganico que ¢ a forma absorvida pelas plantas (PANDEY et al.,
2007). Fungos do género Trichoderma sao exemplos de organismos solubilizadores de fosforo
e tem sido um dos fungos filamentosos mais estudados para promover a producdo e
desenvolvimento de vérias espécies de monocultura. Tandon et al. (2019) ressaltam que a
aplicacdo desses fungos ¢ ideal em plantagdes em solos aridos ou semiaridos, onde o pH ¢
bastante acido. Isso porque esses organismos podem solubilizar P no solo em condigdes
adversas, e demonstram respostas positivas na promog¢do do crescimento das raizes e
contribuindo para uma regido maior de absor¢ao de nutrientes pelas plantas, conforme
demonstrado por Bononi et al. (2020) em monocultura de soja. Esses autores ressaltam que,
apesar de tais comprovagdes cientificas, a agricultura no Brasil continua dependendo da

fertilizacdo quimica de fosfato.
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A aplicagdo da biomassa de fungos micorrizicos arbusculares (AMF) produz fosfatase
acida, o que satisfaz o aumento da demanda de fosforo de plantas durante a sucessdo florestal,
mantendo alta produtividade das florestas tropicais e subtropicais limitadas por este elemento
(LIU et al., 2021). Além de produzir a fosfatase, AMF secretam acidos organicos, que
solubilizam o fosforo ligado a 6xidos de aluminio ou ferro (Al/Fe) e aumentam a disponibilidade

de fosforo na rizosfera (AOKI et al., 2012).

Mais recentemente, a fosfatase tem sido proposta para remoc¢do de metais pesados.
Zhao et al. (2020) descreveram que a fosfatase e o fosforo inorganico liberado promovem a
remogdo de chumbo em solugdio contendo chumbo (Pb>") e sugerem que pode ser aplicado na
biorremediacdo de chumbo e em outros contextos ambientais. Além disso, existem os fungos
bioacumuladores de polifosfato. Polifosfatos sdo sais ou ésteres de oxianions poliméricos
formados a partir de unidades de POy tetraédrico (fosfato) e ligados pelo compartilhamento de
atomos de oxigénio. Tandon et al. (2019) descrevem o género Trichoderma como um

bioacumulador de polifosfato.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral: Investigar o potencial de células fingicas imobilizadas em espumas

comerciais de poliuretano na remogao de fosforo de efluentes domésticos.

2.2 Objetivos especificos:

e Investigar as tendéncias mundiais sobre as publicagdes a respeito do tema deste
trabalho;
e Seclecionar isolados fungicos potencialmente produtores de fosfatases;

e Imobilizar isolados fingicos em espumas comerciais de poliuretano;

e Verificar a atividade enzimatica da preparacdo imobilizada e otimizar os resultados
mediante design composto fatorial.

e Testar in vitro, dentro da melhor resposta de otimizacdo do processo de atividade
enzimatica da preparacao imobilizada, a capacidade de remocao do fosforo das amostras
de efluentes domésticos coletadas na ETE;

e Verificar a remocao de fosforo dos efluentes mediante os sistemas imobilizados.
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CAPITULO 1

Remediacio de aguas residuais por fungos: Uma analise Cienciométrica

RESUMO

Os fungos sdo conhecidos por degradar uma grande variedade de materiais e
compostos. O objetivo do presente estudo foi analisar a producao cientifica sobre
biorremediacao de efluentes por fungos, analisando-se a tendéncia temporal das publicacdes,
classificacdo de poluentes estudados, e a distribuicao geografica dos estudos com os principais
paises que pesquisam sobre o assunto. A base de dados Web of Science foi utilizada na busca
dos periddicos, no periodo de 1991 a 2021. Foram encontrados 3.665 artigos e apds a leitura de
resumos, apenas 1.877 abordavam remediacao de aguas residuais por fungos. O ano de maior
quantidade de artigos publicados foi em 2020. A maior parte dos artigos investigou a remogao
de corantes por fungos, seguido por compostos fenodlicos, demanda quimica de oxigénio, metais
pesados e compostos farmacéuticos, respectivamente. Os paises que mais apresentaram pontos
de coleta de aguas residuais nos ultimos 5 anos foram India, Espanha, China, Estados Unidos,
Brasil e Turquia, respectivamente.

Palavras-chave: biorremediagao, efluente, poluentes, remogao.
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ABSTRACT

Fungi are known to degrade a wide variety of materials and compounds. The aim of
this study was to analyze the scientific production on bioremediation of effluents by fungi,
analyzing the temporal trend of publications, classification of pollutants studied, and the
geographical distribution of studies with the main countries that research on the subject. The
Web of Science database was used in the search of journals from 1991 to 2021. We found 3,665
articles and after reading abstracts, only 1,877 addressed remediation of wastewater by fungi.
The year with the largest number of articles published was in 2020. Most articles investigated
the removal of dyes by fungi, followed by phenolic compounds, chemical oxygen demand,
heavy metals and pharmaceutical compounds, respectively. The countries that presented the
most wastewater collection points in the last 5 years were India, Spain, China, the United States,

Brazil and Turkey, respectively.

Keywords: bioremediation, effluents, pollutants, removal.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sao capazes de degradar uma ampla diversidade de compostos organicos
(DALECKA et al., 2020). Sao vantajosos devido a producao de atividade extracelular, bem
como a habilidade de resistir as dificeis condi¢des ambientais, baixo pH, tolerancia a baixa
concentragao de nutrientes e resistente contra poluentes organicos e metais pesados (WANG et
al., 2019). Além disso, podem oferecer outros servigos, por exemplo, agregar valor as aguas
residuais, que podem seu usadas como fertilizantes (SHON et al., 2006).

Ha décadas, os fungos sdao conhecidos por serem eficientes em remover poluentes de
aguas residuarias (SINGH, 2006). Porém, estudos buscam obter resultados cada vez melhores,
somando o tratamento biologico a tecnologias ou métodos, convencionais ou inovadores, que
prometem potencializar o trabalho dos fungos na biorremediacdo de efluentes, melhorando,
ainda mais, sua qualidade quando sao langados no ambiente natural. Nesse contexto,
sobressaem métodos que propdem materiais/equipamentos de baixo custo, reutilizaveis, facil
aplicagdo e que ndo geram residuos secundarios ou que possam ser reciclados em outras
atividades.

O estudo cienciométrico sobre a aplicacdao dos fungos em remover poluentes de dguas
residuais, abordando os métodos, poluentes, espécies e locais em que as pesquisas sdo realizadas
poderia apontar tendéncias e lacunas nesta tematica. Garfield e Welljams-Dorof acrescenta
ainda que a cienciometria ¢ capaz de nortear os gestores de politicas publicas, pesquisas
corporativas e administradores de universidades, que precisam de indicadores sobre ciéncia e
tecnologia validos e confidveis para identificar especialidades emergentes, por exemplo. Diante
disso, os objetivos deste estudo foram analisar o efeito do tempo sobre o nimero de producdo
cientifica sobre biorremediacdo de efluentes utilizando fungos, avaliar os tipos de poluentes
biorremediativos, pardmetros de qualidade utilizados e os paises os quais tem utilizado esté

abordagem.

2. MATERIAL E METODOS

O foco da investigagdo sdo estudos que aplicam fungos na remocdo de poluentes, de
aguas residuais, meio de cultura ou solucdes aquosas. A pesquisa foi realizada na base da dados
do Web of Science, com os seguintes termos de busca: (TS=((fung* OR mushroom®*) AND
(remediation* OR bioremediation* OR mycoremediation* OR treatment®* OR remov* OR

biosor*)(wastewater* OR sewage* OR effluent*)). O filtro para somente “artigos” foi aplicado.
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Apos a triagem, foi realizado uma tendéncia temporal e uma classificagao das pesquisas por
poluente. Os dados foram trabalhados com auxilio do software Microsoft Exel. De posse dos
resultados, uma selecdo de artigos que realizaram pesquisas in loco nos ultimos 5 anos foi
realizada para obter dados mais recentes de distribuigdo entre paises, pois os autores que testam
remogao de poluentes em meios de cultura e solugdes aquosas dificilmente mencionam os locais
onde as pesquisas ocorreram. Os dados foram obtidos por meio de uma pré-selegdo a partir dos
resumos e leitura dos materiais e métodos do artigo completo. Em seguida, as coordenadas
geograficas dos pontos foram convertidas para coordenadas decimais e planilhadas com auxilio
do software Exel. A planilha foi convertida em “txt” e depois, dentro do software livre, de
geoprocessamento QGIS 3.10, uma camada vetorial de pontos com datum WGS84 foi

adicionada contend as informagdes georreferenciadas dos artigos. O commando utilizado foi

“adicionar camada de texto delimitado”. Logos apo6s, foi adicionado outra camada vetorial do

tipo shapefile de delimitagdo dos paises do mundo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do tempo sobre o numero de publicacdes

Como resultado da busca pelas palavras chaves (TS=((fung®* OR mushroom*) AND
(remediation®* OR bioremediation* OR mycoremediation* OR treatment* OR remov* OR
biosor*)(wastewater* OR sewage® OR effluent*)), foram identificados 3.665 artigos na base
de dados Web od Science. Apos a triagem com a leitura de resumos, restaram 1.877. Com a
analise dos dados, ¢ possivel verificar que houve um crescente aumento no numero de
publicacdes ao longo do tempo. Na ultima década, o nimero de publicacdes aumentou, sendo

ano de maior quantidade de artigos publicados foi em 2020 (160) (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do tempo sobre o numero de publicac¢des de periddicos que aplicaram fungos
na remogao de poluentes, solu¢des aquosas ou meios de cultura.

O aumento de langamento de aguas residuais no ambiente prejudica a satide humana e
ambiental em todo o mundo, se ndo devidamente tratado. Essa problematica de danos
ambientais tende a se agravar com a incapacidade dos governantes de gerir os recursos naturais
limitados, e, por fim, promove o aumento de publicacdes de pesquisas com a tematica de
biorremediacdo (HERBIG, 2019). Cria-se entdo financiamento de pesquisas inovadoras,
desenvolvendo biotecnologias que podem ser usadas para proteger o meio ambiente e promover
saude da comunidade (WU et al., 2018).

A organizagao de eventos mundiais que buscam minimizar os danos ambietais também
pode ser um impulsionador realizacdo e publicagdo de pesquisas cientificas. Em 2015, 193
paises membros da Organizagdo das Nacgdes Unidas (ONU) se reuniram para elaborar uma
Agenda. A agenda 2030 estabelece 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel. O objetivo
6 busca assegurar a disponibilidade e gestao sustentavel de d4gua e saneamento para todos.

Acrescenta-se a isto o objetivo 6.3, que descreve sobre o tratamento de dguas residuais:

Até 2030, melhorar a qualidade da agua, reduzindo a poluicdo, eliminando despejo e
minimizando a liberacdo de produtos quimicos e materiais perigosos, reduzindo a
metade a propor¢ao de dguas residuais ndo tratadas e aumentando substancialmente a
reciclagem e reutilizagdo segura globalmente (AGENDA, 2020).

3.2 Poluentes e Parametros de Qualidade

A maior parte dos artigos investigam a remoc¢ao de corantes por fungos (926), seguido

por compostos fenolicos (643), metais pesados (532) e compostos farmacéuticos (259). Ha
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lacunas a serem preenchidas quanto a remoc¢ao de nitrogénio (41), fosforo (20), oleos (18),
lignina (16), pesticida (5), cianeto (5), detergente (5), agucares (4), celulose (3), entre outros,
citados na figura 2. Em relacdo aos pardmetros de qualidade como Demanda quimica de
oxigénio (DQO) (639), cor (28), DBO (22), Carbono Organico Total (COT) (15) Total de
Solidos Suspensos (TSS) (13). Os parametros menos estudados sdo: Turbidez (6), Toxicidade
(5), Solidos Secos Totais (2) e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) (1) (Figura 3).
Aguas residuais contendo corantes e compostos fendlicos tém gerado preocupacdes da
comunidade e da comunidade cientifica, devido sua toxicidade, compostos cancerigenos,
propriedades mutagénicas e pouca biodegradabilidade (JUN et al., 2019). As aguas residuais
coloridas estdo tornando-se uma grande preocupagdo no sentido de devolver ao ambiente em
melhor qualidade, porque sdo muitas fontes que as produzem: industrias téxteis, de papéis, de
plasticos, impressoes, couros e papéis (BHARATHI et al., 2022). Essas tendéncias apontam o

aumento do interesse desta area entre a comunidade cientifica.



Copper oxide nanoparticles (CuO NPs)
2-Naftol

Acido htimico

Acgtcar

Aminoéacio

Celulose

Cianeto

Compostos aromaticos
Compostos farmacéuticos
Compostos fendlicos

Cor

Corante

Detergente

Formaldeido

Fésforo

Ftalato

Herbicida
Hidrocarboneto

Poluentes

Hormonios

Lignina

Lodo

Metal pesado

Nitrogénio, nitrito, nitrato e amonia
Oleo

P-Cresol

Pesticida

Polimero acido de 2-naphthalensulfonic
Tetraidrofurano

Triclosan

41

" 16

5

M 3 5
41
¥ 18

0

N = I

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Nimero de publicacdes

Figura 2. Numero de periddicos apresentando os poluentes investigados em processos

biorremediativos por fungos.



42

Total de S6lidos Suspensos Il 13
Carbono organico total I 15

cor Ml 28

Demanda biolégica de oxigénio il 22

Demanda quimica de oxigénio  JMIMMMmmmmmmummmmmmm, 639

Sélidos Secos Totais 2

Parametros de Qualidade da agua

Toxicidade | 5

Turbidez | 6

0 100 200 300 400 500 600 700

Numero de Publicacoes
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em processos biorremediativos por fungos.

3.3 Aplicacao dos fungos em processos biorremediativos

Mediante a leitura dos resumos, 105 espécies de fungos foram aplicadas para remover
poluentes de efluentes reais, meios de cultura ou solugdes aquosas. As espécies mais aplicadas
foram: Trametes versicolor (174), Aspergillus niger (144), Phanerocheate chrysosporium

(127), Pleurotus ostreatus (93) e Ganoderma lucidum (34).

O género Trametes foi citado em pesquisas aplicando outras quatro espécies, além de
T. versicolor: Trametes hirsuta (17), Trametes pubescens (13), Trametes villosa (9), Trametes
trogii (7). Em 4 pesquisas, a espécie ndo foi mencionada no resumo. Aspergillus foi o género
que mais variou a quantidade de espécies, sendo 13, além de A. niger: Aspergillus flavus (39),
Aspergillus terreus (25), Aspergillus fumigatus (24), Aspergillus oryzae (24), Aspergillus
versicolor (13), Aspergillus nidulans (9), Aspergillus lentulus (6), Aspergillus aculeatus (3),
Aspergillus carneus (2), Aspergillus sydowii (2), Aspergillus arcoverdensis (1) e Aspergillus
keratitidis (1). Em 14 pesquisas a espécie ndo foi identificada. O género Phanerochaete usou
também a espécie Phanerochaete sordida (4). Para o género Pleurotus, além de Pleurotus

ostreatus, foram aplicadas em pesquisas outras 3 espécies: Pleurotus sajor-caju (20), Pleurotus
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eryngii (12) e Pleurotus florida (8). Em 3 trabalhos, a espécie ndo foi identificada. Por fim, o
género Ganoderma, também envolveu as espécies: Geotrichum candidum (12), Ganoderma

cupreum (2) e em 1 trabalho, a espécie nao foi identificada.

3.4 Distribuicio geografica das pesquisas

Os trabalhos investigaram a remoc¢do de poluentes de solu¢des aquosas, meio de
cultura e efluentes reais, que seriam aqueles industriais, municipais ou agroindustriais. De 2017
a 2022, apenas 114 pontos foram encontrados de pesquisas realizadas mediante coletas (Figura
3). A pesquisa in loco € importante, porque as substancias presentes nos efluentes, muitas vezes
nao sdo controladas (DEZOTTI, 2008), o que permitiria testar a capacidade de adaptacdao dos
fungos, uma vez que no geral, sdo bons decompositores. Os paises que mais apresentaram
pontos de coleta de efluentes foram India (26), Espanha (15), China (12), Estados Unidos (7),
Brasil (6) e Turquia (6), respectivamente. Esses dados apontam quais paises estdao
desempenhando esforcos para remover poluentes de efluentes com ferramentas biotecnoldgicas,

com experimentos in Vvitro.
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3.5 Métodos empregados no tratamento de efluentes por fungos

3.5.1 Imobilizacdo/encapsulamento de enzimas ou células fungicas

A imobilizagao refere-se a técnica de confinar/ancorar enzimas ou células dentro de
um suporte inerte para sua estabilidade e reutilizacdo funcional (MORAIS et al., 2013). Os
suportes para células/enzimas podem ser provenientes de compostos diversificados: Alginato,
PVC, espuma de poliuretano, quitosana, lodo e biomassa fungica. Os trabalhos buscam, muitas
vezes, por meio da biomassa imobilizada, aumentar produgdo enzimatica, tempo de catalise,
reutilizagdo do sistema, maior densidade celular, maior atividade metabdlica, protecao contra
acidificacdo do meio ou, no caso da imobilizacdo enzimatica, promover uma estabilidade na
conformagao estrutural, para que a enzima nao perca sua funcao devido as variagdes do meio -
pH ou presenca de outros compostos (MORALIS et al., 2013; L. WANG et al., 2020).

Trabalhos aplicam a imobilizagdo de células/enzimas em alginato. O alginato ¢ um
polissacarideo, presente nas paredes de algas marinhas pardas do Filo Phaecophyta e na capsula
celular de algumas bactérias. Com bons resultados de remoc¢do da matéria organica, ja foram
imobilizados os fungos P. chrysosporium (Sierra-Solache et al., 2020; Sierra Solache et al.,
2016), A. niger (ABD; AZZA, 2017), entre outros. Outras técnicas de tratamento foram
adicionadas a imobiliza¢@o e, quanto mais processos existem, a tendéncia ¢ alcancgar resultados
mais satisfatorios. Por exemplo, P. chrysosporium, encapsulado dentro alginato, alcool
policinilico e grafeno, reduziu 70% de DQO em efluentes téxteis em 7 dias, no entanto, 90%
foi alcancado quando somado a ultrafiltracio com membranas (SIERRA-SOLACHE et al.,
2020).

Em pesquisa mais recente, P. chrysosporium foi imobilizado em PVC, mediante
modificac¢do na superficie de PVC com reacao de fotopolimerizacao por enxerto. O tratamento
removeu 90% dos materiais organicos presentes em efluentes de matadouro (DQO, BDO,
nitrogénio total e solidos totais) e metais pesados (HERNANDEZ-AGUIRRE et al., 2020). A
espuma comercial de poliuretano também ¢ mencionada, principalmente, para obter maior
producao enzimatica a partir da biomassa aprisionada. Bjerkandera adusta foi imobilizado a
fim otimizar a catalise da DQO por manganés peroxidase (BARDI et al., 2017).

Houve estudos que a matriz foi a propria biomassa fingica como fungos filamentosos
(SRINUANPAN et al., 2018) e Ganoderma lucidum (GUO et al., 2017) formaram pelotas a fim
de imobilizar microalgas na biomassa fungica. O processo foi eficiente para remover 93% do
fosforo, 74% de DQO e 44% de nitrogénio por fungos filamentosos, ¢ 79% de DQO, 4% de

nitrogénio e 74% de fosforo por G. lucidum. Além desses trabalhos, j4 foi realizado imobilizado,
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em lodo de tratamento de efluentes domésticos, Penicillium corylophilum e A. niger, removendo

94% da DQO e 98% de turbidez (MANNAN et al., 2005).

3.5.2 Fotocatalise

Alguns trabalhos usam o tratamento bioldgico com fungos em combinagdo com
atividade fotocatalitica (BARRETO-RODRIGUES et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2015). A
fotocatalise ¢ uma técnica baseada na ativagdo de um material semicondutor por luz solar ou
artificial (BARRETO-RODRIGUES et al., 2009).

O fungo P. chrysosporium foi adicionado ao tratamento com fotocatdlise
(nanoTiO2/UV, nano-Fe203/UV, nanoTiO2/H202/UV e nano-Fe203/H202/UV). Foi
possivel alcangar 38% de remocao de DQO, 31% de compostos fenolicos totais, 14% de
compostos aromaticos e 43% de cor (NOGUEIRA et al., 2015). A técnica apresentou excelentes
resultados com Aspergillus sp em efluente de uma industria que usa algodao como matéria-
prima para produzir polpa alcalilina da nitrocelulose (NaOH). A combinac¢do do tratamento
bioldgico com a fotocatalise mostrou um aumento na remog¢ao de 92% de compostos fenolicos,
4,9% de toxicidade e 62% de carbono organico total (¢) (BARRETO-RODRIGUES et al.,
2009).

3.5.3 Biofloculantes

Os biofloculantes sdo produtos derivados do metabolismo microorganismos,
incluindo fungos, que sao eficientemente aplicados na remocao da matéria organica em diversos
tipos de efluentes. Podem ser constituidos por polissacarideos, proteinas ou glicoproteinas (LI
et al., 2021). Trata-se de produtos ndo toxicos, ambientalmente sustentdveis e superam as
desvantagens dos floculantes inorganicos (sulfato de aluminio e hidrato de cloro-aluminio) e
sintéticos organicos (poliacrilamida), amplamente usados em aguas residuais industriais,
podendo causar problemas ambientais (ALJUBOORI et al., 2014; LI et al., 2021).

Produtos soluveis microbianos (PSM) sdo polissacarideos liberados do metabolistmo
de P. chrysosporium que mostram alta atividade biofloculante. PSM ndo ¢ toxico, sendo
ambientamente sustentavel, com a capacidade de superar desvantagens de floculantes
inorganicos e sintéticos de alto peso moleclar. Com esse sistema, a DQO foi removido
eficientemente de efluentes domésticos (LI et al., 2021).

A. niger também foi estudado por sua capacidade de produzir biofloculante,

denominado como PM-5, constituido de carboidrato e proteina. PM-5 apresentou capacidade
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de remocao de 63% de turbidez de efluentes de usina de extracdo 6leo de palma (ALJUBOORI
etal., 2014).

3.5.4 Consorcio de microorganismos

Outro método que os autores testam ¢ a interacdo entre diferentes microrganismos. Os
microorganismos sdo inoculados no mesmo meio para crescer juntos e sua interagdo ¢
observada. Ha experimentos de consorcio de dois ou mais microorganimos, sendo fungo com

alga, com bactéria, com planta e entre diferentes isolados fungicos.

Em geral, os resultados do consoércio sdo bons. O resultado depende de os
microorganismos conviverem bem no mesmo ambiente, podendo assim reunir as vantagens que
oferecem, por exemplo, 93,9% de remocao de fosforo em solucdo aquosa por Aspergillus sp.
XJ-2 e amicroalga Chlorella sorokiniana XJK (TANG et al., 2019); 97,8 de remocao de DQO
por trés fungos: Chaetomium globosum IMA1, Aspergillus niger € Rhizopus oryzae (AJIMI et
al., 2018).

4. CONCLUSAO

O estudo cienciométrico sobre biorremediagdo de dguas residuais por fungos permitiu
tracar o perfil das pesquisas, sua distribuicdo temporal entre paises, bem como o foco das
pesquisas, permitindo identificar tendéncias e lacunas na exploragdo da area tematica. Foi
possivel constatar o crescimento de publicagdes nas Ultimas décadas, sendo o ano de maior
publicacdo em 2020, em que os corantes € os compostos fendlicos sdo objetos de estudos da
maior parte das pesquisas € que had escassez de pesquisas investigando remog¢do de outros
poluentes, por exemplo, fosforo, celulose e 6leos. Os pardmetros de qualidade mais investigados
sao: DQO, cor e COT. Ha poucos estudo quanto aos outros parametros: Turbidez, Toxicidade,
Soélidos Secos Totais e DBO. Os paises que mais realizaram coletas de efluetes, desde 2015 sdo
ndia e Espanha. De acordo com os dados, perspectivas futuras sdo de que o aumento de
pesquisas cientificas com o passar do tempo continue ocorrendo, principalmente relacionadas a
remog¢ao de corantes, uma vez que a industria té€xtil, e a producao de plasticos, impressoes,
cosméticos, couros e papéis crescem cada vez mais no contexto do capitalismo.
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CAPITULO 2

POTENCIAL DE FUNGOS IMOBILIZADOS EM ESPUMAS
COMERCIAIS DE POLIURETANO SOBRE A REMOCAO DE
FOSFORO DE EFLUENTES DOMESTICOS

RESUMO

A fosfatase (EC 3.1.3.2), enzima que transforma o fosforo organico em fésforo inorgénico por
meio de hidrélise com a formagao do ortofosfato, esta envolvida em processos biotecnoldgicos,
incluindo a biorremediacgdo de efluentes domésticos e industriais. Neste trabalho o objetivo foi
avaliar o potencial de Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Talaromyces pinophilus e
Trichoderma asperellum aprisionadas em espumas de poliuretano para remover fosforo de
efluentes domésticos. Os isolados fingicos foram inoculados no meio Pikovskaya para analise
qualitativa da atividade fosfatase. Em seguida foi utilizado o meio de cultura minimo contendo

potassio (1g a 4g L) para induzir a producio de fosfatase. Entdo, a biomassa fingica foi
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inoculada em meio minimo contendo 5g de paralelepipedos (0,71 mm?) de espumas comerciais
de poliuretano. Os micro-organismos cresceram por 12 dias e durante esse periodo, os fungos
aprisionados nas espumas foram monitorados pela cor caracteristica de cada fungo, seguido
pela medida de atividade de fosfatase 4cida com p-nitrofenil fosfato. Foi construido um
planejamento fatorial 2% para verificar a influéncia do tempo de imobilizagio (Ti) e oferta de
espuma (E) sobre a producao de fosfatase pelos fungos. Posteriormente, um novo planejamento
fatorial 3° foi construido para avaliar simultaneamente os efeitos do tempo de reacdo e do
volume de efluente doméstico. Somente 7. pinophilus. e A. niger foram capazes de solubilizar
o fosfato tricalcico no meio Pikovskaya, no entanto, a indugao de producao de fosfatase ocorreu
com fosfato de potassio a 4 gL' para A. flavus, T. pinophilus e T. asperellum e a 1 gL™! para A.
niger. Todos os fungos produziram fosfatase apds aprisionamento em espumas de poliuretano,
sendo A4. niger por 12 dias, seguido por 7. asperellum por 11 dias e 4. flavus e T. asperellum
por 7 dias. Os isolados A. niger e A. flavus apresentaram maior atividade de fosfatase (229
umol/h), depois de 192 e 96 h, respectivamente. 7. pinophilus e T. asperellum apresentaram
atividade enzimdtica (AE) mais elevada apos 72 h, com 37,7 ¢ 78 umol/h T. asperellum T.
pinophilus, respectivamente. O planejamento composto central rotacional foi aplicado para
otimizar o volume da oferta do sistema imobilizado e o periodo de imobilizagao para melhor
resposta da atividade enzimatica. As duas variaveis independentes foram fatores significativos
(p<0,05) para a produgdo de fosfatases, sendo que a maxima atividade de fosfatase foi obtida
com 96 h de imobilizacdo e 9 paralelepipedos de espuma para A. flavus, 72 h de imobilizagdo e
12 paralelepipedos de espuma para 7. pinophilus e T. asperellum , e 72 h e 15 paralelepipedos
de espuma para 4.niger. O modelo matematico apresentou um coeficiente de determinagéo (R?)
de 0,938 para A. flavus; 0,867 para A. niger; 0,997 para T. pinophilus. e 0,955 para T.
asperellum. O sistema imobilizado de A4. flavus, A. niger, e T. asperellum foi capaz de remover
99,9% do fosforo em 1h10m; e de 7. pinophilus., 99,9% do fosforo em 2 h apds a incubacao
com o efluente doméstico. Todos os isolados fungicos sdo biorremediadores potenciais de

fosforo em efluentes domésticos.

Palavras-chave: Imobilizacao de células, micodegradacdo, micorremediagao.
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ABSTRACT

Phosphatase (EC 3.1.3.2), an enzyme that transforms organic phosphorus into inorganic
phosphorus by hydrolysis, forming orthophosphate (PO4), is involved in biotechnological
processes, including the bioremediation of domestic and industrial effluents. In this work the
objective was to evaluate the potential of Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Talaromyces
pinophilus. and Trichoderma asperellum trapped in polyurethane foams to remove phosphorus
from domestic effluents. The fungal isolates were inoculated on Pikovskaya culture medium for
qualitative analysis of phosphatase activity. Then the minimal culture medium containing
potassium ranging from 1g L' to 4g L'! was used to induce phosphatase production. Then, the
biomass of A. flavus, A. niger, T. pinophilus. and T. asperellum was inoculated in minimal
medium containing 5,0 g parallelepipeds of commercial polyurethane foam (0.71 mm?)
previously autoclaved. The entrapment immobilization process was monitored for each fungus
and the acid phosphatase activity was tested with p-nitrophenyl phosphate. A factorial design
22 was constructed to verify the influence of immobilization time and foam supply on
phosphatase production by the fungi. Subsequently, a new factorial design 3% was constructed

to simultaneously evaluate the effects of reaction time and volume of domestic wastewater.
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Only T. pinophilus and A. niger were able to solubilize tricalcium phosphate in Pikovskaya
medium, however the induction of phosphatase production occurred with potassium phosphate
at 4 gL' for A. flavus, T. pinophilus and T. asperellum and 1 gL' for A. niger. All fungi
produced phosphatase in the immobilized system, being A. niger for 12 days, followed by T.
asperellum for 11 days and A. flavus and T. asperellum for 7 days. The isolates A. niger and

A. flavus showed higher phosphatase activity (229 umol/h) after 192 h and 96 h, respectively.
T. pinophilus and T. asperellum showed higher enzymatic activity after 72 h, with 37.7 umol/h
and 78 umol/h respectively. Central composite rotational planning was applied to optimize the
volume of supply of the immobilized system and the period of immobilization for better
response of enzymatic activity. The two independent variables were significant factors (p<0.05)
for the production of phosphatase, and the maximum phosphatase activity was obtained with
96 h of immobilization and 9 foam cobbles for A. flavus, 72 h of immobilization and 12 foam
cobblestones for T. pinophilus and T. asperellum , and 72 h and 15 foam cobblestones for
A .niger. The mathematical model presented a coefficient of determination (R?) of 0.938 for 4.
flavus; 0.867 for A. niger; 0.997 for T. pinophilus and 0.955 for T. asperellum. The immobilized
system of A. flavus, A. niger, and T. asperellum were able to remove 99.9% of phosphorus in
1h10m and 7. pinophilus, 99.9% of the phosphorus in 2 h after incubation with the domestic

effluent. All fungal isolates are potential bioremediators of phosphorus in domestic effluent.

Keywords: Cell immobilization, mycodegradation, mycoremediation.
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1. INTRODUCAO

Diferentes atividades humanas geram residuos que contaminam o ambiente e
desequilibram os ecossistemas. Nos ambientes aquaticos, a poluicdo gerada pelo esgoto
doméstico estd diretamente associada a eutrofiza¢do nos cursos d’agua (PREISNER et al.,
2020). A eutrofizacdo acarreta alteragdes de parametros da agua importantes para o
abastecimento (p. ex. claridade, odor e sabor da agua), produz consequéncias negativas para a
saude e bem-estar da populagdo, além de modificar a composicao da biodiversidade, estrutura
trofica, ciclos biogeoquimicos e promove a floracao de algas, macroéfitas e cianobactérias, com
espécies potencialmente toxicas (LE MOAL et al., 2019). O fosforo ¢ o principal componente
responsavel pela eutrofizacdo dos corpos hidricos (LI et al., 2013), e isto pode prejudicar a satde
humana, pois o crescimento dessas espécies libera muitas toxinas (BRASIL, 2005).

O fosforo presente nos efluentes tem origem de diversas fontes organicas, como
materiais fecais, detergentes sintéticos, produtos de limpeza doméstica e usos industriais,
institucionais e comerciais (BALI; GUEDDARI, 2019). A legislagdo brasileira tem exigido
baixos niveis de fosforo para o langcamento dos efluentes nos corpos d’agua. A Resolugdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 357 de 16 de margo de 2005 estabelece que

os niveis de fosforo adequados para descarte sejam de: “até 0,030 mg/L, em ambientes 1énticos;
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e até 0,050 mg/L, em ambientes intermediarios, com tempo de residéncia entre 2 e 40 dias, e
tributarios diretos de ambiente léntico” (BRASIL, 2005).

Meétodos fisicos, bioldgicos e quimicos para remover fosforo de efluentes tém sido
desenvolvidos, incluindo precipitacdo quimica, adsor¢do, sistemas de membrana e processos
bioldégicos (MOHAMMED; SHANSHOOL, 2009; LOGANATHAN., 2014; LUO et al., 2016;
HULTBERG et al., 2017; PENG et al., 2018). Porém, a remocao bioldgica do fosforo ¢
econOmica, ambientalmente sustentavel e permite a recuperagdo dos recursos do fosforo.
Enzimas fosfatases produzidas por fungos sdo solugdes biotecnoldgicas eficientes para remover
o fosforo de aguas efetivamente (YE et al., 2015) podendo remediar efluentes domésticos,
industriais e nucleares (ANUPAMA et al., 2012). A fosfatase (EC 3.1.3.2) transforma o fosforo
organico em fosforo inorganico por meio da hidrolise, formando o ortofosfato (PO4) (BALI;
GUEDDARI, 2019). Linhagens dos géneros Trichoderma e Aspergillus sdo produtoras de
fosfatase, conhecidas por remover fosforo eficientemente de 4guas residuais (KAPRI;
TEWARI 2010; NARENDRAN et al., 2019).

A catalise enzimatica pode ser otimizada com métodos simples de imobilizagao celular
em diferentes matrizes. A espuma de poliuretano tem sido aplicada como suporte para o
crescimento de microrganismos com a finalidade de remover poluentes de aguas residuais,
incluindo corante, fenoéis, reducao da demanda quimica de oxigénio, carbono organico, amodnia
e fosforo (CHU; WANG, 2011; FENG et al., 2012). Fungos imobilizados em espumas de
poliuretano sdo propostos na literatura cientifica como solugdes para gargalos biotecnoldgicos.
Por exemplo, remog¢ao de 100% dos metais pesados com Aspergillus terreus (DIAS et al., 2002)
e redugdo de cetonas com os fungos Diplogelasinospora grovesii (QUEZADA et al., 2012) e
Monascus kaoliang (QUEZADA et al., 2009). A aplicagdo das espumas mostrou-se eficiente
na remogao de fosforo no estudo de Guo et al. (2010), que obteve 100% de remocao de fosforo
com uso das espumas em 3 horas.

Este trabalho objetivou selecionar isolados fungicos com potencial para produzir
fosfatases e desenvolver um produto capaz de remover fosforo de efluentes domésticos. Para
isso, foram testadas técnicas de imobilizagdo celular, utilizando como suporte espumas
comerciais de poliuretano por ser um material com alta porosidade, boa resisténcia mecanica e
baixo custo (FENG et al., 2012). Para obter bons resultados de remocgao de fosforo de efluentes,
foi realizado um planejamento fatorial para investigar a influéncia da oferta de sistema
imobilizado e periodo sobre a AE. A hipotese deste trabalho ¢ que fungos potencialmente
produtores de fosfatases, ancorados em sistema imobilizado, sdo capazes de remover fosforo de

efluentes domésticos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Screening qualitativo da atividade de fosfatase

Para o presente estudo foram utilizados ensaios envolvendo 12 diferentes isolados
fungicos da cole¢do de culturas de fungos do Laboratorio de Micologia Bésica, Aplicada e
Divulgacao Cientifica (FungilLab) da Universidade Estadual de Goias (UEG) — Campus Central
Sede: Anapolis-GO (Tabela 1). Os isolados fungicos foram reativados da colecdo a partir da
inoculagdo em placas de Petri contendo o meio Batata Dextrose Agar (BDA) e incubagio em

BOD a 27 °C.

Tabela 1. Isolados fungicos do Laboratorio de Micologia Basica, Aplicada e Divulgacao
Cientifica (FungilLab) da Universidade Estadual de Goias (UEG) — Campus Central Sede:
Anépolis-GO utilizados em Screening atividade de fosfatase.

Isolado Espécie

SXS 670 Cunninghamella echinulata
SXS 639 Aspergillus niger
SXS 645 Aspergillus flavus
SXS 672 Talaromyces pinophilus
SXS 671 Trichoderma asperellum
THA 47 Indeterminada
THA 50 Indeterminada
THA 60 Indeterminada
THA 69 Indeterminada
THA 80 Indeterminada
THA 84 Indeterminada

Para a andlise enzimatica qualitativa da fosfatase, foi avaliada a solubiliza¢do de
fosfato tricalcico (Caz(PO4)2) em fosfato inorganico no meio Pikovskaya (PVK) dgar, segundo
o método de Pikosvkaya (1948). Um litro de PVK 4agar contém (g/L): 0,5 g (NH4)2SO4, 0,1 g
MgS0O4-7H20, 0,02 g NaCl, 0,02 g KCl, 0,003 g FeSO4-7H20, 0,003 g MnSO4-H>0, 5 g Ca3
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(PO4)2, 10 g glicose, 0,5 g de extrato de levedura, 15 g de agar, completado para 1000 mL de
agua destilada. O meio foi autoclavado a 121 °C por 15 min e disposto em placas de Petri

esterilizadas (9 cm de diametro).

Os isolados fungicos foram inoculados a partir de discos (5 mm de diametro) de cultura
miceliada em BDA, os quais foram dispostos no centro das placas de Petri contendo meio PVK
agar, suplementado com 0,5% (p/v) de fosfato tricélcico. O grupo controle foi inoculado em
meio BDA. As culturas foram incubadas por 7 dias a 28 °C. Foram testadas trés réplicas para
cada isolado fingico. O diametro, em centimetros, da zona clara ao redor da coldnia de cada
isolado foi medido no 1°, 3°, 5° ¢ 7° dia de incubagdo. O indice de solubilizagao do fosfato foi

calculado de acordo com a seguinte férmula:

(diametro da colonia + diametro da zona clara)
IS =

diametro da colonia
Onde IS = Indice de solubilizagéo.

2.2 Screening quantitativo por fungos com atividade fosfatase

Fungos j& conhecidos na literatura cientifica como bons produtores de fosfatase foram
selecionados para esses ensaios e alguns isolados fingicos ndo conhecidos para esse fim
também foram testados a fim de evidenciar novidade cientifica para esses microrganismos
isolados de solos do Cerrado. Os fungos pré-selecionados da cole¢@o de cultura do FungilLab
(Tabela 1) foram inoculados em meio minimo modificado pH 4,0 (SOUZA et al., 2011). Um
litro de meio minimo modificado contém: 1,0 g a 4,0 g KH>PO4; 0,3 g CaCl,.6H20; 1,4 g
(NH4)2SO04; 0,3 g MgS04.7H20; 0,5% (p/v) de glicose e 0,25% (p/v) de extrato de levedura.
Dentre os fungos que apresentaram atividade fosfatase no meio minimo, foi testada também a
AE no meio TLE modificado pH 6,5. Um litro de meio TLE modificado contém: 0,3 g
CaCl2.6H20; 1,4 (NH4)2S04; 0,3 g MgS04.7H20 e 2,5% (p/v) glicose.

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer (100 mL) contendo 50 mL de meio minimo
modificado. Os isolados fungicos foram inoculados de acordo com o método de Kapri e Tewari
(2010), a partir de quatro discos (5 mm didmetro) de cultura ativa em meio BDA. A incubacao
foi realizada a 28 °C em uma incubadora shaker a 120 rpm por 5 dias. O experimento foi
conduzido em triplicata. Uma aliquota de 5 mL foi retirada periodicamente de cada frasco de

cultura em 48, 72 e 96 h de incubacdo. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro Watman n°1.
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2.3 Determinacao da atividade enzimatica

O screening de fosfatase no meio de cultura foi determinado usando substrato
pnitrofenilfosfato (p-NPP) a 5 mM, sendo 10 pL de solu¢do enzimatica, 20 pL de solugdo p-
NPP e 100 uL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 4,8 em banho maria a 37 °C. Depois de
15 min, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de 100 pL de NaOH 100 mM (LEITAO et al.,
2010). A adicao da base desenvolve coloragdo amarela, caracteristica da presenca de pnitrofenol
em meio alcalino. A atividade da fosfatase foi calculada por meio da quantidade de enzima
capaz de produzir 1 pmol de p-nitrofenol por hora, por mililitro de meio liquido. O pnitrofenol
foi quantificado a 405 nm por espectrofotometria (LEITAO et al., 2010).

2.4 Imobilizacao de células fungicas na espuma de poliuretano por aprisionamento e

amostragem para determinacio da atividade enzimatica e remocao de fosforo

Cortes de 2 mm® de espuma foram usados para obter a média de tamanho dos poros
em microscopio eletronico de varredura (MEV). A marca e modelo das espumas obtidas foram
Ortobom, densidade 20, sem ser selada e Prorelax, densidade 28 ¢ 33, seladas. Foram testadas
espumas de porosidade média igual a 0,71, 0,63 e 0,25 mm de didmetro, segundo a microscopia
eletronica de varredura. A espuma comercial foi cortada na forma de paralelepipedo de 1,0 x
1,0 x 0,7 cm (QUEZADA et al., 2012). Entdo, 0,5 g de espuma e 50 mL de cultura de meio
minimo, com KH>PO4 na concentracdo de 1,0 g foram esterilizados em frascos Erlenmeyer de
250 mL a 121 °C em 1 atm por 15 min. Em seguida a biomassas foram inoculadas a partir de
quatro discos (5 mm didmetro) de cultura ativa em meio BDA dos fungos 4. flavus, A. niger, T.
pinophilus e T. asperellum. As culturas foram incubadas em um agitador tipo shaker 200 rpm a
28 °C, por 14 dias. Durante esse periodo, os blocos de espuma foram tornando-se esverdeados

nas culturas de 4. flavus, T. asperellum T. pinophilus e pretas para A. niger.

A partir da incubagdo, ao longo de 15 dias, foram coletadas amostras para
determinagdo da atividade enzimatica, conforme planejamento fatorial descrito no item 4.6. A
cada amostragem, o contetido dos frascos foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL,
centrifugado durante 15 min a 4000 rpm e o sobrenadante foi descartado. As células foram
cobertas e enxaguadas por trés vezes usando 20 mL de tampao acetato de sédio 50 mM (pH =

4,0). As células do meio de cultura foram cobertas novamente em 20 mL do mesmo tampao e



58

5 mL de p-NPP a 1mM, e apos 15 min de reagdo enzimatica em um agitador rotatorio a reacao

foi paralisada com a adi¢ao de 20 mL de NaOH 100mM.

2.5 Planejamento fatorial

Os sistemas imobilizados pelas quatro espécies de fungo foram investigados
empregando-se um planejamento composto central rotacional (DCCR). Utilizou-se trés niveis
para cada fator, sendo que o valor a representa o valor extremo (Tabela 2). Um total de 14

experimentos para cada espécie fungica foi conduzido de maneira aleatoria.

Tabela 2. Valores naturais e codificados assumidos pelos fatores investigados em durante o
processo de imobilizacdo de células de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Talaromyces
pinophilus e Trichoderma asperellum.

Fatores Niveis codificados

-1 0 |
Tempo 72 96 120
Espuma 6 9 12

Foram utilizados tubos Falcon de 50 mL, preenchidos com os paralelepipedos de
espumas, 20 mL de tampao acetato com pH 4,8 ¢ 5 mL de p-nitrofenilfosfato (p-NPP) a 5 mM.
As amostras permaneceram em um agitador rotatorio a 30 rpm. Apo6s 15 min, os blocos de
espuma foram removidos e a reacao foi interrompida com 20 mL de NaOH a 0,1 mM e a

absorbancia foi lida a 405 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

A anélise de variancia e a analise de regressao multipla pelo método dos minimos quadrados
foram utilizadas para a obtencdo de modelos polinomiais de segunda ordem ajustadas aos

resultados. Para as analises foi utilizado o software STATISTICA 7.0.

Y = B0 + B1X1 + B2X2 + B11X12 + B22X22 + f12X1X2

Em que Y representa as respostas preditas, fo ¢ uma constante, B1, 2, € B3 sdo os coeficientes
lineares, P11, B22, € B33 sdo os coeficientes quadraticos, e Bi2 € o coeficiente de interagdo. X, Xo
sao as variaveis independentes codificadas. Para todos os modelos, apds a analise estatistica os

efeitos ndo significativos (p > 0,05) foram desconsiderados e os coeficientes recalculados.
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2.6 Tratamento do efluente doméstico

2.6.1 Coleta do efluente

O efluente doméstico utilizado no experimento foi obtido na ETE Dr. Hélio Seixo de
Britto (ETE Goiania), localizado na cidade de Goiania, capital do estado de Goias, Brasil
(Figura 1). A ETE ¢ responsavel pela coleta e tratamento de 61% do esgoto produzido na cidade.
Atualmente, opera com uma vazao maxima de 2799 L/s, a média de 1410 L/s e a minima de
494 L/s. O efluente tratado € liberado posteriormente no rio Meia Ponte, pertencente a bacia do
rio Paranaiba. Na ETE sdo tratados, além de parte do esgoto doméstico gerado pela cidade,
material lixiviado de aterro sanitério e os residuos de fossas e tanques sépticos (RFTS) da regido

metropolitana.

Foram coletados 2 L de amostra de efluente na ETE, a jusante e a montante, em
recipientes de vidro, na cor ambar, em triplicatas em cada ponto. Todas as amostras foram
armazenadas a temperatura < -80 °C, por um periodo méaximo de 28 dias at¢ a analise, conforme

recomendado por Severiche et al. (2013).
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Figura 1. Localizagdao da ETE Dr. Hélio Seixo de Britto (ETE Goiania), com Rio Meia Ponte,
sua bacia e municipios vizinhos. Precisa mencionar na figura menor que se trata do estado de
Goias. Fonte: Rodrigo da Costa Andrade (2022).

2.6.2 Efeito do sistema imobilizado sobre a remocao de fosforo de efluentes

domésticos

A remocdo de fosforo de amostras de efluentes pelos sistemas imobilizados pelas
quatro espécies de fungo foram investigados empregando-se um planejamento composto central
rotacional (DCCR). Utilizou-se cinco niveis para cada fator, sendo que o valor a representa o
valor extremo. Um total de 13 experimentos para cada espécie fungica foi conduzido de maneira

aleatoria (Tabela 3).

Ap0s o periodo de imobilizacdo, o sistema imobilizado foi transferido para tubos tipo
Falcon de 50 mL, e a quantidade de cubos foi conduzida de acordo com os resultados obtidos
da otimizag¢do da OE no item 4.5. Os tubos contendo o sistema imobilizado foi centrifugado
durante 15 min a 4000 rpm e o sobrenadante foi descartado. As células foram cobertas e
enxaguadas por trés vezes usando 20 mL de tampao acetato de sodio 50 mM (pH =4,8). Durante
o tempo de reagdo, os tubos permaneceram em agitador rotatorio a 30 rpm. As amostras de
efluentes ndo foram esterilizadas porque a esterilizacdo em larga quantidade de efluentes em
aplicagdo real ndo ¢ economicamente viavel (YE et al., 2015). O controle foi conduzido com a
adicao dos blocos de espuma em efluente sem células fungicas aprisionadas, autoclavado

previamente conforme descrito no item 4.4.

Tabela 3. Valores naturais e codificados assumidos pelos fatores investigados em durante o
processo de incubacdo de células de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Talaromyces
pinophilus e Trichoderma asperellum em amostras de efluentes.

Fatores Niveis codificados

-1,682 -1 0 1 1,682
Volume de efluente 0,86 5 15 25 29,14
Tempo de reacdo 1:10 2 5 6 6:50

O teor de fosforo foi determinado antes e apos o tratamento segundo o método de

Murphy e Riley (1962). Para isso, foi preparado o reagente combinado, composto por 20 g de
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molibdato de amodnio, dissolvido em 500 mL de agua destilada; 0,2743g de tartarato de
antimonio e potassio, dissolvido em 100 mL de 4gua destilada; 70 mL de 4cido sulfurico diluido
em 500 mL de dgua destilada e 1,32¢g de &cido ascorbico dissolvido em 75 mL de dgua destilada.
Em seguida, foram misturados 125 mL da solugdo de acido sulfurico, 37,5 mL da solucdo de
molibdato de aménio, 75 mL da solucao de acido ascérbico e 12,5 mL da solucao de tartarato
de antimonio potassio. Posteriormente, foram transferidos 40 mL de amostra de efluente para
um balao volumétrico de 50 mL e, em seguida, foram adicionados 8 mL do reagente combinado.

Ap6s 10 min a 25 °C a absorbancia foi lida a 880 nm.

O controle foi conduzido com amostras de efluente e blocos de espuma sem o isolado
fingico imobilizado, e autoclavado previamente conforme o item 4.4. Os ensaios para a
modelagem para produ¢do enzimadtica no sistema imobilizado e remogao de fosforo de efluentes
foram realizados randomicamente, com duplo-cego, sendo um pesquisador responsavel pela
inoculagdo das biomassas flingicas e outro responsavel pela realizagdo de ensaios, sem

conhecimento do conteudo das amostras.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Screening qualitativo de fosfatase

Foram testados 12 isolados fungicos da colecdo de culturas do FungilLab:
Cunninghamella echinulata, svl -zi, tha 47, tha 50, 60, 69, 80, 84, A. niger, A. flavus, T.
pinophilus. e T. asperellum. Somente T. pinophilus. e A. niger foram capazes de solubilizar o
fosfato tricalcico, que foi observado por meio da zona clara formada ao redor da colonia, a partir
do segundo dia ap0s a inoculagdo. O indice enzimatico mais alto foi observado por 7. pinophilus

(2,5) (Figura 2a), seguido por A. niger (2,4) (Figura 2b).
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Figura 2. Zona clara em meio Pikovskaya, indicado pela seta, por Talaromyces pinophilus.(a)
e Aspergillus niger (b).

3.2 Screening quantitativo de fosfatase

No intervalo de 48 h foi verificada baixa atividade enzimatica para todos os isolados.
Trichoderma asperellum apresentou maior atividade enzimatica (29,58 umol/h) com menor
concentracio de KH,PO4 (1,0 gL ') e no intervalo de 96 h (Tabela 4). Com o aumento da
concentracio (KH2PO4 = 4,0 gL!), a maxima atividade para este isolado foi no intervalo de
72 h (20,66 pmol/h) e decaiu em 96 hs (11,03 pmol/h), como descrito por Kapri e Tewari (2010)
(Tabela 4).

Para A. flavus, reduzir a concentracdo do indutor no meio de cultura (de 4,0 gL' para
1,0 gL' fez com que a atividade enzimatica diminuisse demasiadamente, de 3,24; 21,01 e
24,27 para 0; 5,22 e 1,33 umol/h nos periodos de 48, 72 e 93 h, respectivamente (Tabela 4).
Alguns trabalhos relatam a inibi¢ao de fosfatases por fosforo, explicando que quando a oferta
de fosforo ¢ aumentada, a fosfatase ¢ inibida (SHIEH et al., 1969; OLANDER; VITOUSEK,
2000). Neste trabalho, o aumento da oferta de fosforo induziu a maior atividade enzimatica para

os isolados 7. pinophilus. (20,38 umol/h) e A. flavus (24,27 umol/h) apds 96 h de incubagdo
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(Tabela 4). O sobrenadante do meio TLE nao apresentou atividade de fosfatase para nenhum

isolado, exceto para T. asperellum, com valores baixos comparados ao efeito do crescimento

no meio minimo (5,93; 11,74; 1,61 umol/h em 48, 72 ¢ 96h).

Tabela 4. Efeito do periodo de cultivo sobre a producdo de fosfatase acida.

p-Nitrofenol em pmol/h Isolado

fungico Meio de inoculacao

48h 72h 96 h
MM - KH,POs-4,0 gL' 324 21,01 24,27
-1
Aspergillus flavus MM - KH2PO4 - 1,0 gL 0 5,22 1,33
TLE 0 0 1
MM - KH,PO4-4,0 gL' 0 0 0
Aspergillus niger
MM - KH,POs- 1,0 gL' 296 2,68 0
TLE 0 0 0
MM - KH,POs-4,0gL" 31 225 20,38
. . MM - KH,POs - 1,0 gL' 3,53 2,61 17,12
Talaromyces pinophilus.
TLE 0 0 0
MM - KH,POs - 4,0 gL 1,68 20,66 11,03
Trichoderma asperellum MM - KH,POs—1,0 gL! 1,83 13,08 29,58
TLE 593 11,74 1,61

*Meio minimo (MM)
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3.3 Imobilizacio de células fingicas em espuma de poliuretano

Todos os isolados fingicos cresceram somente em espuma de poliuretano com
porosidade média de 0,71 mm?, da marca Ortobom, ndo selada (Figura 3). Em espumas de
porosidade média igual a 0,63 e 0,25 mm de didmetro, a mudanga de coloragao indicando o
crescimento visual das células fungicas nao foi observado. Resultados descritos por Haapala et
al. (1994) corroboram com este trabalho, pois a AE por células de 7. asperellum imobilizadas

em espumas foi obtida em suporte de maior porosidade.

~\>~< \ s \ " 1 e =<7

08:32 NL UD8.8 x30 2mm  TM3030Plus0635 2021/07/16  08:59 NL UD8.0 x40

TM3030Plus0635 2021/07/16  08:59 NL UD8.0 x40

Figura 3. Micrografia eletronica de varredura apresentando as medidas de diametro dos poros

de espuma comercial de poliuretano a) Porosidade média de 0,71 mm?; b) 0,63 mm?; c) 0,25

1’1’11’1’13 .

Apos 48 h ja € possivel visualizar a mudanga de cor nos blocos de espuma, indicando
o crescimento fingico no interior da matriz polimérica. A fotografia foi obtida apds 96 h porque
o crescimento do fungo na matriz torna-se visualmente mais evidente (Figura 4). Os isolados T.
pinophilus e A. flavus produziram fosfatase durante 7 dias, a partir de 48 h. A. niger e A. flavus

apresentaram maior atividade de fosfatase acida (229 pmol/h), nos periodos de 192 e 96 h,
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respectivamente (Figura 5). Esses resultados sao semelhantes aqueles observados por Aleksieva
et al. (2003) para o fungo Humicola lutea, que produziu fosfatase acida durante 12 dias com
maxima atividade foi de 230 umol/h. T. pinophilus e T. asperellum apresentaram atividade
mais alta no periodo de 72 h, sendo T pinophilus (36,72 umol/h) e T. asperellum (78,07 pmol/h)
(Figura 5).

Figura 4. Sistema de imobilizagdo do micélio fungico em blocos de espuma de poliuretano, a
96 h de cultivo. a) Trichoderma asperellum, b) Talaromyces pinophilus. c) Aspergillus niger e
d) Aspergillus flavus.
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Figura 5. Efeito do tempo de imobilizacdo sobre a atividade enzimatica de fosfatase (umol/h
de p-nitrofenol) por biomassa fungica imobilizada em espuma comercial de poliuretano.

3.4 Otimizacao do sistema imobilizado empregando desenho fatorial composto central
rotacional (DCCR)

3.4.1 Aspergillus flavus

Para o isolado de 4. flavus, os efeitos das variaveis Ti e a OF foram fatores
significativos para a AE (p<0,05) (Tabela 5). O resultado do planejamento fatorial apontou que
o periodo entre 90 e 120 h de imobilizacdo celular e a oferta de 9 blocos de espuma promoveu
maior AE (Figura 6). O modelo obtido para este planejamento apresentou um coeficiente de

determinacdo (R?) de 0,938 e R%justado de 0,910.

Tabela S. Efeito estimado das variaveis usadas no design rotacional composto central para
otimizacdo da produ¢do de fosfatase produzida por Aspergillus flavus em sistema imobilizado
de células aprisionadas em espuma de poliuretano.

Efeito Efeito estimado p
Média 1,429 <0,001
Tempo (L) -0,366 0,002
Tempo (Q) 0,164 0,025
Oferta de espuma (L) 0,324 0,004
Oferta de espuma (Q) 0,478 <0,001

*Linear (L); Quadréatico (Q).
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Figura 6. Superficie de resposta da atividade de fosfatase maxima (umol/h de p-nitrofenol) em

funcdo da variagao da oferta de espuma de poliuretano (und. de blocos) e tempo de imobilizagao
celular (h) para Aspergillus flavus.

3.4.2 Aspergillus niger

Para o isolado de A4. niger, a OE ndo apresentou efeito significativo sobre a
producdo de fosfatase (p>0,05). Ja o TI foi significativo (p<0,05) (Tabela 6). O periodo 6timo
de imobilizagcdo para maior producdo enzimdtica ¢ 72 h (Figura 7). Os resultados indicaram
que o aumento da AE ¢ obtido com o aumento da OE, em torno de 15 paralelepipedos (Figura

5-b). O modelo obtido para este planejamento apresentou um coeficiente de determinacio (R?)
de 0,867 e R? ajustado de 0,842.
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Tabela 6. Efeito estimado das variaveis usadas no design rotacional composto central para

otimizagdo da producdo de fosfatase produzida por Aspergillus niger em sistema imobilizado
de células aprisionadas em espumas de poliuretano.

Efeito Efeito estimado p
Média 2,103 <0,001
Tempo (L) -1,012 <0,001
Oferta de espuma (L) 0,328 0,074
*Linear (L); Quadratico (Q).
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Figura 7. Superficie de resposta da atividade de fosfatase maxima (umol/h de p-nitrofenol) em

funcdo da variagdo da oferta de espuma de poliuretano (und. de blocos) e tempo de imobilizagao
celular (h) para Aspergillus niger.

3.4.3 Talaromyces pinophilus

Para o isolado de T. pinophilus o efeito do T1 e OE, foram significativas para a

producao de fosfatases (p<0,05) (Tabela 7). O periodo 6timo de imobilizagao foi 72 h e a oferta
de 12 paralelepipedos de espumas para a producao enzimatica (Figura 8). O modelo obtido para

este planejamento apresentou um coeficiente de determinagio (R?) de 0,997 e R%yjustado de 0,994,



Tabela 7. Efeito estimado das varidaveis usadas no design rotacional composto central para

otimizagdo da producdo de fosfatase produzida por Talaromyces pinophilus. em sistema
imobilizado de células aprisionadas em espumas de poliuretano.

Efeito Efeito estimado p
Média 0,993 <0,001
Tempo (L) -1,495 <0,001
Tempo (Q) -0,560 <0,001
Oferta de espuma (L) 0,145 0,007
Oferta de espuma (Q) 0,133 0,001

*Linear (L); Quadratico (Q).

Figura 8. Superficie de resposta da atividade de fosfatase maxima (umol/h de p-nitrofenol) em

funcdo da variagdo da oferta de espuma de poliuretano (und. de blocos) e tempo de imobilizagao
celular (h) para Talaromyces pinophilus.

3.4.4 Trichoderma asperellum

Para o isolado de 7. asperellum, o Tl e a OE foram significativos para producdo de
fosfatases (p<0,05) (Tabela 8). O resultado do planejamento fatorial apontou que o TI de 72 h
e a OFE entre 12 e 13 blocos promoveram maior AE (Figura 9). O modelo obtido para este

planejamento apresentou um coeficiente de determinagio (R?) de 0,955 e R%yjustado de 0,941.
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Tabela 8. Efeito estimado das varidveis usadas no planejamento rotacional composto central

para otimizagdo da producao de fosfatase produzida por Trichoderma asperellum em sistema
imobilizado de células aprisionadas em espumas de poliuretano.

Efeito Efeito estimado p
Média 0,483 <0,001
Tempo (L) -0483 <0,001
Tempo (Q) -0,337 <0,001
Oferta de espuma (L) 0,230 0,006

*Linear (L); Quadratico (Q).
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Figura 9. Superficie de resposta da atividade de fosfatase maxima (umol/h de p-nitrofenol) em

funcao da variagdo da oferta de espuma de poliuretano (und. de blocos) e tempo de imobilizacao
celular (h) para Trichoderma asperellum.

Os resultados do modelo de planejamento fatorial para os fungos A. niger, T.
pinophilus, T. asperellum sao semelhantes aos resultados descritos por Aleksieva et al. (2003),
em que foi verificado, para o fungo Humicola lutea, que o aumento da OE aumentou a produgao
de fosfatase acida. Skowronek et al. (2011) também descreveram a imobilizagdo de 4. niger em
discos de espumas de poliuretano, porém, para investigar outra enzima, inulinase. A influéncia

do TI sobre a AE foram testados e o melhor TI foi em 96h, um pouco diferente dos resultados
obtidos para o mesmo fungo neste trabalho (72h).
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3.5 Otimizacao do processo da remocao de fésforo empregando planejamento fatorial
composto central rotacional (DCCR)

Nao foram encontrados valores significativos para A. flavus, A. niger e T. asperellum.
Para A. flavus, o modelo obtido para este planejamento apresentou um coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,46 e R%justado de 0,08, para A. niger, (R?) de 0,55 e R%justado de 0,23 €
para T. asperellum, (R?) de 0,29 e R%justado de 0,23.

Para T. pinofilus, apenas o TI foi significativo (p<0,05). O modelo obtido para este
planejamento apresentou um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,76 e RZjuswdo de 0,71. E
possivel que o modelo ndo foi significativo porque trabalhamos em uma faixa de tempo de
reacdo elevada. Ensaios com intervalos de tempo de reagdo menores poderiam promover um

modelo significativo, como foi proposto por Zeng et al. (2021) e Dalecka et al. (2020).

3.6 Remocio de fosforo de efluentes domésticos

O periodo de incubacdo e volume de sistema imobilizado seguiu os melhores
resultados de otimizagdo do planeamento fatorial. Os resultados indicaram que todos os fungos
selecionados como potencialmente produtores de fosfatases foram capazes de remover
eficientemente o fosforo de efluentes domésticos, sem ajustamento do pH. A. flavus, A. niger
e T. asperellum foram capazes de remover 99,9% do fosforo em 1h10min e 7. pinophilus.,

99,9% em 2 h de incubagao (Tabela 9).

Em outros trabalhos com o objetivos semelhantes, a biomassa de 7. harzianum CBS
226.95 reduziu 39,5% de fosforo no décimo terceiro dia, de efluentes de cervejaria sintético
(HULTBERG; BODIN, 2017). Dalecka et al. (2020) verificaram que pellets de Trametes
versicolor removeram 99,9% de fosforo de efluentes domésticos apds 6 h e Aspergillus
luchuensis apos 24 h. Os autores acrescentaram ainda que 7. versicolor foi capaz de reduzir o
teor de fosforo de 2,6 mg/mL para 0,7 mg/mL imediatamente apds a incubacdo. Em outro

trabalho, a biomassa de Mucor circinelloides removeu 40,1 %, em 5 dias (YE et al., 2015).

O efeito do volume do efluente sobre a remog¢ao de fosforo, variando entre 0,86, e
29,14 mL, mostrou que para todos os isolados fingicos, os resultados méximos de remogao de

fosforo foram com volumes de efluentes variando entre 5 ¢ 25 mL. Dentre esses isolados
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fungicos, A. niger apresentou 99,9% de remocdo em todos os volumes de efluentes testados

(Tabela 10).

Tabela 9. Efeito do tempo de imobilizagdo sobre a remogao de fosforo de efluentes domésticos
por fungos imobilizados em espumas comerciais de poliuretano.

Quantidade de Periodo de incubacio nas
Periodo de paralelepipedos do amostras de efluentes (h)
Isolados fiingicos imobilizacio
sistema imobilizado
(h) 1:10 2
(Und.)

Aspergillus flavus 96 9 99,9% 99,9%
Aspergillus niger 72 15 99,9% 99,9%
Talaromyces o o

] ) 72 12 80,00% 99,9%
pinophilus.
Trichoderma 72 12 99,9% 99,9%
asperellum

Tabela 10. Efeito do volume de efluente doméstico sobre a capacidade de remocgao de fosforo
por fungos imobilizados em espumas comerciais de poliuretano.

Volume (mL)
Isolados flingicos 0,86 5 15 25 29,14
Aspergillus flavus 89,10% 99,9% 99,9% 99,9% 50,80%
Aspergillus niger 99,9% 99,9% 99,9% 99,9% 99,9%
szlam;.nyces 99.9% 99.9% 99,9% 99,9% 68,60%
pinophilus.
Trichoderma 78.40% 99,9% 99,9% 99,9% 89,30%

asperellum

Em relagdo a proporcao entre volume de OE e o tratamento do efluente, A. flavus, com
menor quantidade de paralelepipedos de espuma (9), promoveu o tratamento de grande volume
de efluente (25 mL) em pouco tempo de reacao (1h10min), exigindo pouca quantidade material
suporte e gerando menor volume de residuos, embora sua desvantagem seja o TI mais
prolongado (95h). Em contrapartida, 4. niger promoveu eficiéncia em todos os volumes de

efluentes testados, em também em pouco tempo de reacdo (1h10min), apesar de exigir a maior
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quantidade de material. Apesar disso, em menor TI (72h) pode ser eficientemente aplicado

(Tabela 11).

Em outros trabalhos, A. niger foi aplicado para remover fosforo de dgua residuaria
sintética téxtil (RODRIGUES et al., 2010). O isolado fungico foi inoculado em reatores
aerobios removeu somente 23% do fosforo em 24 h, o que difere demasiadamente dos
resultados obtidos neste trabalho. Provavelmente, o sucesso dos isolados fingicos em remover
o fosforo das amostras de efluentes em menor periodo estdo relacionados com o
desenvolvimento do produto imobilizado, que permitiu maior densidade celular, além do

planejamento fatorial, que permite entender as melhores condigdes de AE.

Em relagdo aos efluentes domésticos, amostras de efluentes coletados em uma ETE na
China, fungos em consorcio com bactérias presentes em sistemas de infiltragdo removeram 98%
do fosforo (WANG et al., 2010). Em Shanghai, China, fungos também presentes em poros de
um tanque de sistema de infiltragdo, juntamente com actinobactérias e bactérias removeram
85% em 30 dias (MA et al., 2009). Em amostras de outra ETE, localizada em Estocolmo, Suécia,
Trametes versicolor e Aspergillus luchuensis removeram 99,9% em 6 horas (DALECKA et al.,
2020). Mucor circinelloides removeu 40,1 % em 5 dias em uma ETE na St. Paul, Minnesota,

EUA (YE et al., 2015).

Na literatura cientifica o trabalho semelhante a este foi o de Ramalingam e Prasanna,
(2006) que obtiveram alta quantidade de fosfatase com a cianobactéria Nodularia sp.
imobilizada em espumas de poliuretano, descrevendo que tal sistema poderia ser efetivamente
aplicado para remogao de fosforo em ecossistemas de pantano e de aguas residuais. Embora nao
tenha sido testado com cianobactérias, ficou comprovado neste presente trabalho a atuacao das
fosfatases, produzida por fungos, em sistema imobilizado com espumas de poliuretano, que foi

eficiente em processos biorremediativos.

Tabela 11. Proporg¢ao entre quantidade de paralelepipedos do sistema imobilizado para volume
de efluente tratado eficientemente, em menor periodo.
Quantidade de
paralelepipedos do
Isolados flingicos sistema imobilizado Efluente tratado (mL) Periodo (h)
(Und.: 1,0 x 1,0 x 0,7 cm)

Aspergillus flavus 9 25 1h10min
Aspergillus niger 15 29,14 1h10min
Talaromyces pinophilus 12 25 2h00min

Trichoderma asperellum 12 25 1h10min




74

4 CONCLUSOES

A. niger, A. flavus, T. asperellum e T. pinophilus sdo isolados fingicos potencialmente
produtores de fosfatase. A otimizagdo da producdo de fosfatase por células imobilizadas em
espumas comerciais de poliuretano foi possivel através do uso de planejamento composto
central rotacional. As condi¢des otimizadas mostraram que o tempo de imobilizagdo e a

quantidade de espuma ofertada sdo fatores significativos na atividade enzimatica.

Todos os isolados removeram eficientemente o fosforo das amostras de efluentes
doméstico. 4. flavus, A. niger e T. asperellum foram capazes de remover 99,9% do fésforo em
1h10m e T. pinophilus., 99,9% em 2 h. O sistema imobilizado, com a otimizagao realizada neste
trabalho, poderia ser aplicado para remog¢do de metais pesados (U, Ni2+ e Co2+) de aguas
residuais, como foi proposto por Paterson-Beedle e Macaskie (2005)com a bactéria Serratia sp.
E, finalmente, apds a aplicagdo em tratamentos biorremediativos, o sistema imobilizado pode

ser reutilizado em processos de fertilizagao de solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo cienciométrico sobre biorremediagdo de aguas residuais por fungos permitiu
tracar o perfil das pesquisas, sua tendéncia temporal e entre paises, bem como o foco das
pesquisas, permitindo identificar tendéncias e lacunas na exploracdo da area tematica. Foi
possivel constatar o crescimento de publicagdes nas ultimas décadas, em que os corantes e 0s
compostos fenolicos sdo objetos de estudos da maior parte das pesquisas. Essas tendéncias
apontam o aumento do interesse desta area entre a comunidade cientifica e fica evidente que
terdo maiores nimeros de publicagdoes nos proximos anos. india e Espanha sdo os paises que

mais trabalham com aguas residuais reais nos ultimos anos.

A. niger, A. flavus, T. asperellum e T. pinophilus sdo isolados fingicos potencialmente
produtores de fosfatase. A otimizagdo da producdo de fosfatase por células imobilizadas em
espumas comerciais de poliuretano foi possivel através do uso de planejamento composto
central rotacional. As condi¢des otimizadas mostraram que o tempo de imobilizagdo e a

quantidade de espuma ofertada sao fatores significativos.

Todos os isolados removeram eficientemente o fosforo das amostras de efluentes
doméstico. 4. flavus, A. niger e T. asperellum foram capazes de remover 99,9% do fosforo em
1h10m e T. pinophilus., 99,9% em 2 h. O sistema imobilizado, com a otimizagao realizada neste
trabalho, poderia ser aplicado para remocao de metais pesados (U, Ni2+ ¢ Co2+) de aguas
residuais, como foi proposto por Paterson-Beedle e Macaskie (2005)com a bactéria Serratia sp.
E, finalmente, apds a aplicagdo em tratamentos biorremediativos, o sistema imobilizado pode

ser reutilizado em processos de fertiliza¢ao de solo.



