UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

DAIANE MENEGUZZI

BIORREMEDIACAO DE UM EFLUENTE DA INDUSTRIA DE LAMINADOS DE
MADEIRA PELO FUNGO Trichoderma koningiopsis

PATO BRANCO
2024



DAIANE MENEGUZZI

BIORREMEDIACAO DE UM EFLUENTE DA INDUSTRIA DE LAMINADOS DE
MADEIRA PELO FUNGO Trichoderma koningiopsis

BIOREMEDIATION OF EFFLUENT FROM THE WOOD LAMINATE INDUSTRY BY
THE FUNGUS Trichoderma koningiopsis

Trabalho de conclusdo de curso de graduacao
apresentada como requisito para obtengao do titulo de
Bacharel em Quimica da Universidade Tecnol6gica
Federal do Parana (UTFPR).

Orientador(a): Mario Anténio Alves da Cunha.

PATO BRANCO
2024

sejam atribuidos créditos ao(s) autor(es), sem a possibilidade de altera-lo
ou utiliza-lo para fins comerciais. Contetdos elaborados por terceiros,
citados e referenciados nesta obra ndo sao cobertos pela licencga.

@@@@ Esta licenga permite download e compartilhamento do trabalho desde que

4.0 Internacional



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.pt_BR

Ministério da Educagéo

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
Pato Branco
Departamento Académico de Quimica r PR

Bacharelado em QUI'mica L AR DA T TR NG s DA ) B PR

BIORREMEDIACAO DE UM EFLUENTE DA INDUSTRIA DE LAMINADOS DE
MADEIRA PELO FUNGO Trichoderma koningiopsis
por

DAIANE MENEGUZZ|

Este Trabalho de Conclusao de Curso TCC foi apresentado em 20 de Junho de 2024
como requisito parcial para a obtencéo do titulo de Bacharel em Quimica. A candidata
foi arguida pela Banca Examinadora composta pelos professores abaixo assinados.

Apoés deliberagéo, a Banca Examinadora considerou o trabalho aprovado.

Mario Antdnio Alves da Cunha
Prof.(a) Orientador(a)

Raquel Dalla Costa da Rocha
Membro titular

Marcio Barreto Rodrigues
Membro titular

Nota: O Documento original e assinado pela Banca Examinadora encontra-se no SEI
processo 23064.025033/2024-07 e documento 4232051



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus e a toda minha familia por todo o apoio e
auxilio durante toda a minha graduacao, especialmente ao meu pai Silvar Meneguzzi,
minha mae Rosane Finantes Meneguzzi e aos meus irmaos Danielly, Alan, Alex e
Gabrielly que me deram forcas em todos os momentos dificeis.

Aos meus amigos Gabrieli, Jamily, Nicoli, Natanael que estiveram comigo
durante toda essa jornada deixando-a mais leve e agradavel.

Ao Weslei que me apoiou, ajudou e sempre esteve ao meu lado nos

momentos bons e ruins, que com sua paciéncia me ajudou em todas as dificuldades.

Agradeco ao meu orientador Prof. Dr. Mario Antonio Alves da Cunha, pela

sabedoria com que me guiou nesta trajetoria, paciéncia e dedicagdo com qual me
orientou.

A Secretaria do Curso, pela cooperacao e professores que passaram ao longo
do curso, por todo ensinamento e conselho.

Ao Laboratério de Quimica e Fertilidade do Solo da UTFPR - Pato Branco
(LabSolos) pelas analises realizadas.

Ao laboratério Multiusuario Central de Analises — CA por todo auxilio nas
analises.

Enfim, a todos os que de algum modo me ajudaram ou fizeram parte desse

momento e contribuiram para a realizacao desta pesquisa.



Um cientista no seu laboratério ndo € apenas um
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RESUMO

No processo de cozimento das toras de madeira na industria de laminados ha geracao
de um efluente altamente poluente e de dificil degradacéo, o qual contém altos niveis
de fendlicos e carga organica. Neste estudo, o efluente industrial foi analisado quanto
a sua carga poluidora e biorecalcitrancia. O fungo Trichoderma koningiopsis foi
avaliado como um agente de biorremediacdo, sendo estudado a influéncia dos
parametros concentragédo das fontes de carbono e nitrogénio e pH do meio de cultivo.
Planejamento experimental (Delineamento Composto Central Rotacional — 23) foi
utilizado como uma ferramenta de estudo no processo de biorremediacdo. Os
resultados mostraram que o efluente apresenta elevados teores de fendlicos totais
(9.000,1 mg L), lignina soltvel (1360 mg L") e insoltuvel (49 mg L), além de alta
turbidez (60,5 NTU) e coloracao intensa (114.015,15 UC). Os valores de DBOs
(68.737,02 mg O2 L") e DQO (137.812,50 mg Oz L) excederam os limites
estabelecidos pela legislagdo brasileira para descarte em corpos hidricos. A relacao
DBOs/DQO (0,50) indicou que o efluente é parcialmente biodegradavel e sugerindo
que tratamentos biolégicos podem ser viaveis para sua remediacdo. O fungo
Trichoderma koningiopsis demonstrou potencial para remediacdao do efluente
estudado, promovendo remogdes de até 88,6% de DQO, 94,9% de cor e 84,5% de
fendlicos totais. Foram consideradas como melhores condigdes de cultivo do fungo
para remediacéo do efluente: pH 6, 12 g L' de glicose e 4 g L' de nitrato de aménio.
Palavras-chaves: Agente biolégico; Compostos fendlicos; Lignina; Residuo;
Tratamento



ABSTRACT

In the process of cooking wood logs in the laminate industry, there is the generation of
a highly polluting effluent that is difficult to degrade, containing high levels of phenolics
and organic load. In this study, the industrial effluent was analyzed for its pollutant load
and biorecalcitrance. The fungus Trichoderma koningiopsis was evaluated as a
bioremediation agent, studying the influence of parameters such as concentration of
carbon and nitrogen sources and pH of the culture medium. An experimental design
(Central Composite Rotatable Design — 23) was used as a study tool in the
bioremediation process. The results showed that the effluent presented high levels of
total phenolics (9,000.1 mg L"), soluble lignin (1360 mg L") and insoluble lignin (49
mg L"), as well as high turbidity (60.5 NTU) and intense coloration (114,015.15 CU).
The BODy values (68,737.02 mg O, L") and COD (137,812.50 mg O, L") exceeded
the limits established by Brazilian legislation for discharge into water bodies. The
BODy/COD ratio (0.50) indicated that the effluent is partially biodegradable, suggesting
that biological treatments could be viable for its remediation. The fungus Trichoderma
koningiopsis showed potential for remediating the studied effluent, achieving removals
of up to 88.6% of COD, 94.9% of color, and 84.5% of total phenolics. The optimal
cultivation conditions for the fungus for effluent remediation were identified as pH 6, 12
g L' glucose, and 4 g L' ammonium nitrate.

KEYWORDS: Biological agent; Phenolics compounds; Lignin; Residue; Treatment.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais de extensdo continental que possui um potencial de
producdo industrial imenso, e neste panorama estd incluida a industria de
compensados e laminados. Os compensados séo fabricados através de um sistema
que permite laminar ou folhear a madeira. Atualmente, ha dois métodos empregados
na producao dessas laminas: o torneamento e o fagueamento.

No método de torneamento, uma tora descascada é posicionada em um torno
rotativo, e uma faca afiada gera laminas de madeira, as quais sao usadas na
fabricacdo dos compensados. Ja o método de fagueamento produz Iaminas a partir
de uma tora inteira, metade ou um quarto dela. A tora é fixada nos lados, permitindo
que uma faca do mesmo comprimento seja pressionada sobre ela, resultando em
fatias individuais (HEINZ, 2017).

Para obtencao das laminas, as toras de madeira s&o previamente submetidas
a aquecimento com vapor de agua e isto gera um efluente industrial bastante téxico.
Este efluente é caracterizado por alto contetdo de compostos recalcitrantes, incluindo
lignina e compostos fendlicos.

Importante destacar a necessidade de tratamento dos diferentes efluentes
industriais gerados pelas industrias, tanto por questdées ambientais, como legais.
Neste contexto, a crescente consciéncia dos riscos iminentes a saude humana e a
necessidade premente de preservagdo dos recursos naturais tém impulsionado
esforgos para mitigar a problematica das contaminac¢dées do ambiente.

Medidas incluem a imposicdo de regulamentos mais restritivos buscando
reduzir a quantidade e a toxicidade das emissdes, a pratica de reciclagem e reuso de
residuos, adaptacdo e otimizacdo de processos produtivos, a substituicdo de
matérias-primas nocivas, além do emprego de métodos de tratamento de efluentes e
restauracdo de ambientes ja contaminados que atendam a tais restrigdes.

Entre os processos de tratamento de efluentes industriais, destaque pode ser
dado a biorremediacdo. A biorremediacdo é um processo de degradacao de
compostos com alta carga contaminante realizado por organismos vivos como fungos,
bactérias, algas ou plantas. E um processo que tém demonstrado eficiéncia no
tratamento de varios tipos de efluentes (SHIRKAVAND et al. 2016). A utilizacdo de
fungos neste processo é uma opg¢éao viavel tendo em vista a resisténcia destes a meios
com elevada concentracdo de compostos toxicos. Os fungos sao 6timos
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degradadores de matéria organica e conseguem produzir enzimas extracelulares
como por exemplo celulases, lipases, manganés peroxidases, lignina peroxidases e
lacases, conseguindo assim transformar enzimaticamente moléculas grandes como a
celulose em seus monémeros de glicose, por exemplo.

O presente estudo buscou avaliar, em um primeiro momento, a capacidade de
biorremediacdo de um efluente oriundo do processo de cozimento das toras de
madeira de uma industria de laminados pelo fungo Trichoderma koningiopsis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de biorremediacdo do efluente gerado na etapa de
cozimento das toras de madeira da industria de laminados pelo fungo Trichoderma
koningiopsis.

2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar o efluente quanto aos parametros fisico-quimicos: pH, cor,
turbidez, condutividade, fendis totais, nitrogénio total, nitratos, nitritos, DQO, DBOs,
razdo de biodegradabilidade, lignina soluvel, lignina insoluvel e série de sélidos.

o Avaliar a velocidade de crescimento radial do micélio flingico em meio Agar
Sabouraud contendo 50% do efluente bruto (v/v).

o Avaliar a necessidade de suplementagcédo do efluente com fontes de carbono
(glicose) e de nitrogénio (nitrato de aménia), e a influéncia do pH inicial do meio de
cultivo em fermentacdes submersas (processo de biorremediacdo) com o fungo
Trichoderma koningiopsis, empregando para tanto um delineamento estatistico
experimental (DCCR 23).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Efluente derivado do cozimento da madeira

O Brasil apresenta grande destaque na producdo de compensados e
laminados de madeira, ja que detém um terco das florestas tropicais do mundo
(CARVALHO, 2016).

Ha geracao de grande quantidade de efluente no processo de cozimento da
madeira para producao de laminados. Tal efluente apresenta coloragao escura, alta
demanda quimica de oxigénio (DQO), elevada toxicidade, além de baixa
biodegradabilidade (POLA et al. 2021). E composto principalmente por estruturas
lignocelulésicas oriundas da madeira, como a lignina.

A lignina pode ser definida como uma macroestrutura fendlica, amorfa,
tridimensional, encontra-se associada a celulose na parede celular e tem como funcéo
conferir rigidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbiologicos e
mecanicos aos tecidos vegetais. E também um dos compostos naturais mais
recalcitrantes na natureza e quimicamente complexa.

A lignina tem como base estrutural unidades de fenil-propano (alcool
sinapilico, alcool coniferilico e alcool p-cumarilico) (Figuras 1 e 2), sendo o terceiro
componente mais abundante na madeira, variando entre 15 e 35% de seu peso
(COHEN; PERSKY; HADAR, 2002).

Figura 1 - Mon6meros fundamentais da lignina
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Alcool sinapilico, alcool coniferilico e alcool p-cumarilico, respectivamente.
Fonte: Lupoi et al., 2015.
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Figura 2 - Molécula de lignina

Fonte: Henriksson (2009).

Segundo estudo descrito por Barreto-Rodrigues, Aguiar, Cunha (2009), os
efluentes derivados da industria de madeira e laminados contém elevado valor de
DQO e alta concentragao de conteudo fendlico, resultando em um efluente altamente
téxico ao ambiente. Similarmente, Heinz (2017) estudou a remediacao de um efluente
da industria de madeira e laminados, obtendo na caracterizacdo deste, os dados
dispostos na Tabela 1 que mostram elevado conteudo de compostos fendlicos, DQO
e DBOs e lignina, indicando que o tratamento deste efluente é necessério devido as

suas altas concentracbes de compostos nocivos ao ambiente.



Tabela 1 — Caracterizacao fisico-quimica do efluente bruto
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Parametros Resultados

pH 4,63

Condutividade 2.138uScm25°C
DQO 12.192 +100 mg Oz L1
DBOs 8.849 + 60 mg Oz L*
Raz&o de Biodegradabilidade 0,72

Cor 8.333+30UC
Fendis Totais 1.220+5mg L™
Nitratos 263+9mg L1
Nitritos 159+3 mg L
Nitrogénio Amoniacal 141 £10 mg L*
Nitrogénio Total Kjedahl 280+10mg L*
Lignina Klason solavel 1360 £ 3 mg L*
Lignina Klason insolavel 49+ 3 mg L!
Sélidos Suspensos 0,52+0,02gL"
Soélidos Dissolvidos Totais 15+0,30¢g L
Cinzas 2,73+0,04 g L!
Sélidos Totais 18,45+0,15¢g L

Fonte: Heinz (2017).

3.2 Trichoderma koningiopsis

O fungo ascomiceto Trichoderma koningiopsis (Figura 3), tem amplo campo
de aplicacao na area biotecnoldgica, principalmente como um bioherbicida. Além de
sua atividade biopesticida, foi comprovado que algumas cepas possuem atividade
bioestimulante, promovem o crescimento de plantas, melhoram o rendimento e
qualidade nutricional, bem como mitigam efeitos prejudiciais de estresses abidticos
(LOLITO et al. 2010).

Os inoculantes microbianos, como os produtos a base de Trichoderma, estao
recebendo grande interesse nos ultimos anos de pesquisadores e produtores
agricolas. Tal interesse € justificado pelo potencial de melhoraria da produtividade das
culturas, a qualidade nutricional, bem como a resisténcia a patdgenos/pragas de
plantas e numerosos estresses ambientais (FIORENTINO et al. 2018).
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Figura 3 — Trichoderma koningiopsis

Fonte: Autoria propria, (2023).

Diversos trabalhos demonstram a capacidade de fungos ascomicetos e
basidiomicetos em promover a degradacdo enzimatica de compostos fendlicos,
remover cor e matéria organica recalcitrante de efluentes ricos em lignina (DIAZ et al.
2022), ja que estes em sua maioria sdo lignoliticos.

Cabe destacar que os materiais lignocelulésicos representam fontes cruciais
de carbono, desempenhando um papel fundamental como substratos no cultivo de
microrganismos, como os fungos filamentosos. Fungos dos géneros Trichoderma,
Aspergillus, Fusarium e Pichia s&o reconhecidos como eficientes produtores de
xilanase. De maneira geral, € sabido que as espécies de Trichoderma sintetizam uma
gama diversificada de enzimas destinadas a degradacao de homopolissacarideos e
heteropolissacarideos, predominantemente associadas a familia das glicosil
hidrolases (MARLENE et al. 2021).
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4 MATERIAL E METODOS

Os protocolos metodoldgicos deste trabalho incluem a caracterizacao do
efluente bruto, avaliacdo inicial da toxicidade aguda do efluente em ensaios de
acompanhamento do crescimento radial do micélio fungico em meio sélido contendo
o efluente, ensaio de biorremediacdao em sistema submerso avaliando a influéncia das
fontes de carbono (glicose), e nitrogénio (nitrato de aménia) e pH inicial de cultivo
sobre a capacidade de remogéao de DQO, cor e fendlicos totais.

4.1 Caracterizacao do efluente

O efluente foi fornecido por uma empresa produtora de laminados localizada
no Sudoeste do Parana. O efluente foi mantido sob refrigeracédo em geladeira até uso.

4.1.2 pH

As leituras do potencial hidrogenionico (pH) foram realizadas utilizando
potenciébmetro digital de bancada calibrado com solucbes de pH 4,0 e 7,0 (APHA,
2005).

4 2.2 Condutividade

As leituras da condutividade foram realizadas utilizando condutivimetro digital
de bancada calibrado com solugdes padrao de 146,9 uS.cm™' (APHA, 2005).

4.1.3 Cor

A cor foi determinada de acordo com metodologia padrdo CPPA (1975). Em
todas as determinacdes, as amostras foram previamente centrifugadas por 15 min a
3.000 rpm e o pH ajustado para 7,6 com tampao fosfato 0,1 mol L. A absorbancia da
solugédo no espectro visivel foi determinada em 465 nm, empregando como branco
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agua destilada. Os valores de absorbéancia foram transformados em unidades de cor
(UC) de acordo com a Equacéo 1:

UC =500 (A2/Ar). Equacao 1
Em que:

Ai= absorbancia de uma soluc¢do padrao de platina-cobalto de 500 UC (A465 = 0,132);
A2= absorbancia do efluente, medida em 465 nm.

4.1.4 Turbidez

A turbidez da amostra foi determinada em turbidimetro digital Q279P (Quimis,
Diadema, SP, Brasil) de bancada calibrado com solucbes padroes.

4.1.5 Série de Sélidos

Na série de solidos foram analisados, sélidos suspensos, sélidos dissolvidos
totais, sélidos totais e de cinzas ou compostos minerais, por gravimetria e 0s

procedimentos estao descritos a seguir.

4.1.5.1 Determinacédo de solidos suspensos

Uma aliquota de 100,0 mL do efluente foi filtrado em um papel filtro qualitativo
de massa conhecida, e posteriormente seco em estufa a 105 °C até massa constante
(APHA, 2005).

4.1.5.2 Determinacao de solidos dissolvidos totais
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O filtrado que foi obtido na determinagéo de sélidos suspensos, foi seco a 105
°C em estufa. Posteriormente a amostra resfriada em dessecador por 2 horas e
pesada até massa constante (APHA, 2005).

4.1.5.3 Determinacao de solidos totais

Uma aliquota de 100,0 mL do efluente foi transferido para béquer previamente
tarado, e seco em estufa a 105 °C. Posteriormente a amostra foi resfriada em
dessecador por 2 horas e pesado (APHA, 2005).

4.1.5.4 Determinacao de cinzas (ou residuo mineral)

Uma aliquota do efluente foi acondicionada em cadinho de porcelana
previamente calcinado e tarado. Em seguida o cadinho foi levado ao aquecimento até
eliminacao de parte da agua, sendo posteriormente levado a mufla por 4 horas a 550
°C (APHA, 2005).

4.1.6 Determinacao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi feita com base no método 5220 D.
Foram adicionados 3,0 mL do efluente diluido e 1,5 mL de solug¢éo digestora (10,12 g
de dicromato de potassio; 33,3 g de sulfato de mercurio Il; 167,0 mL de H2SOs4,
completando para 1000,0 mL com agua destilada) e 3,5 mL de solugéo catalitica (na
proporgdo de 5,5 g de AgSOs4, por kg de H2SO4 concentrado) em tubos de ensaio. Os
tubos foram mantidos a 150 °C por 2 horas em bloco digestor, apos resfriamento foram
feitas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 600 nm. O valor da
demanda de Oz (mg L) foi obtido por meio de interpolagédo dos resultados em curva
de calibracao utilizando biftalato de potassio como padréo.
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4.1.7 Determinacao de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBOs)

A andlise de DBO:s foi realizada em um laboratorio terceirado, seguindo os
métodos 5220-D e 5210 B (SMWW, 232 Edicao), respectivamente, da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas.

4.1.8 Razao de Biodegradabilidade (DBOs/DQO)

A razao de biodegradabilidade foi obtida pela divisdo do valor da demanda
bioquimica (DBOs) de oxigénio e a demanda quimica de oxigénio (DQO) do efluente.

4.1.9 Fendis Totais

A determinacdo da concentragdo de fendis totais foi conduzida
colorimetricamente por meio do procedimento de Folin-Ciocalteu (Merck) (APHA,
2005).

O método espectroscopico Folin-Ciocalteu é amplamente utilizado para
quantificar fendlicos totais, fundamentando-se na reducéo dos acidos fosfomolibdico-
fosfotungstico pelas hidroxilas fendélicas. Esse processo resulta na formagao de 6xidos
azuis de tungsténio (WsO23) e molibdénio (MosOz23), um complexo que apresenta
absorcdo maxima em A = 740 nm. A reacéo € realizada em meio alcalino, sendo o
carbonato de sédio (Na2COs) a base mais apropriada.

Para a andlise, 0,5 mL do efluente foi adicionado a tubos de ensaio, seguido
por 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu a 10% e 2,0 mL de carbonato de sédio a 4%.
Posteriormente, a solucao foi deixada em repouso protegida da luz por um periodo de
2 horas. Em seguida, a absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro a 740 nm,
utilizando agua como branco. Os resultados foram calculados com base na equacéo
de calibracao derivada de uma curva padrao estabelecida com &cido galico. Os valores
obtidos foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG)por
100,0 mL de amostra.
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4.1.10 Série Nitrogenada

Na série nitrogenada foram determinados os conteudos de nitratos, nitritos e
nitrogénio total pelo método Kjedahl. As quantificagdes de nitrogénio total, nitrito e
nitrato seguirdo os protocolos da American Public Health Association (APHA, 2005) e
sera conduzida no Laboratorio de Quimica e Fertilidade do Solo da UTFPR - Pato
Branco (LabSolos).

4.1.11 Lignina insoluvel

A determinacgao da lignina foi conduzida conforme o método Klason (HEINZ,
2017). Uma amostra de 0,3 g de efluente liofilizado foi transferida para um béquer e
tratada com 5,0 mL de H2SO4 a 72%, sob agitacdo vigorosa, em um banho
termostatizado a 45 °C por 7 minutos. Posteriormente, a reacao foi interrompida com
a adicao de 79,0 mL de agua destilada.

A solucdo resultante foi transferida para um Erlenmeyer de 250 mL e
submetida a autoclavagem a 110 °C, por 30 minutos, a uma pressao de 1,05 bar,
visando a completa hidrélise dos oligdmeros remanescentes. Apds essa etapa, a
mistura reacional sera filtrada, e o hidrolisado obtido foi transferido e diluido em um
baldo volumétrico de 100,0 mL com agua destilada, sendo entdo armazenado para
analises posteriores.

Os sdélidos retidos no papel de filtro, devidamente tarado, serdo lavados com
cerca de 2 L de agua destilada e posteriormente secados em estufa a uma

temperatura de 105 £ 3 °C até alcancarem massa constante.

4.1.12 Lignina soluvel

A quantificacdo da lignina Klason Soluvel seguiu o protocolo estabelecido por
HEINZ, (2017). Para tal, uma por¢édo de 5,0 mL do hidrolisado, foi submetida a
alcalinizagdo com NaOH (6,5 mol L") até atingir um pH de 12,5. Posteriormente, essa
solugéo sera diluida em agua destilada em um baldo volumétrico de 100 mL.
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A leitura da absorbancia foi realizada a 280 nm, utilizando a solu¢do de NaOH
(6,5 mol L") como branco de referéncia. A concentracdo de lignina sollvel sera
determinada por meio da Equacao 2:

[Lig] = (41,87. Abs2so - 0,3279)103 Equacéo 2

Em que:
[Lig] = Concentragéo de lignina no hidrolisado
Abs2so = Absorbancia a 280 nm

4.1.13 Espectroscopia UV-Visivel (UV-Vis)

As andlises espectroscopicas foram realizadas utilizando espectrofotémetro
Thermo Scientific modelo Evolution 60S — UV — Visible Spectrophotometer, utilizando
cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico. Agua foi utilizada como branco e a
varredura serd realizada na faixa de 200 — 800 nm. O efluente foi previamente
centrifugado (15 minutos a 3.000 rpm) e o pH ajustado para 7,6 com acido sulfarico e
serd diluido para se adaptar a faixa de leitura do equipamento.

4.1.14 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Uma aliquota do efluente bruto foi previamente liofilizada e mantida em
dessecador até o momento da analise. Os espectros de infravermelho foram obtidos
em espectrofotobmetro Perkin-Elmer, modelo FT-IR da Frontier (USA). Para obtencao
dos espectros foram preparadas pastilhas de KBr contendo 1% de amostra
(compactadas a 8-10 kgf cm™). Os espectros serdo obtidos na regido de 4.000 a 400

cm-1, com 32 acumulagdes e resolugdo de 2 cm™.



26

4.1.15 Fungo: Manutencao e Preparo do In6culo

O fungo Trichoderma koningiopsis CCT 4288 sera utilizado nos ensaios de
biorremediacdo. O fungo foi mantido em meio agar sabourad sobre refrigeracao e
repiques sucessivos (trimestrais).

Para o preparo do in6culo a cepa fungica foi ativada por repique para tubos
de ensaios contendo meio &gar sabourad com cloranfenicol. Os tubos foram
incubados em estufa bacteriolégica a 28 °C por 96 horas. Ap6s um segundo repique
e cultivo nas mesmas condi¢gées os micélios crescidos na superficie do meio foram
transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio minimo de
Vogel (VOGEL, 1956) e glicose (10,0 g L), sendo cultivados por 72 horas a 25 °C sob
agitacao (150 rpm).

A pré-cultura foi homogeneizada assepticamente em mixer por 30 segundos.
Ao homogeneizado de células foi adicionada agua destilada esterilizada para originar

uma solugéo padrdao com absorbancia entre 0,4 e 0,5 a 400 nm.

4.2 Ensaios de biorremediacao

4.2.1 Estudo de Crescimento Radial

Este ensaio permite avaliar a toxicidade aguda do efluente para o fungo
relacionando o relacionando o diametro de crescimento do micélio fungico em placas
de petri com o tempo, este ensaio foi realizado inicialmente com a pretensao de
verificar o fungo Trichoderma koningiopsis como biorremediador do efluente da
industria de laminados de madeira.

Em vista disso, utilizou-se efluente bruto diluido com Agar Sabourad com
cloranfenicol 50% (V/V), como teste inicial de toxicidade aguda. No centro foi inserido
um disco de 01 cm de diametro contendo micélio fungico previamente cultivado em
placas contendo Agar Sabourad com Cloranfenicol 28 °C por 96 horas. Apés as placas
contendo micélio fungico e meio foram cultivadas por 144 horas a 28 °C em estufa. A

cada 24 horas foram realizadas medig6es do raio micelial com paquimetro analégico.
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4.2.2 Tratamento em Sistema Submerso

A necessidade de suplementacdo do efluente com fontes de carbono e
nitrogénio foi avaliada seguindo um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 23. As variaveis independentes a serem estudadas sdo: Concentracdo de
sacarose, concentracao de nitrato de amaénio e pH inicial de cultivo (Tabela 3). Como
variaveis resposta foi considerado: Remocao de DQO, remocao de fendlicos totais e

cor.
Tabela 3 — Delineamento Composto Central 23
Ensaio Variaveis Independe ntes
X; Xz X
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
Variaveis Nivel codificado e valores reais
-1,68 -1 0 1 1,68
pH inicial (X1) 4,6 5 55 6 6,3
Glicose (gL") (X2) (X2) 0 3 7,5 12 15
Nitrato de amoénio (g L) (Xs) 0 1 25 4 5

Fonte: Autoria Prépria (2024).

As fermentacdes serdo conduzidas em frascos agitados de 250 mL contendo
100 mL de meio de cultivo e 10 mL de in6culo padronizado (item 4.1.15). O meio de
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cultivo sera constituido pelo efluente bruto com pH previamente ajustado e
suplementado com as fontes de carbono e nitrogénio, seguindo valores de pH inicial
e concentragdes descritas no delineamento experimental. Os frascos serdo mantidos
em incubador orbital Shaker a 25 °C, 150 RPM de agitacao por 10 dias.

Os resultados serdo analisados por analise de variancia (ANOVA). A
homoscedasticidade da variancia sera checada pelo teste de Levene e a distribuigao
normal dos resultados sera testada pelo teste de Shapiro-Wilk, considerando nivel de
significancia de 10%.

ApoGs o delineamento (biorremediacédo), a biomassa sera filtrada em filtros
previamente secos e posteriormente seca em estufa a temperatura de 70°C por 24

horas, apGs sera pesada novamente para o calculo da biomassa seca.
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Caracterizacao do efluente
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Os dados de caracterizacdo do efluente industrial estdo demonstrados na

Tabela 5, assim como os limites legais de langcamento segundo as resolugdes

357/2005, complementada e alterada pela resolugao 430/2011 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2011). O alto potencial de poluicdo do

efluente é claramente demonstrado, uma vez que os valores dos parametros fisico-

quimicos avaliados excedem os limites permitidos pela legislacao brasileira.

Tabela 5 - Caracterizacao do Efluente Bruto

Parametros analisados Efluente Bruto Legislacao
pH 4,2 5a9

Cor 114.015,15 UC N/A
Turbidez 60,5 NTU N/A
Condutividade 17,31 mS cm 25°C N/A

Fendis Totais 9.000,09 mg L 0,5 mg L*
Nitrogénio Total 290,88 mg L N/A
Nitratos 285 mg L N/A

Nitritos 13 mg L N/A

DQO 137.812,50 mgO2L-* 300 mgO2 L
DBOs 68.737,62 mgO2 L 50 mgO2 L
DBOs/DQO 0,50 N/A

Lignina soluvel Klason 1360 mg L N/A
Lignina Insoluvel Klason 49 mg L N/A
Sélidos Suspensos 12,563¢g L1 N/A
Sélidos Totais 117 g L* N/A

Cinzas 26,6gL" N/A

Fonte: Autoria propria (2023).

*Valores estabelecidos pela legislacio (CONAMA 430/2011).

N/A: Nao aplicavel.
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Figura 7 — Aspecto visual do efluente bruto da industria de compensado de madeira

Fonte: Autorla propria, (2024)

Conforme verificado na Tabela 5 e Figura 7 o efluente bruto apresentou pH
acido (4,2), coloragéao intensa (114.115,15 UC), e elevada turbidez (60,5 NTU). O pH
do efluente estd em desacordo com a legislacao brasileira vigente a qual preconiza
valores de 5 a 9. Efluentes com coloracéo intensa e elevada turbidez podem causar
danos aos corpos hidricos receptores, necessitando, portanto, de tratamentos prévios.
Valores inferiores (8.333,0 UC) de cor foram reportados por Heinz et al. (2019). Cabe
destacar que efluentes coletados na mesma empresa, podem apresentar parametros
fisico-quimicos diferentes quando coletados em diferentes periodos.

A condutividade é uma medida do fluxo de elétrons que é facilitado através da
presenca de ions no efluente e em efluentes liquidos, reflete a concentracao total de
ions dissolvidos. Embora os elétrons possam estar envolvidos em algumas situacoes
especificas nos processos de tratamento de efluentes, a condutividade no efluente se
deve principalmente ao movimento dos ions, e ndo dos proprios elétrons (<The
Importance Of Electrical Conductivity Of Wastewater=, 2022; LEVLIN, 2010). O
efluente apresentou uma condutividade relativamente baixa (17,31 mS cm™ a 25°C),
embora bastante superior ao reportado por Heinz, et al. (2016). Tal resultado sugere
que o efluente ndo apresenta elevadas concentragcdes de ions e sais dissolvidos. Altos
valores de condutividade afetam os sistemas de transporte de compostos quimicos
através da parede celular microbiana, resultando em mudangas no metabolismo e
efeitos inibitérios (DAN; VISVANATHAN; BASU, 2003; LOMBARDI E FURLEY, 2015).
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O efluente demonstrou ser rico em compostos fendlicos, sendo verificado uma
concentracdo de 9.000,1 mg L' superior ao permitido pela legislacdo (0,5 mg L). O
conteudo de fendis totais, bem como a presenca de cor, pode ser atribuido a presenca
de lignina e seus derivados, além de possiveis extrativos da madeira que foram
transportados pelo vapor no momento do cozimento. Heinz et al. (2019) verificaram
valores de 1.220 mg L' em efluente similar. Por outro lado, valores inferiores foram
reportados por Barreto-Rodrigues, Aguiar, Cunha, (2009), os quais encontraram um
contetdo de 358 mg L' de fendlicos totais.

Os teores de nitritos e nitratos encontrados foram 13 mg L'e 285 mg L', o
que pode desencadear o processo de eutrofizacdo nos corpos hidricos de despejo,
além de interferir na passagem de luz e temperatura. O teor de nitrogénio total foi de
290,88 mg L' e corresponde a soma do nitrogénio amoniacal e nitrogénio organico.
Cabe destacar que a presenca de nitrogénio assimilavel em efluentes pode contribuir
como nutriente (fonte de nitrogénio) em processos biolégicos de remediagao.

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) encontrada no efluente foi de
137.812,50 mgO2L' e a Demanda Biogquimica de Oxigénio (DBOs) de 68.737,62 mgO2
L'. Estes resultados confirmam o elevado potencial poluidor do efluente estudado,
mesmo ele apresentando uma relacdo DBOs/DQO de 0,5, a qual indica queo mesmo é
parcialmente biodegradavel (DIAZ et al. 2022). A relagdo DBOs/DQO expressa a
biodegradabilidade de efluentes e € utilizada como marcador na definicao dos
procedimentos de tratamento. Se a relacao for superior a 0,60 o efluente devera ser
facilmente biodegradavel e se esta relacao for inferior a 0,30 o efluente ndo sera
biodegradavel ou sera lentamente biodegradado (HEINZ et al, 2016; JOUANNEAU et
al.2014).

A presenca de lignina foi detectada no efluente, sendo encontrados conteudos
de 1360 mg L' e 49 mg L' de lignina Klason sollvel e insollvel, respectivamente. Os
elevados teores de lignina presentes no efluente podem justificar, os elevados valores
de cor e turbidez do efluente. Os resultados obtidos para a série de sélidos indicaram
que os solidos totais presentes foram constituidos de 22,73% de material inorganico e
77,26% de material organico. Embora a maior parte de conteudo de sdlidos totais
presentes no efluente correspondem a material organico, verifica-se uma elevada
concentragdo de material inorganico, possivelmente oriundo do uso de sais
empregados em alguma etapa do processo ou possivelmente por elevada dureza da

agua de cozimento das toras.
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5.1.2 Perfil espectroscopio do efluente bruto na regiao do infravermelho

O espectro de infravermelho com transformada de Fourier do efluente bruto e
tratado apds o delineamento experimental, (biorremediacdo) (Figura 8) mostra uma
banda intensa em 3.411 cm™ atribuida a vibragdes de estiramento de ligacdes O-H,
oriundas possivelmente de grupos aromaticos, corroborando com a composicéo
majoritaria do efluente, tendo em vista que solucdes de lignina e licor negro, mostram
bandas de absorgoes entre 3.540 cm™ e 3.400 cm™ (TIAN, Z., et al, 2015). A banda de
baixa intensidade em 2.937 cm™' foi atribuida a vibragdes de estiramento (C-H) dos
grupos metil e metoxilas aroméaticas presentes na estrutura da lignina. Bandas como
estas foram visualizadas em espectros de solugcdes de lignina acidificadas e
carbonatadas, além de serem indicados como picos que caracterizam a celulose
(KUMAR; ALEN; SAHOO, 2016; FARIS et al. 2015; HAO, Y. et al, 2018).

Os anéis aroméaticos, estruturas presentes na molécula da lignina, podem ser
evidenciados nos picos de média e baixa intensidades, respectivamente, em 1.633
cm'e em 1.400 cm™ que sdo caracteristicos de vibragdes entre carbonos C=C no
esqueleto do anel aromatico da lignina, por vezes atribuidos aos monémeros guaiacil
ou siringil da lignina (ZHOU, X., et al. 2019; DO et al. 2020; REYES-RIVERA;
TERRAZAS, 2017). Ja o pico de média intensidade em 1.079 cm-1 foi atribuido as
vibracdes de estiramento das ligacbes C-O e podem corresponder a absorcdes em
moléculas residuais de celulose e hemicelulose. Além disso, picos entre 1.072 e 1.076
foram identificados como vibragdes nos grupos de alcoois primarios e secundarios.
(REYES-RIVERA; TERRAZAS, 2017; PIQUERAS et al. 2020).

Percebe-se clara reducdo e deslocamento nas bandas de absorcao O-H,
demonstrando que as vibragbes de estiramento de ligagbes O-H, oriundas
possivelmente de grupos aromaticos sofreram degradacéo e/ou adsorcado micelial. A
banda em 2937 cm' sofreu uma reducao intensa no efluente tratado, sugerindo que o
microrganismo conseguiu utilizar a celulose como substrato, diminuindo suas
concentragdes significativamente no meio. Assim como nas bandas em 1400 cm-1 o
que denota a eficiéncia do fungo em degradar a lignina utilizando como substrato
(fonte de carbono), seus monémeros (alcool sinapilico, alcool coniferilico e alcool p-

cumarilico) e os grupos guaiacil e siringil. As reducdes de transmitancia nas bandas
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1633 cm™ e 1079 cm™' corroboram com os estudos de que o T. koningiopsis foi capaz

de degradar tais substancias.

Figura 8 - Espectro de infravermelho com transformada de Fourier
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Fonte: Autoria propria (2024).

5.1.3 Varredura UV-VIS

A Figura 9, mostra os espectros de varredura do efluente bruto e apéds
tratamento biolégico derivado do delineamento experimental na regido UV-Visivel.
Nota-se uma banda de maxima absorgdo em torno de 280 nm, tipico da lignina
(HEINZ, et al. 2016). Esta banda de absorgdo também pode estar relacionada a
presenca de compostos como furfural e hidroximetilfurfural oriundos da degradacao
de agucares provenientes de polissacarideos presentes na madeira. Nitida reducao
de intensidade nesta banda de absorcao foi verificado apds biorremediacdo. Esta
reducao de absorcao indica que houve remocéao de grupos croméforos, em funcao de
possivel degradacao enzimatica e/ou adsorgcao micelial. De fato, tem sidodemonstrado
que o fungo T. koningiopsis € héabil produtor de polifenoloxidasesenvolvidas em
processos de degradacao de biomassa celuldsica (CASTRILLO et al. 2015).
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Figura 9 - Espectros de varredura do efluente bruto e tratado.
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Fonte: Autoria propria, (2024).
5.2 Crescimento radial do micélio fungico

As Figuras 10 e 11 mostram o crescimento radial do fungo Trichoderma
koningiopsis em meio agar Sabourad/cloranfenicol e efluente (50%, v/v), ao longo de
seis dias. O fungo foi capaz de crescer em toda a superficie do meio com uma
velocidade média de crescimento micelial de 0,75 mm/h. Essa elevada velocidade de
crescimento micelial indicou que o fungo é capaz de superar a toxidade biologica do
efluente. Heinz (2016), reportou uma menor taxa de crescimento micelial (0,26mm/dia)
do fungo Pleorotus ostreatus cultivado em condigdes similares. Corroborandocom isso,
fungos lignoceluloliticos tém sido amplamente usados para a degradacao deste tipo
de efluente devido a sua facilidade em secretar enzimas que auxiliam na degradacao

de compostos como a lignina e a celulose (MARLENE, et al. 2021).
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Figura 10 - Crescimento micelial do fungo Trichoderma koningiopsis em meio agar
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Figura 11 - Grafico de crescimento micelial do Trichoderma Koningiopsis
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Fonte: Autoria propria (2024).

5.3 Delineamento experimental (DCCR 23)

Os resultados de remocao de DQO, remocao de fendlicos totais e remocéao de
cor obtidos nos ensaios experimentais conduzidos segundo o DelineamentoComposto
Central Rotacional - 23, estdo descritos na Tabela 6.

O fungo foi habil em crescer em todas as condigdes de cultivo. Os percentuais
de remocao de DQO variaram de 61,72% (ensaio 1) a 88,77% (ensaio 11), enquanto

o percentual de remocao de fendlicos totais variou de 57,4% (ensaio 15) a 84,51%
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(ensaio 4). Interessante destacar que as condi¢des experimentais consideradas como
ponto central no delineamento experimental contribuiram para maior crescimento
micelial, no entanto ndo promoveram a efetiva remogao de cor do efluente (22,13% —
22,61%) (Tabela 7). Uma avaliacdo pontual do ensaio 8 sugere que o0 uso de maiores
concentracdes de glicose e nitrato de aménio associado ao pH 6 contribui para
melhores resultados de DQO, fendlicos totais e cor. Chamam a ateng¢ao os pontos 9,
11 e 13, pois mesmo possuindo valores abaixo do ensaio 8, sdo economicamente

interessantes do ponto de vista industrial, visando menor consumo de reagentes.

Tabela 6 — Delineamento Composto Central 23

. Variaveis Independentes Valores obfidos
Ensaio Xi X2 X3 % R.DQO* % R.FT* % R. COR~

1 -1 -1 -1 61,72 61,22 36,39

2 -1 -1 1 80,05 81,17 75,00

3 -1 1 -1 76,42 75,78 51,85

4 -1 1 1 77,69 84,51 76,94

5 1 -1 -1 72,61 75,96 41,30

6 1 -1 1 76,24 79,66 46,30

7 1 1 -1 72,06 71,05 50,09

8 1 1 1 87,48 82,75 94,95

9 -1,68 0 0 78,41 67,95 59,35

10 1,68 0 0 80,41 69,59 46,02

11 0 -1,68 0 88,57 63,46 43,43

12 0 1,68 0 65,53 67,83 52,50

13 0 0 -1,68 68,44 61,89 47,87

14 0 0 1,68 80,41 65,10 44,26

15 0 0 0 73,33 57,40 22,61

16 0 0 0 74,06 58,67 22,13

17 0 0 0 73,69 58,03 22,37

Variaveis Nivel codificado e valores reais

-1,68 -1 0 1 1,68
pH inicial (X4) 4,6 5 55 6 6,3
Glicose (g L") (X2) 0 3 7,5 12 15
Nitrato de amonio (g L) (Xa) 0 1 2,5 4 5

Fonte: Autoria Propria (2024).
*Percentual de reducdo de DQO, Fendlicos Totais e cor.
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Tabela 8 — Biomassa seca apds ensaio de biorremediacao

Ensaio Biomassa seca (g) Ensaio Biomassa seca (g)

1 4,76 10 4,47
2 2,31 11 4,24
3 3,79 12 4,50
4 2,45 13 4,28
5 4,32 14 4,59
6 3,89 15 5,17
7 3,52 16 5,27
8 4,34 17 5,22
9 4,37 -

Fonte: Autoria propria, (2024).

Para uma melhor visualizagcao dos efeitos principais de primeira e segunda
ordem, bem como possiveis interacbes entre as variaveis, foram construidos
diagramas de Pareto (p=0,10).

Conforme pode ser verificado na Figura 12 A, ambas as variaveis estudadas
apresentaram efeitos positivos (efeito quadratico) estatisticamente significativos ao
nivel de 90% de confianca (p < 0,1) sobre a remocéao de cor. A variavel nitrato de
amdnio também mostrou efeito linear positivo (p < 0,1). Estes resultados indicam que
0 uso de maiores concentragdes de fonte de carbono e nitrogénio associada a um pH
de cultivo mais proximo a neutralidade tende a promover maior remocao de cor.
Glicose e pH do meio de cultivo também influenciaram positivamente (efeito
quadratico) a remoc¢ao de fendlicos totais (Figura 12 B). Com relacdo a remocao de

DQO apenas a variavel nitrato de aménio demonstrou influéncia (efeito linear positivo).
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Figura 12 — Diagrama de Pareto de Cor (A), Fendlicos Totais (B) e DQO (C).
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Fonte: Autoria propria, (2024).

Os modelos matematicos que representam a remocao de cor, remocao de

fendlicos e remocao de DQO, descritos pelas superficies de respostas mostradas nas

Figuras 13 A, 13 B e 13 C, respectivamente, estao representadas abaixo:
Remocao de cor (%) = 1623,70 + 49,082X12 + 0,553X2? — 9,046X3

Remocao de fendlicos totais (%) = 689,54 + 23,33X12 + 0,249X22

(Equacao 4)
(Equacéo 5)

Remocéo de DQO (%) = 255,27 + 4,35Xs

(Equacéo 6)

Figura 13 — Graficos de superficie para remocao de cor
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Figura 14 — Graficos de superficie para remocao de Fenolicos Totais.
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Figura 15- Graficos de superficie para remocao de DQO.
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Fonte: Autoria prépria, (2024).

O modelo matematico relativo a remocao de cor Figura 13 nao foi significativo
em um intervalo de confianga de 90% (p<10) (Equagéo 1). O valor Fcalculado foi 2,48
e o F tabelado foi 2,73, sendo um modelo ndo preditivo, com coeficiente de
determinagdo (R?) de 0,77467. Da mesma forma os demais modelos nao
demonstraram ser preditivos em um intervalo de confianca de 90% (p<10). Os valores
F calculado dos modelos relativos a remocgao de fendlicos totais e DQO foram 1,55 e
0,59 respectivamente.

Embora os modelos matematicos obtidos ndo tenham apresentado pungéncia
estatistica, avaliacbes univariadas dos resultados dos ensaios do delineamento
(DCCR 23) permitem inferir a influéncia de cada variada estudada nas respostas.
Avaliando conjuntamente os resultados de remogéao de cor, fendlicos totais e DQO
percebe-se que o ensaio 8 permitiu uma melhor biorremediacéo do efluente.



40

6.0 CONCLUSAO

O efluente analisado, proveniente da industria de fabricagdo de laminados,
demonstrou ser altamente poluente devido a presencga significativa de compostos
fendlicos, turbidez e coloracdo. Os valores de pH, fendlicos totais, DBOs e DQO
excedem os limites permitidos pela legislacdo brasileira para descarte em corpos
receptores. A relagao entre DBO5/DQO observada indica que o efluente é suscetivel
a biodegradacgéao, sugerindo que tratamentos biolégicos podem ser eficazes.

O fungo Trichoderma koningiopsis, demonstrou crescimento em meio ao
efluente, além de capacidade de reducgéo da cor, compostos fenélicos e DQO. Isso
sugere que ele possui potencial para ser utilizado em processos de biorremediacao
do efluente estudado. O estudo do processo de biorremediacdo conduzido com auxilio
de planejamento experimental demonstrou a necessidade de suplementacdo do
efluente com fontes de carbono (glicose) e nitrogénio (nitrato de aménio) para melhor
desintoxicacao do efluente. Valores de pH de cultivo proximos a 5,5 demonstraram
contribuir para maior crescimento de biomassa celular e no pH 6 foram obtidos os

melhores resultados de remogéao de cor, fendlicos e DQO.
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