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RESUMO

DUWE, Rodrigo. Estudo da Degradacao de Efluente Kraft por Basidiomicetos. 2013.
71 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Processos Ambientais) —
Departamento Académico de Quimica e Biologia, Universidade Tecnol6gica Federal
do Parana. Curitiba, 2013.

Este trabalho apresenta um estudo sobre a degradacado de compostos presentes em
efluente kraft, utilizando dois basidiomicetos lignoliticos (Phanerochaeta
chrysosporium ATCC 24725 e Pleurotus ostreatus POS 560) e dois fungos isolados
de madeiras em decomposi¢do e ainda sem indentificacdo (LMB-CF e LMB — OP).
Foram realizados experimentos em meio sélido e em meio liquido, numa sequencia
de quatro estudos. No primeiro foram variadas as concentracdes de efluente (de 0%
a 100%) dos meios de cultivo solidificado, avaliando seu efeito sobre o crescimento
micelial. O segundo estudo, também realizado em meio sélido, consistiu de um
delineamento experimental 23, variando glicose, pH e concentracdo de efluente.
Foram selecionados os fungos Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 e
Pleurotus ostreatus POS 560 para realizar o terceiro estudo, em meio liquido, em
outro planejamento fatorial 2°, com variacdo de glicose, espécie de fungo e
concentracdo de efluente, sendo analisados: glicose, biomassa, compostos
ligninicos, compostos fendlicos totais e cor. O melhor resultado de crescimento
micelial, em placas de petri, foi obtido com o fungo Phanerochaete chrysosporium,
em 10% de efluente, pH 7,0 e 10g/L de glicose. Os melhores resultados de remocéao
de compostos, em meio liquido, foram obtidos com o fungo Pleurotus ostreatus,
cultivado em até 20% de efluente kraft e com adicdo de 10g/L de glicose. Foram
obtidos valores de remocao de fenol entre 9 — 14%, Cor 64 — 76%, DQO 38 — 66% e
ligninicos 41 — 64%. No ultimo estudo foi conduzido um ensaio cinético, durante dez
dias, com amostragem a cada dois dias. Em relagdo ao ensaio cinético observou-se
correlacdo entre a remocao de cor, lignina e formagdo de biomassa nos primeiros
dias. Pleurotus ostreatus apresentou potencial de degradacdo de compostos

presentes em efluente kraft.

Palavras Chave: Fungos Lignoliticos. Biodegradagado. Efluente Kraft. Pleutorus
ostreatus. Phanerochaete chrysosporium.



ABSTRACT

DUWE, Rodrigo. Study of Kraft Effluent Degradation by Basidiomycetes. 2013. 71 f.
Trabalho de Conclusdao de Curso (Tecnologia em Processos Ambientais) —
Departamento Académico de Quimica e Biologia, Universidade Tecnol6gica Federal
do Parana. Curitiba, 2013.

This work presents a study on the degradation of compounds present in the kraft
effluent by lignolitic basidiomycetes using the following: Phanerochaeta
chrysosporium ATCC 24725 and Pleurotus ostreatus POS 560; unidentified fungi:
CF-01 and LMB LMB - OP 02. Experiments were carried out on solid medium and in
liquid medium, a sequence of four studies. Were varied in the first effluent
concentrations of the culture media (0% to 100%), evaluating its effect on the
mycelial growth. The second study, also conducted in solid medium consisted of a 2°
experimental design, varying glucose, pH and concentration of effluent. Were
selected fungi Phanerochaete chrysosporium and Pleurotus ostreatus ATCC 24725
POS 560 to perform the third study, in liquid medium, in another 2° factorial design,
varying glucose, fungal species and effluent concentration and analyzed: glucose,
biomass, ligninicos compounds, total phenolic compounds and color. The best result
mycelial growth in petri dishes was obtained with the fungus Phanerochaete
chrysosporium effluent by 10%, pH 7.0 and 10g / L glucose. The best results, for
removal of compounds, in liquid medium were obtained with the fungus Pleurotus
ostreatus, grown to 20% kraft effluent and with addition of 10g / L glucose. The mean
values of removing total phenolic compounds from 9 — 14% color 64 — 76%, COD 38
— 66% and 41 — 64% ligninic compounds. In the last study we conducted a kinetic
assay, for ten days, with sampling every two days. Regarding the kinetic assay
correlation was observed between the color removal, lignin and biomass formation in
the early days. Pleurotus ostreatus has potential degradation of compounds in kraft

effluent.

Key words: Lignolitic fungi. Biodegradation. Kraft effluent. Pleutorus ostreatus.
Phanerochaete chrysosporium.
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1 INTRODUCAO

A industria papeleira é muito importante economicamente para a América do
Sul, sendo que Brasil e Chile sdo os maiores processadores de madeira. Em 2008,
o setor alcancou o posto de quarto produtor mundial de celulose — atras de Estados
Unidos, Canada e China. O recorde foi obtido em um periodo adverso, durante a
crise financeira internacional. A posicao foi mantida em 2010, quando o setor
produziu 14 milhées de toneladas de celulose. Em 2012, a produgao brasileira de
celulose foi de 13,8 milndes de toneladas de celulose e 10,1 milhdes de toneladas
de papel (BRACELPA, 2013).

Para o processamento da madeira, as industrias que utilizam o processo kraft,
consomem grande volume de 4agua, sendo no Brasil a média de 60 mt. Este
efluente apresenta alto potencial poluidor e contém grandes quantidades de sélidos,
cor, matéria organica dissolvida e compostos organoclorados. Os parametros
ambientais mais explorados no efluente da industria papeleira sdao: demanda
bioquimica de oxigénio, demanda quimica de oxigénio, sélidos em suspensao, cor,

halogénios organicos adsorviveis, toxicidade e dioxinas (MIELI, 2007).

Nos efluentes da industria de celulose kraft uma consideravel variedade de
substancias quimicas esta presente, relacionadas com compostos ligninicos e seus
derivados fendlicos, entre outros. Estes compostos sdo responsaveis pela
recalcitrancia e elevada carga organica no efluente, além de cor e de toxicidade
(XAVIER; CHAMORRO; VIDAL, 2005). Por isso, os estudos sobre tecnologias
alternativas de remediacdo e tratamento destes efluentes vém sendo bastante
abordados (ZAMORA et al., 1996).

O tratamento de efluentes utilizado em fabricas de papel e celulose ocorre em
quatro etapas sequenciais: tratamento preliminar (com a remocao de soélidos
grosseiros), tratamento primario (com o intuito da remocdo de sélidos em
suspensao), tratamento secundario (realizado biologicamente, com remocédo de
matéria organica biodegradavel e toxicidade) e o tratamento terciario (com a
remocao de cor e o polimento do efluente) (MIELI, 2007).
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Geralmente, o efluente kraft é significativamente purificado até o tratamento
secundario, nao sendo necessario o tratamento terciario. Em relagcdo ao processo
secundario de tratamento, séo utilizados meios aerdbicos para realizar a
degradacao. Lodos ativados e lagoas aeradas sdo muito empregados, com uma
menor utilizacdo de microrganismos com crescimento aderido como em biodiscos,
filtros bioldgicos (MIELI, 2007).

Tratamentos através de microrganismos transformam compostos com
toxicidade elevada em CO., e H,O (GARCIA, 2009), em processos aerobicos, ou CH,4
e H>O, em processos anaerobicos, tendo custos relativamente baixos (ZAMORA et
al., 1996). Basidiomicetos sdo exemplos de microrganismos que podem realizar a
degradacdo de compostos téxicos presentes em efluente kraft (NETO, 2010).
Exemplos de microrganismos que realizam este tipo de degradacdo sao
Phanerochaete chrysosporium (CARDOSO, 2009) e o género Pleurotus (GARCIA,
2009).

Almeida, Assalin e Rosa (2004) utilizaram em seu estudo um processo
combinado de ozonizacédo e tratamento por Pleurotus ostreatus, conseguindo 35%
de remocao de fendis totais. Garcia (2009) obteve remogdes de 2-4 diclorofenol e 2-
4-6 triclorofenol de 45,7% e 17,9%, respectivamente, em biorreator com o fungo
Pleurotus ostreatus. Mei (1992) consegui 13% de remocédo de cor, em escala de
bancada, com o fungo Phanerochaete chrysosporium.

Neste contexto, o presente trabalho procurou acompanhar a biodegradacao
de efluente kraft por quatro basidiomicetos lignoliticos, em estudos em escala de
bancada. Dentre os organismos estudados estdo Phanerochaeta chrysosporium,
Pleurotus ostreatus e outros dois fungos sem identificacdo, mas que mostraram-se
degradadores de corantes em aulas praticas de Biotecnologia Ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a biodegradacao de efluente kraft por quatro fungos lignoliticos, em escala
de bancada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o efluente kraft, segundo os parametros fisicos, quimicos e
ecotoxicoldgicos;

- Avaliar o efeito da concentracdo do efluente kraft sobre a velocidade de
crescimento micelial dos quatro fungos estudados;

- Otimizar o crescimento micelial dos fungos em cultivo no efluente Kraft solidificado,

através de delineamentos experimentais 2°;

- Otimizar a biodegradacao de efluente kraft (redugcdo de compostos ligninicos) a

partir do cultivo submerso de dois fungos, com delineamento experimental 2°;

- Acompanhar a cinética de degradacdao do efluente kraft, em agitador rotativo
(shaker), na condicdo mais otimizada do estudo.
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3 REVISAO TEORICA

3.1 ESTRUTURA DA MADEIRA

A madeira é composta, basicamente, por trés polimeros estruturais (celulose,
hemicelulose e lignina) e por extrativos vegetais (resinas), sendo que a proporcao

varia entre as espécies.

3.1.1 CELULOSE

A celulose é um homopolimero de cadeia longa, formado por moléculas de
glicose unidas por ligacdes B(1-4) (Figura 1) (OGEDA; PETRI, 2010). As microfibrilas
presentes na estrutura da celulose sdo estabilizadas entre si por ligacdes inter e
intramoleculares, como pontes de hidrogénio entres as cadeias (ESTEVES, 2011). A
celulose tem poucas regides com baixo grau de ordenacao (partes amorfas), mas
apresenta muitas partes com alto grau de ordenacao (fracdes cristalinas). A rigidez,
a densidade e a resisténcia desta substancia ocorrem devido ao grande carater
cristalino que esta presente. Ja as pontes de hidrogénio presentes entre as ligacdes
intermoleculares e intramoleculares fazem com que a celulose tenha alta
insolubilidade e nao reatividade (AGAPITO, 2007).

Figura 1 — Féormula estrutural da celulose.

Fonte: Agapito (2007).
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3.1.2 HEMICELULOSE

A hemicelulose, polissacarideo associado a celulose, tem fungéo estrutural na
parede celular vegetal. Ela também atua no crescimento e no desenvolvimento de
plantas. Sua estrutura € composta por acido hexurénicos, hexoses e pentoses. Esta
composicao de acucares varia com o tipo de planta, mas o monossacarideo
predominante determina sua classe: arabinogalactana, arabinoglucoronoxilana e
galactoglucomana, glucuronoxilana ou glucomanana (AGAPITO, 2007). Xilose, &acido
acético e furfural sdo exemplos de oligdmeros formadores de aglcares constituintes
da hemicelulose (GOUVEIA; NASCIMENTO; MAIOR, 2009).

3.1.3 LIGNINA

A lignina, também conhecida como lenhina, € um dos compostos aromaticos
mais abundantes na terra, presentes nas plantas vasculares. Sao formados por
fracoes de fenilpropano como o p-cumarilico, alcool sinapilico e alcool conifero
(AGAPITO, 2007).

Ligacdes carbono-oxigénio (C-O-C) de éter e ligacdes carbono-carbono (C-C)
sao as presentes entre as fracdes de fenilpropano, com predominancia das ligagdes
tipo éter. Estas moléculas de lignina sdo formadas por polimerizacéo, através de
enzimas peroxidases. As moléculas precursoras para a formagdo desta molécula,
sdo radicais e fendis (FUKUSHIMA; HADFIELD, 2003).

A lignina tem uma estrutura bastante irregular, com predominancia de

subestruturas com ligacao (B-0-4), mostradas na Figura 2.
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Figura 2 — Subestruturas constituintes da lignina, sendo representado as porcentagens de
ligacdo entre compostos de fenilpropano.

Fonte: Agapito (2007).

O tipo de lignina presente nas plantas varia dependendo também do tipo de
madeira resinosa e folhosa. Na primeira é encontrada lignina com unidades de
coniferilico e p-coumarilico, enquanto na segunda a lenhina é formada por fracdes
de trés alcoois (CARVALHO et al., 2009).

A lignina esta intimamente ligada a celulose por diferentes tipos de ligacoes
(AGAPITO, 2007). H4 ligacdes entre éter e o carbono benzilico presente na lignina e
a uma parte do hidrato de carbono e ligacGes éster, do carbono benzilico da lenhina



16

e residuos de acidos urdnicos, e ligacdes glicosidicas somente da lignina, sendo a
primeira ligacdo a mais predominante (CARVALHO et al., 2009). Com o alto grau de
ramificacdo da molécula de lignina, pressupbe —se que 0s mecanismos de lise da
molécula ocorre por via extracelular. Estes mecanismos devem ser oxidativos, para
que as ligacbes do tipo éter, estaveis, sejam quebradas. J& que a estrutura da
lenhina é bastante irregular (KLOCK, 2013), ndo é requerida grande especificidade
destes mecanismos para a quebra de ligacao (AGAPITO, 2007). A Figura 3 mostra a

estrutura geral da lignina.

Figura 3 - Estrutura Base para formacao de ligninas.

Fonte: Saliba (2001).

3.1.4 Extrativos

Os extrativos ndo sao substancias integrantes da parte estrutural da parede
celular das plantas. Estes componentes sdo responsaveis por algumas
caracteristicas singulares da madeira, como resisténcia natural ao apodrecimento,
cheiro, cor, gosto e propriedades abrasivas (KLOCK et al., 2005). A porcentagem e a
qualidade de extrativos presentes na madeira dependem da espécie, sendo
evidentes as diferencas entre individuos da mesma taxonomia. Os extrativos
responsaveis pela durabilidade da madeira formam-se durante o processo de
transformacao do alburno em cerne, sendo acumulados nos lumens e nas paredes
da células, conferindo uma coloracdo escura final (OLIVEIRA et al., 2005).
Quantitativamente e qualitativamente as substancias que podem ser extraidas
dependem, também, da idade e regido de procedéncia. Cerca de 3 a 10% da

madeira € constituida por extrativos. As folhosas e coniferas tém uma pequena
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diferenca em sua porcentagem, tendo a primeira 2 a 4% e a segunda 5 a 8% de
extrativos (KLOCK et al., 2005). Estes extrativos podem ser removidos da matéria-
prima através do processo kraft, na etapa de cozimento. Estes compostos, que
recebem o nome de pitchs, podem ser liberados como depdsitos no maquinario, no
qual se acumulam, causando grandes perdas para este ramo industrial. Estas
substancias depositadas tem relacdo com a composicao dos extrativos da espécie
de madeira (BARBOSA; MALTHA; CRUZ, 2005).

Os extrativos podem ser divididos de acordo com sua composicao quimica
em, terpenos e terpendides, compostos alifaticos e compostos fendlicos. A primeira
classe € composta por oleoresinas, secre¢coes da madeira, e substancias volateis,
sendo produtos da condensacao de moléculas de isopreno, conferindo a madeira
protecdo e suporte estrutural. Ja a segunda contém compostos muito estaveis e
lipofilicos, como araquinol, o behenol e o lignocerol. Os componentes mais
importantes desta classe sdo os acidos graxos, que podem ser saturados ou
insaturados. A terceira, e Ultima, classe tem constituintes derivados da biossintese
da lignina, sendo subprodutos e residuos. Estes estdo presentes em maior
quantidade no cerne da arvore, conferindo carater fungicida a madeira. E nas folhas
€ na casca que se encontra a maior quantidade destes compostos, podendo ser

cetonas, aldeidos, alcoois e acidos (KLOCK et al., 2005).

3.2 PAPEL E CELULOSE

O processo kraft é responsavel por cerca de 80% da celulose produzida no
mundo (AGAPITO, 2007). Para que seja produzida é preciso que sejam separados
alguns compostos da madeira tais como: lignina, celulose, hemicelulose e
compostos extrativos. Estes podem ser modificados através de processos termo-
mecanicos, mecanicos e quimicos (VANZETTO, 2012). O processo Kraft € um
exemplo, alcalino, destes processos que consegue a separacao efetiva de
componentes da madeira (VANZETTO, 2012).
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3.2.1 PROCESSO KRAFT

3.2.1.1 Descricao do Processo Kraft

A madeira pré-cortada € transformada em cavacos, ou aparas de madeira,
através de um picador. Estes pedacos de madeira sdo colocados em um digestor
para seu cozimento, submetidos a 145 - 155°C , e sdo quimicamente tratadas com a
lixivia branca, composta por: hidroxido de sodio (NaOH) e sulfeto de sodio (Na.S)
(FRAGA; JUNIOR; GONCALVES, 2002).

Com este cozimento, hemicelulose, lignina e extrativos vegetais séo
degradados e solubilizados. A pasta preparada é lavada e crivada, ficando o licor
negro no local de separacao. Este licor € composto por compostos organicos
presentes na madeira, por compostos da lavagem quimica, que a matéria prima foi
submetida e por agua (NETO, 2002). Mesmo com a deslignificagdo da madeira, as
fibras celulésicas ficam escuras, com leve tom de marrom, caracterizando assim a

lignina residual nas fibras de celulose.

Este processo da industria de papel, também chamado de polpacao kraft,
gera como efluente o licor negro, de pH alcalino e com compostos fendlicos
(ZAMORA et al., 1996). Para o branqueamento da polpa sao utilizadas técnicas, que
extraem o restante da lignina, com emprego de produtos quimicos com alta
concentracdo de compostos clorados. A sequéncia mais comum do processo de
branqueamento de pasta é: aplicacao de cloro, extragao alcalina, uso de hipoclorito,
emprego de diéxido de cloro; extracao alcalina e novamente a aplicacao de didéxido
de cloro (ZAMORA et al.,1996; RABELO, 2001). O tratamento da pasta pode ser
feito utilizando, também, hidréxido de sodio e perdxido de hidrogénio.

Quando se tem a remocao de lignina por cloro ha a formacao de substancias
clorofendlicas persistentes. Clorofendis, cloroalifaticos, cloroguaicois,
cloroaromaticos e clorocatecéis sdo exemplos de substancias deste tipo de efluente
(AGAPITO, 2007). Estes efluentes contém baixo teor de oxigénio dissolvido, elevada

cor e turbidez e alto teor de sélidos suspensos (ZAMORA et al.,1996). Os valores de
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demanda bioquimica e quimica de oxigénio nestes efluentes sao relevantes (NAVIA
et al., 2006).

3.2.1.2 Impactos Ambientais do Efluente Kraft

Para o setor de celulose e papel a abordagem da questdo ambiental é um
fator muito relevante para o desenvolvimento continuo. Frequentemente, esta
premissa vem sendo tratada como uma variavel gerencial relevante ao negécio
(SOUZA et al., 2008). As industrias estudam formas de reaproveitar a agua de
lavagem do processo, através de reciclo (SOUZA et al., 2008). O efluente derivado
da industria kraft tem caracteristicas especificas, com altas concentracées de solidos
suspensos (SS), demanda quimica de oxigénio (DQO), cor, toxicidade e demanda
bioquimica de oxigénio (DBO). A cor é derivada de compostos ligninicos e a
toxicidade é relacionada a compostos fendlicos, sendo que em efluentes de
branqueamento, estes compostos relacionados com cloro, fazem com que a
toxicidade do efluente aumente (VANZETTO, 2012).

Varios sao os componentes que podem ser encontrados em efluentes kraft,
muitos com toxicidade relevante. Tensoativos sdo componentes dificeis de degradar,
alteram a reproducdo de organismos aquaticos e matam microrganismos presentes
no tratamento secundario. Metais pesados, com alta toxicidade, se acumulam nos
organismos ao longo das cadeias tréficas. Soda caustica, que altera o pH do corpo
d’agua e tem efeito corrosivo (SOUZA et al., 2008). O Conama 430 de 2011,
estabelece padrdes para o langcamento de efluentes em corpos d’agua, em relacéo a
parametros de toxicidade a biota (VANZETTO, 2012).

3.3 BIORREMEDIACAO

A biorremediagédo esta sendo desenvolvida nos ultimos anos com o intuito de

explorar a diversidade de microrganismos, enzimas ou genes especificos para que
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poluentes sejam transformados em compostos menos téxicos ou sem toxicidade
(COLLA et al., 2008). Pode ser definida como varias tecnologias bioldgicas que tém
o objetivo de remediar efluentes ou recuperar areas poluidas (OLIVEIRA, 2008).

Algumas técnicas utilizadas levam em consideracdo a fase e o tipo de
tratamento. Assim, de acordo com o local onde esta presente o residuo, ela pode ser
in situ ou ex situ. A primeira ocorre no local de contaminacdo, sendo mais
complicado controlar os fatores para melhorar esta degradacédo, devido as condi¢des
ambientais e ao proprio meio. J4 a segunda ocorre em outro compartimento, ou seja,
0 meio contaminado € transferido para um ambiente determinado, onde sera feita
sua purificacdo. Existem alguns fatores para que se possa escolher o melhor tipo de
técnica para realizar a biorremediacao, entre eles toxicidade, custo e a concentracao
final do residuo, que deverda atender as exigéncias do Orgao fiscalizador
(GUIMARAES; MOTA, 2009).

Processos de biorremediacdo podem ser divididos em atenuacdo natural
monitorada, bioestimulacdo e bioaumentagdo. No primeiro caso a remediagcao
acontece sem a intervencao, sendo o homem responsavel pelo monitoramento do
processo. Na segunda ocorre a estimulacdo do processo através da adicdo de
doadores de elétrons, nutrientes e receptores de elétrons, estimulando os
microrganismos e fazendo com que o potencial de degradacgéao do efluente aumente
consideravelmente (CETEM, 2008). Na terceira ocorre a adicdo de microrganismos
na area contaminada, com caracteristicas especiais para que possam degradar o
contaminante, podendo ser do local (autéctones) ou nao (aléctones). Muitas vezes a
adicdo destas culturas tem como objetivo a transferéncia de genes especificos, que
melhor degradam os poluentes, para que a cultura nativa possa assimilar esta carga

genética e melhorar suas caracteristicas de degradacdo (GUIMARAES, 2009).

3.3.1 FUNGOS LIGNOLITICOS

Os fungos sdo os principais agentes de degradacdo de matéria organica,
sendo responsaveis pela ciclagem de nutrientes (PEREIRA, 2011). Fazem a
manutencdo do ciclo do nitrogénio, fosforo e potassio, incorporando estas
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substancias em sua biomassa, para a formagdo da parede celular (SALVI, 2011).
Além de degradadores generalizados, os fungos tém mecanismos para melhorar seu
desempenho, com o crescimento das hifas. Quanto maior for a superficie de contato
das hifas com o residuo em questao, maior sera a degradacao (CETEM, 2008).

A lignina é a uma molécula estereoisomérica com muitas irregularidades em
sua cadeia. Esta irregularidade, somada a aromaticidade e baixa atividade de agua,
faz com que a agao microbiana seja dificultada ou impossibilitada. Com a evolugéo,
alguns géneros fungicos passaram desenvolver mecanismos enzimaticos pouco-

especificos que possibilitam a biodegradacao da lignina.

Os fungos capazes de degradar madeiras sao divididos em trés grupos:
fungos da decomposicéao branda, parda e branca. Os fungos da degradagao branda
sao deuteromicetos e ascomicetos, 0os quais tém grande capacidade de degradacéao
de polissacarideos, mas perdem desempenho quando sdo utilizados para a
degradacao de lignina. Os fungos da degradacdao marrom ou parda sao excelentes
degradadores da celulose e da hemicelulose. J& os fungos da degradacao branca
sao especialistas na degradacao de lignina. Entre os fungos, produtores de enzima
lignoliticas, os mais estudados para a degradacado de compostos com lignina sdo o
Phanerochaeta chrysosporium e os géneros Pleurotus, Trametes (BETTIN, 2010) e

Ceriporiopsis subvermispora (AGUIAR, 2012).

3.3.1.1 Enzimas ligninoceluloliticas

Enzimas podem ser rapidamente definidas como proteinas com poder
catalitico. A maioria das enzimas é produzida em baixa quantidade, mas com
diversidade. Fatores que afetam a atividade de producao de enzimas incluem fonte
de carbono e nitrogénio, assim como sua concentragdo, pH, microelementos,
temperatura e disponibilidade de oxigénio (GUIMARAES, 2009).

A degradacdo de compostos aromaticos por fungos lignoliticos ocorre por

meio de dois sistemas: um é o extracelular, o qual envolve enzimas lignoliticas, o
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outro € o sistema citocromo p-450 monoxigenase e epdxido hidrolase. Enzimas
hidroliticas, também foram verificadas, como a amilase, lipase, pectinase, protease e
glicoamilase, estas ja envolvidas em degradacao de biopolimeros por fungos
(PEREIRA, 2011).

Os fungos da decomposicdo branca sdo capazes de degradar materiais
lignocelulésicos através de enzimas extracelulares. J& em fungos que utilizam o
complexo enzimatico intracelular para a remocao, a degradacao nao é tao eficiente
(PEREIRA, 2011). Alguns sistemas tém a funcédo de degradacao mais generalizada,
como os oxidorredutases intra e extra celulares (PEREIRA, 2011). Os fungos da
podriddo branca sdo capazes de degradar varios poluentes em geral, através da
producdo das enzimas lacase e lignina peroxidase (CUNHA et al., 2012). As
principais enzimas sintetizadas por estes microrganismos sao: lacase, lignina
peroxidase e maganés peroxidase (SOUZA et al., 2009). O potencial de ionizacao
de compostos toéxicos, como hidrocarbonetos aromaticos persistentes é grande,
tendo a manganés peroxidase um potencial de 7,8 eV. A lignina peroxidase pode
degradar poluentes com até 7,55 eV (DING et al., 2007).

3.3.1.1.1 Manganés peroxidase

A manganés peroxidase é uma enzima produzida por basidiomicetos. O ciclo
enzimatico ocorre quando o ferro presente na enzima reage com perdxido, sendo
formado um complexo ferro-perdxido. A ligagcdo entre oxigénios do complexo é
quebrada, liberando uma molécula de agua. Dois elétrons que estavam presentes no
complexo sado transferidos para a formacao de outro complexo, contudo radicalar,
chamado Fe* oxo-porfiina MnP-1. Posteriormente, ocorre uma redugdo do
complexo, com a formagdo do mesmo complexo, mas nao radicalar (MnP-11). O
Mn?* é oxidado perdendo um elétron, para o complexo. Com o complexo reduzido,
outro Mn®* sofre 0 mesmo processo, fazendo com que a forma original do complexo
seja restaurada com a liberagdoo de uma agua. Assim, o MnP-1 oxida outros
substratos junto com o Mn?*. J& o MnP-11 necessita do Mn?*, para completar seu
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ciclo. O Mn** formado é estabilizado por acidos organicos, eventualmente atacando
moléculas organica aleatoriamente, pelo sistema de oxirreducao difuso. Portanto, o
ataque da enzima é inespecifico, atacando qualquer tipo de poluente orgénico
(GUIMARAES, 2009).

3.3.1.1.2 Lignina peroxidase

Acredita-se que, através da evolucado, os fungos degradadores da lignina,
formaram a enzima lignina peroxidase por desaminacdo de produtos de &acidos
aminoaromaticos (SOUZA; ROSADO, 2009). A lignina peroxidase €é uma
glicoenzima, com um grupamento de ferro na sua molécula, precisando de
moléculas de perdxido de hidrogénio (H2O,) para que fique ativa. O perbxido oxida a
enzima que, por sua vez, oxida a molécula aromatica, sendo formados radicais aril,
que se decompdem por reacdes radicalares espontaneas. Esta enzima é capaz de
oxidar moléculas que as outras enzimas lignoliticas ndo sao capazes de oxidar,
degradando compostos fendlicos e nao fendlicos, alcoois benzilicos e seu pH ideal
para atividade é 4 (SOUZA; ROSADO, 2009).

3.3.1.1.3 Lacase

A lacase é uma enzima que pode ser encontrada em procariontes e
eucariontes, o que ndo era evidenciado antigamente. E uma poderosa fenoloxidase,
degradando lignina fendlica e nao fendlica, gerando como produto 4cidos aromaticos
(SCHIMIDT et al., 2003).

O processo de agao desta enzima funciona, também, através do sistema de
oxirreducao do cobre presente em sua estrutura (Figura 4). Ha um sitio T1 na
molécula que oxida o substrato, aquele entdo transfere seu elétron para um outro
sitio T2 da enzima e o sitio T1 oxida outra molécula, ganhando um elétron. Entao, o
sitio T1 e T2 transferem seus elétrons para o sitio T3. O sitio T1 é reduzido e
transfere seu elétron para o sitio T2, novamente. Assim, o sitio T1 & reduzido
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novamente por outra molécula do substrato, mas permanece assim. O resultado é
que o substrato é oxidado 3 vezes com o sitio da enzima permanecendo reduzido
apos esses eventos (GUIMARAES, 2009).
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Figura 4 - Complexo de acao da enzima lacase.

Fonte: Guimaraes (2009).

A lacase é a principal enzima, de todo o sistema enzimaticos de fungos,
verificada na degradacdo de compostos ligninicos. Sua atividade € fortemente
influenciada por caracteristicas do substrato, linhagem microbiana, condi¢cdes de
cultivo e composi¢cdo do substrato. O tamanho de particula, porosidade, natureza
cristalina e area de superficie sdo caracteristicas essenciais para o bom

funcionamento das enzimas no aspecto de sua atividade (TALITA, 2013).

3.3.1.2. Pleurotus ostreatus
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O género Pleurotus faz parte do filo Basidiomycota e da classe
Basidiomycetes, ordem Agaricales. Tem caracteristicas especificas como o
basidiocarpo pileado, com sua estipe lateral ou central com consisténcia carnosa.
Seu corpo de frutificacdo possui hastes concéntricas que estdo em formato de
conchas de ostra e lamelas unidas. E um grupo cosmopolita, usado para fins
medicinais e terapéuticos, sendo seu cogumelo com elevado valor nutricional. H&
aplicac6es ainda em biotecnologia e na area ambiental. O Pleurotus € um fungo bem
sucedido neste quesito, com bons resultados na colonizacdo e degradacao de
residuos em geral, especialmente os lignocelulésicos (BETTIN, 2010).

Estudos indicam fungos basidiomicetos da podriddo branca como excelentes
degradadores de compostos recalcitrantes e, entre eles, o género Pleurotus se
destaca, além de ser uma excelente fonte de proteina (BABA; ROSADO; ZONETTI,
2009). Com bom desenvolvimento em situacbes rusticas e sem exigéncias em
relacdo do substrato, o fungo Pleurotus ostreatus produz celobiase, hemicelulase,
ligninase, celulase e lacase (SCHIMIDT et al., 2003).

Figura 5 Fotografia do fungo Pleurotus ostreatus.

Fonte: Mycoplant (2013).

3.3.1.3 Phanerochaeta chrysosporium



26

O fungo Phanerochaeta chrysosporium é frequentemente empregado para a
degradacdo de compostos poluentes, como os corantes, pelo fato de liberar uma
grande quantidade de enzimas extracelulares (CUNHA et al., 2012). Este fungo tem
a capacidade de degradar DDT, diclorodifeniltricloroeteno, bifenilpoliclorado (PCB),
dioxina, atrazina e penzoapireno (GUIMARAES, 2009). Phanerochaeta quando
exposto a situacdes de estresse, produz dois tipos de enzimas que degradam
lignina: a manganés peroxidase e a lignina peroxidase. Este tipo de microrganismo
sintetiza, também, peréxido de hidrogénio (H-O.), o qual auxilia na degradacao
(GUIMARAES; MOTA, 1998). A imobilizacdo deste fungo é empregada para a
potencializacdo da degradacao, usando polimeros, espumas e aparas de madeira,
por exemplo (YAN; SHU, 2009).

Figura 6 Microscopia eletronica de varredura das hifas do fungo Phanerochaete
chrysosporium.

Fonte: JGI (2013).
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4 METODOLOGIA

Os experimentos deste trabalho foram realizados nos laboratérios de
Biotecnologia, Microbiologia e de Tratamento de Efluentes, na Universidade
Tecnolégica Federal do Parana, sede Ecoville. A metodologia foi dividida em quatro
etapas: preparo do inéculo, caracterizacao fisico-quimica do efluente, estudos com

cultivo dos fungos em placas de petri e estudos em meio liquido (Figura 7).

12 Etapa
Cultivo e repique Preparo da suspensdo de
Preparo da suspensdo em agar batata esporos do inéculo e
de indculo dextrose guantificacdo
22 Etapa Caracterizagao: cor, compostos
o Filtracdo ligninicos, compostos fendlicos, pH,
Caracterizagdo do DQO e toxicidade.
Efluente Bruto
a
32 Etapa Estudo do efeito da — _
concentracio do Otimizagdo de cultivo em
Estudo com cultivo efluente sobre o estudo fatorial 23
fdngico em placas crescimento fungico
42 Etapa
Otimizagdo de cultivo Estudo cinético da
Estudo com cultivo em estudo fatorial 2° melhor condicdo
fungico em meio
liquido

Figura 7 — Etapas desenvolvidas nesta pesquisa.
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4.1 MICRORGANISMOS

Os basidiomicetos lignoliticos usados neste trabalho foram obtidos do banco
de cepas do laboratério de Microbiologia: Phanerochaeta chrysosporium ATCC
24725, Pleurotus ostreatus POS 560, LMB-CF e LMB — OP. Esses dois ultimos néo
foram identificados porque foram isolados em aulas praticas de biodegradacao de
corantes, mostrando-se potenciais degradadores de substancias aromaticas.

Todos os fungos foram repicados e mantidos, em agar batata dextrose (ABD),
armazenados em geladeira (aproximadamente 8°C) e repicados a cada trés meses.
Todo o material utilizado nos experimentos foi esterilizado em autoclave a 121°C e
1,1 atm por 15 min. Ap6s os estudos tudo era descontaminado nas mesmas
condicdes de temperatura e pressao, porém por 30 min.

4.1.1 Preparo do Inéculo

Os fungos foram inoculados em erlenmeyers de 250 mL contendo 30 mL de
meio de cultura agar batata dextrose (ABD) estéril. Os frascos foram incubados por
sete dias em 26°C. Paralelamente, 30 mL de solucdo salina 1% foi acrescida de
0,2% de tween 80, 2,5 g de pérolas de vidro e uma barra magnética de agitacao,
sendo o conjunto disposto em tubos de ensaio e autoclavados (SPIER, 2005).

Ao final do cultivo o conteudo do tubo foi vertido sobre a biomassa fangica e o
conjunto foi mantido em agitador magnético por 15 min em uma rotacdo que nao
formasse espuma (SPIER, 2005).

A suspensao de esporos obtida foi imediatamente quantificada item (4.1.2).
Segundo Spier (2005) esta suspensao pode ser armazenada em geladeira 6°C por
até 30 dias.
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4.1.2 Quantificacao do Numero de Células da Suspensao de Esporos

Os esporos foram quantificados por contagem em camara de neubauer (SPIER,
2005) e o valor foi confirmado por contagem em placas, através do plagueamento
em ABD pela técnica do espalhamento em superficie (APHA, 2005 - método 9215C),
seguida de incubacdo 26°C por 24-48h, para encontrar a quantidade de

microrganismos ativos.

4.2 CARACTERIZAGCAO DO EFLUENTE

A amostra de efluente kraft utilizada neste trabalho foi fornecida por uma
industria de celulose da regiao de Curitiba. A amostragem ocorreu na calha parshal
do sistema de tratamento da empresa, em um Unico ponto, pelo fato do mesmo ser

homogeneizado nesta etapa (HARRIS, 1999).

As amostras foram armazenadas em bombonas de 5 L e colocadas em
geladeira (aproximadamente 6 °C), afim de que ndo houvesse degradacdes por luz
(fotdlise). Como o efluente kraft contém fibras celulésicas remanescentes do
processo, foi necessaria filtragdo em papel gramatura de 80 g/m?. A caracterizacéo e
as analises, feitas com efluente filtrado, foram: compostos fendlicos totais, item
(4.7.1), compostos lignoliticos, item (4.7.2), cor, item (4.7.3), pH, item (4.7.4),
demanda quimica de oxigénio (DQO), item (4.7.5) e ensaios toxicoldégicos com
sementes de Lactuca sativa, item (4.7.6).
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4.3 ESTUDO 1: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE EFLUENTE
SOBRE A VELOCIDADE DE CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS

4.3.1 Condicdes do Experimento

Este estudo foi realizado em placas de petri contendo a mistura de agar agar
(1,5%) e efluente em diferentes concentracdes de (%): 0, 20, 40, 60, 80 e 100.

As placas foram preenchidas com meio de cultivo em um lay-out semelhante
ao utilizado em antibiogramas, com pocos no centro, conforme procedimento

descrito por Ferronatto e Salmasso (2010).

O inoculacéao foi feita nos pocos das placas (centralizados), adicionando-se
0,1 mL da suspensao de esporos. A incubacao das placas foi feita em estufa (26°C)
até que o micélio de qualquer fungo atingisse crescimento proximo a borda a placa,

determinando, assim, o final de experimento.

4.3.2 Andlises

Ao final do experimento foram avaliados: a velocidade de crescimento e o

adensamento micelial dos microrganismos.

O adensamento micelial foi analisado visualmente e registrado através de

fotografias.

A progressao fangica foi acompanhada a cada 24 h. Na parte inferior das
placas de petri foram marcados 4 raios (Figura 8), sobre os quais o crescimento
micelial foi medido com o auxilio de um paquimetro (COLLA, 2008; FAN; SOCCOL,
2001).
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Figura 8 — Representacao dos raios de medicdo em placa.

A velocidade média de crescimento (mm/dia) foi calculada dividindo a média
dos 4 raios das triplicatas pelo tempo transcorrido (totalizando 12 medigdes). Os
valores de velocidade média e o desvio padrao foram utilizados na anadlise
estatistica dos resultados.

4.4 ESTUDO 2: OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO EM PLACAS DE
PETRI

A partir da determinacao da faixa de concentracado de efluente na qual os
fungos apresentavam maior velocidade de crescimento, procedeu-se um
delineamento experimental (2°) com o objetivo de otimizar as condicdes de cultivo e
comparar, novamente, a velocidade do crescimento fungico.

Os microrganismos foram cultivados em meios sélidos dispostos em placas
de Petri, preparados conforme descrito em 4.3.1. As variaveis foram: pH,

concentracao de efluente e concentracao de glicose (Tabela 1).

Tabela 1 - Planejamento fatorial com dois niveis e 3 variaveis, estabelecido para 4
microrganismos, em meio solido.

Variaveis Nivel (-) Nivel(+)
pH Sem correcgao (7,8) 7,0
Glicose (g. L™) 0 10
Concentragao 10 20

de Efluente (%)
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Na Tabela 2 pode ser visualizada a matriz do planejamento experimental de
cada espécie de fungo. O experimento repetiu as condicoes e analises descritos em
4.3.

Tabela 2 — Matriz padrao para o planejamento experimental 23 feito individualmente para
cada espécie de fungo

Niveis/

ensaios pH Glicose % Efluente Resposta
1 - - - o)
2 + : : g5
3 - + - Qg
4 + + - 32
5 - - + §§
6 + - + 3 a
7 - + + Q @

Q

8 + + + =

45 ESTUDO 3: OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO EM MEIO
LIQUIDO

A partir dos resultados obtidos no Estudo 2, duas espécies de fungo foram

selecionadas para o proceder o cultivo submerso.

Um delineamento experimental 2° foi utilizado para avaliar qual seria a melhor
condicdo de cultivo e a espécie de fungo mais eficiente na biodegradacao dos
contaminantes presentes no efluente. As variaveis do estudo foram concentragao de

glicose, concentracao de efluente e microrganismo (Tabela 3).

Tabela 3 - Planejamento fatorial com dois niveis e trés variaveis, aplicado para otimizar o
estudo em meio liquido.

Variaveis Nivel (-) Nivel(+)
Microrganismo Phanerochaeta chrysosporium Pleurotus ostreatus
Glicose (g. L™) Sem glicose 10

Concentragao 10 20
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de Efluente (%)

Na Tabela 4 pode ser visualizada a matriz do planejamento experimental.

Tabela 4 — Matriz padrio para o planejamento experimental 2° com os fungos

Pleurotus ostreatus e Phanerochaeta chrysosporium.

Niveis/
ensaios Fungo Glicose % Efluente Resposta

1

soolujubi|
sojsodwod
ap odoway

O (N[O (OB~ |W|IN

+ [+ |+ [+ |

Em erlemeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo (Tabela 3)
foram inoculados Phanerochaeta chrysosporium e Pleurotus ostreatus. A
concentragdo inicial de células de foi de 2,0 x 10° e 1,6 x 10° UFC.mL™,

respectivamente.

O estudo foi conduzido em duplicata, em agitador orbital rotativo (shaker) em
120 rpm, 26 °C por 10 dias (HENN, 2009; SPIER, 2005).

Ao final do experimento a biomassa microbiana foi filtrada e determinada, item
(4.7.9). Em seguida os parametros analisados foram: compostos fendlicos totais
(4.7.1), compostos lignoliticos (4.7.2), cor (4.7.3), pH (4.7.4), demanda quimica de
oxigénio( DQO) (4.7.5), toxicidade em sementes de Lactuca sativa (4.7.6) e glicose

residual (4.7.7). (Secoes 4.7.1 a 4.7.7, respectivamente).

4.6 ESTUDO 4: ACOMPANHAMENTO CINETICO DO CULTIVO
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Nesta etapa foi realizado um estudo cinético da condicdo com a melhor

eficiéncia de degradacéao de efluente kraft, obtida no Estudo 3.

O experimento foi conduzido em duplicata, por 10 dias, nas mesmas
condicdes descritas para o Estudo 3, secéo (4.5). A cada dois dias foram coletadas
amostras e analisadas no mesmo dia (PEREIRA, 2011) em relacdo a: compostos
fendlicos totais (4.7.1), compostos ligninicos (4.7.2), cor (4.7.3), DQO (4.7.4), glicose
remanescente (4.7.6), peroxidase (4.7.7.1), lignina peroxidase (4.7.7.2), manganes
peroxidase (4.7.7.3), lacase (4.7.7.4) e biomassa (4.7.8). (Secdes de 4.7.1 a 4.7.8,

respectivamente).

4.7 ANALISES

4.7.1 Determinacdo de Compostos Fendlicos Totais

Foi realizada, previamente, uma curva analitica de fenol (Figura 9), com
solugdes de diversas concentracdes conhecidas, no comprimento de onda de 215
nm. Adicionou-se (em béquer de 10 mL) 2 mL de solucao tampao de KH.PO4 e 2 mL
de amostra. A mistura foi homogeneizada e analisada em espectrofotémetro, no
comprimento de onda de 215 nm ( APHA, 1995).

1,6 y=0,0313x+0,0116
R? =0,995

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60
Concentracdo (mg/L)
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Figura 9 — Curva analitica de compostos fendlicos totais.

4.7.2 Determinacao de Compostos Lignoliticos

Com o auxilio de uma micropipeta, foi adicionado em um béquer de 100 mL 5
mL de amostra. O pH foi medido em agitacao, através de um pHmetro, previamente
calibrado. O pH da amostra foi ajustado para 7,0 com solugdes de NaOH e HxSO,,
com o auxilio de um conta-gotas. A andlise ocorreu em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 280 nm (APHA,1995) e o célculo da remoc¢ao (%) foi feito

conforme equacao (1)
Remocéo (%) = ((E1 — E2)*100)/E1 (1)

Sendo, E1 absorbancia efluente bruto, E2 absorbancia efluente tratado.

4.7.3 Determinacéao de Cor

Com o auxilio de uma micropipeta, adicionou-se 5 mL da amostra, em um
béquer de 100 mL. O pH foi medido em agitacdo, através de um pHmetro,
previamente calibrado. Ajustou-se o pH da amostra para 9,0 com solugdes de
NaOH e H.SO4, com o auxilio de um conta-gotas. As amostras foram analisadas em
espectrofotobmetro no comprimento de onda de 440 nm (APHA, 1995), segundo

equacao (1).

4.7.4 Determinagéo do pH

O pH das amostras foi medido com o auxilio de um pHmetro da marca BEL,
previamente calibrado, com solu¢des tampao pH 4 e 7.
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4.7.5 Determinagdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Foi preparada uma curva de -calibracdo com solugbes de diversas
concentracdes de biftalato, preparadas com solucéo digestora (10,2169 de K>Cr.Oy,
33,00g de HgSO4, 168 mL de H>.SO4 em 1000 mL) e catalitica (10,7g de AgSO4 em
1000 mL de H»SO4 concentrado). Com o auxilio de uma micropipeta, foram
adicionados em tubos de amostra de 10 mL, 2 mL de amostra, 2 mL de solugcao
digestora e 2 mL de solucdo catalitica, nesta ordem. Os tubos foram, entéo,
colocados, com as determinadas misturas, no digestor por 2 horas a 148 C. Apés o
periodo de digestdo das amostras, estas foram resfriadas e analisadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600 nm ( APHA, 1995).

4.7.6 Ensaios Toxicoldgicos Cronicos com Sementes de Lactuca sativa

Dez sementes de alface foram colocadas em placa de Petri, com o papel filtro
no fundo. Foram adicionados 5 mL de solu¢cdes com porcentagens diferentes de
efluente: 100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%. Assim, da mesma forma que o teste
preliminar, as placas foram envoltas por papel filme e levados a incubadora por 5
dias a 24,5 °C. Entdo, apds retiradas da incubadora, foram verificados os
comprimentos das raizes, obtendo assim, o indice de crescimento relativo (ICR),
assim como, a taxa de germinacdo das radiculas (IG), em cada concentracdo. O
estudo foi feito em triplicata e 0 método foi baseado no protocolo 850.4200 (USEPA,
1996).

Com o (ICR) e o (IG) calculados conforme equacdes 2 e 3 (YOUNG et al.; 2011):
ICR = (CRA/CRC) (2)

IG = (CRA x RGA x 100)/(CRC x RGC) (3)
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sendo,CRA comprimento da raiz na amostra (mm), CRC comprimento da raiz no
controle (mm), RGA numero de raizes germinadas na amostra e RGC= numero de

raizes germinadas no controle.

4.7.7 Determinacao de Glicose

Preparou-se uma curva analitica com concentracado de 0 a 2 g/L. As amostras
foram analisadas através do método de DNS (acido 3,5 dinitrossalicilico)
(ESPOSITO, 1995), onde 0,5 mL de DNS foi misturado com 0,5 mL de amostra.
Entdo, a amostra foi aquecida até sua fervura por 5 minutos, sendo posteriormente
resfriada, em banho de gelo e acrescida de 5 mL de agua deionizada. A amostra foi
analisada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 540 nm, sendo
verificada a plotagem da absorbancia na curva analitica, caso a absorbancia da
amostra nao ficasse na regido determinada da curva, a amostra era diluida, quando

necessario, até que aquela tenha um valor plotado nesta (GARCIA, 2009).

0,7

y=0,7905x- 0,0124
0,6 R2 = 0,9964
0,5

Absorbancia
\-D
A

0
¥ 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentragdo (g/L)

Figura 10 — Curva analitica de glicose.
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4.7.8 Determinacao de Enzimatica

As atividades das enzimas: peroxidase, Lignina Peroxidase, Manganés
Peroxidase e Lacase foram determinadas em triplicata e em espectrofotometro
(PEREIRA, 2011). Utilizou-se a equacéao 4 para determinar a atividade enzimatica
das amostras:

UI/L = (AAbs / [0 x R x t) x10° (4)

Onde:

UlI/L = Unidade Internacional, onde internacional significa micromol por minuto
A Abs = (Absorbancia final — Absorbancia inicial)

1 = Coeficiente de absor¢cao molar

R = Volume da solugédo da amostra (mL)

t = tempo de reacdo (minutos)

10° = Conversao da medida para litro

Coeficientes de absorcao molar:
Peroxidase (525 nm) = 65000 (Peroxidase)
Manganés Peroxidase (610 nm) = 4460 (MnP)
Lacase (525 nm) = 65000 (Lacase)

Lignina peroxidase (310 nm) = 9300

4.7.8.1 Atividade de Peroxidase

Centrifugou-se 0,6 mL de meio. Adicionou-se a este meio em um tubo que
continha: 0,6 mL de tampao citrato fosfato 0,05 mol/L, 0,1 mL de seringaldazina, 1,0
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mmol/L em etanol absoluto e 0,1 mL de peréxido de hidrogénio (H2O2) 2,0 mmol/L.
Apos o periodo de 10 minutos, a mistura foi analisada em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 525 nm (SZKLARZ et al., 1989).

4.7.8.2 Atividade de Lignina Peroxidase

Procedeu-se a mistura de 0,25 mL do meio de cultivo com; 0,8 mL de tampéao
tartarato de sédio 0,33 mol/L (pH 3,0); 0,45 mL de agua destilada; 0,125 mL de
solucao de alcool veratrilico 4 mmol/L e 0,50 mL de perdxido de hidrogénio (H20O.) a
10 mmol/L. Depois de 10 minutos a 40 °C a amostra foi analisada no
espectrofotobmetro no comprimento de onda de 310 nm (HENN, 2009; TIEN; KIRK,
1984).

4.7.8.3 Atividade de Manganés Peroxidase

O volume de 0,5 mL de amostra foi adicionado a 0,1 mL de lactato de sodio
0,25 mol/L; 50 mL de sulfato de manganés (MnSQ,) 2,0 mmol/L; 50 mL de peréxido
de hidrogénio (H2O.), o qual foi preparado em tampao succinato de sédio 0,2 mol/L
(pH 4,0) a 2,0 mmol/L; 0,2 mL de albumina bovina 0,5% e 0,1 mL de vermelho de
fenol ( 0,1%). Assim, apds, 5 minutos de reagéo, a qual é interrompida pela adicao
de 40 microlitros de hidréxido de sédio (NaOH), com a amostra aquecida a 30 °C, a
amostra foi analisada em comprimento de onda de 610 nm, no espectrofotdmetro
(KUWAHARA et al., 1984).

47.8.4 Atividade de Lacase

A andlise foi feita em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 525 nm.

Primeiramente, centrifugou-se o meio para analise e adicionou-se 0,6 mL de meio a
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0,1 mL de seringaldazina 1,0 mmol/L em etanol absoluto, 0,1 mL de agua deionizada
e 0,6 mL de tampao citrato fosfato a 0,05 mol/L. Esperou-se 10 minutos para a

reacao ocorrer e entdo procedeu-se a leitura (SZKLARZ et al., 1989).

4.7.9 Determinagédo da Biomassa Micelial

Afim de determinar a biomassa dos micélios desenvolvidos pelos fungos no
decorrer do experimento, 50 mL de meio contendo os micélios foram filtrados em
papel Whatman n? 1, previamente seco (60 °C por 24 h), lavados com uma porcao
de 50 mL de agua deionizada e colocado sobre um papel filtro. O conjunto papel
filtro + micélio foi colocado em estufa por 48 horas a 60 °C e pesado em balanca
analitica, como o papel filtro sem micélio (RUEGGER, 2001).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE

5.1.1 Andlises Fisico-Quimicas
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Os valores de cor mostram relevante variacdo entre os estudos comparados

na Tabela 5. No efluente caracterizado neste estudo percebe-se maior cor,

compostos ligninicos e compostos fendlicos totais do que os demais. A cor de

efluentes da industria papeleira € composta por compostos ligninicos e por taninos,

os quais sao dificeis de serem degradados (ASSALIN; DURAN, 2013).

Tabela 5 — Valores e parametros de caracterizacao do efluente kraft.

Parametros Valores KLENK et al. VANZETTO VANZETTO;
residuais determinados (2012) (2012) ROSA;
neste trabalho XAVIER (2012)
Cor (VIS, 440) 0,70 £ 0,01 0,20 0,57 £ 0,23 0,41
DQO (mg Oy/L) 835,99 + 3,04 969,6 + 8,6 767,6 £375,4 823 - 1942
Ligninicos 4,41 + 0,06 2,92 £ 0,02 3,53 £ 0,58 -
(UV, 280)
Compostos 428,58 * 35,81 409,0 £ 27,5 - 190 - 350
fendlicos totais
(mg/L)
Solidos - 6,88 +1,8 - 37 - 296
Suspensos (mg/L)
Sdélidos - 3,59+0,8 - -
Suspensos
Volateis (mg/L)
pH 7,8+0,5 7,26 £ 0,02 8,7+0,7 3,4-10,6

Nota: DQO= Demanda quimica de oxigénio; VIS= Comprimento de onda no visivel; UV=Comprimento

de onda no ultravioleta.
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Os dados da Tabela 5 mostram a grande variacéo entre os efluentes, porque
estas caracteristicas sado influenciadas pela matéria-prima, pelo processo, entre

outros.

5.1.2 Ensaio Toxicolégico com Sementes de Alface

Em relacdo aos valores de indice de germinacdo (Tabela 6) verifica-se o
decréscimo de valores com o aumento da concentragdo do efluente. Na
concentracado de 25% o efluente causou inibicado da germinacao superior a 30%, em
relacdo ao controle. O mesmo nao foi observado em relagdp ap indice de
crescimento (ICR) que, segundo Young et al. (2011), quando o estiver entre 0,8 e
1,2 o efluente ndo apresenta toxicidade cronica relevante para Lactuca sativa.

Esta divergéncia entre os indices de IG e ICR significa que o ensaio avalia
dois processos (germinacdo e alongamento da raiz) que podem apresentar
sensibilidade aos diferentes compostos e em diferentes niveis.

Tabela 6 — Valores de indice de crescimento relativo e indice de germinacao do efluente bruto.

Conpeiagio E G
(%) (%)
100 0,93 +0,05 42,33 +8,76 57,67
50 0,97 £0,06 63,08 £3,19 36,92
25 1,06 +0,06 68,40 +3,38 31,60
12,5 1,11 20,14 99,88 +12,52 0,12
6,25 1,32 £0,01 112,13 8,86 -12,13

ICR: indice de crescimento relativo. |G: indice de germinagao
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52 ESTUDO 1 (E1): EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE
EFLUENTE SOBRE A VELOCIDADE DE  CRESCIMENTO  DOS
MICRORGANISMOS.

Observando os valores da Tabela 7, foi verificado que todos os fungos
obtiveram o melhor crescimento na auséncia do efluente, quando cresceram
utiizando agar como fonte de nutrientes. O agar consiste de uma mistura de
agarose e agaropectina, extraido de algas vermelhas, comumente utilizado em
microbiologia para a solidificacdo dos meios de cultivo, porque bactérias e a maioria

dos fungos nao é capaz de utiliza-lo como fonte de carbono.

Tabela 7 — Velocidade média e desvio padrao do crescimento radial dos fungos cultivados em
efluente kraft solidificado com 1,5% de agar.

Phanerocha.ete Pleurotus Fungo CF Fungo OP
chrysosporium ostreatus
Efluente | Velocidade | Reducdo | Velocidade | Reducdo | Velocidade Reducéo Velocidade | Reducao
(%) (mm/dia) (%) (mm/dia) (%) (mm/dia) (%) (mm/dia) (%)
0 7,47 £0,44 6,04 + 0,41 6,18 +0,17 3,97 £+ 0,41

20 3,20 +0,27 57,1 3,78 £0,29 37,4 5,58 +0,59 9,7 1,62 £0,33 59

40 1,33 +0,63 58,4 2,71 0,44 28,3 2,57 £0,30 53,9 0,00 100

60 0,39 +£0,15 70,7 2,23 £0,49 17,7 1,86 £0,49 27,6 0,00

80 0,00 100 2,34 + 0,21 0 1,03+ 0,36 44,6 0,00

100 0,00 1,24 £ 0,69 47,0 0,66+ 0,24 35,9 0,00

A reducdo observada na velocidade de crescimento quando o meio foi
acrescido de 20% de efluente (57% para Phanerocahete chrysosporium, 37% para
Pleurotus ostreatus e 59% para o fungo OP) muito provavelmente foi consequéncia
da presenca de compostos téxicos, porque o valor do pH desta condicao estaria
préximo daquele da agua de preparo de meios (pH 7,0). O fungo CF apresentou

estagnacao da velocidade de crescimento na concentragdo de 40% de efluente.

Interessante observar que também houve 32% reducao da germinagao para
Lactuca sativa em efluente com concentracdo de 25% (Tabela 6). Estes resultados
indicaram que a sequéncia de experimentos deveria ser feita com cultivos fungicos

contendo até 20% de efluente. Esta concentracdo estda de acordo com o valor
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utilizado no estudo de Massai (1996), que cultivou Lentinus edodes em efluente kraft
20%.

Foi interessante observar (Tabela 7) que Pleurotus ostreatus e o fungo - CF
apresentaram crescimento em efluente bruto; contudo, apesar do crescimento,
percebeu-se que a biomassa formada era pequena (Figura 11), consequéncia da
falta de nutrientes e toxicidade.

a 0% 20% 40% 60% 80% 100%

b 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 11 — Placas de petri dos cultivos de Pleurotus ostreatus (a) e fungo — CF (b) apds 5 dias
de cultivo em 26°C, em meio com concentra¢coes crescentes de efluente kraft (0, 20, 40, 60, 80 e
100%)

5.3 ESTUDO 2 (E2): OTIMIZAGAO DAS CONDICOES DE CULTIVO EM PLACAS
DE PETRI

A Tabela 8 mostra os resultados das velocidades de crescimento mensuradas

durante a otimizagéo do cultivo em meio sélido.
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Tabela 8 — Velocidades de crescimento dos ensaios em planejamento fatorial, com 2 niveis e 3
variaveis.

Niveis | pH | Glicose | Efluente Velocidade de crescimento (mm/dia)
(g/L) (%)

chrysosportam | ostreatus | FUnGoCF | FungoOP
1 8,0 0 10 3,83+ 0,75 5,13+0,56 2,84 +0,43 | 0,83+0,30
2 7,0 0 10 3,12+ 0,74 5,00+0,53 2,83+ 0,52 1,82+0,42
3 8,0 10 10 6,60+ 0,47 6,30+1,96 2,91+ 0,46 2,131+0,40
4 7,0 10 10 9,96+ 0,46 5,86+0,83 2,85+ 0,34 2,30%0,50
5 8,0 0 20 2,68+ 0,64 3,37+0,24 1,72+ 0,56 0,77+0,29
6 7,0 0 20 2,20+ 0,70 4,07+0,79 2,32+ 0,52 1,41+0,30
7 8,0 10 20 7,28+1,13 4,98+0,54 2,50+ 0,47 0,91+0,45
8 7,0 10 20 9,85+ 0,47 5,53+0,50 2,83+ 0,44 2,562+0,42

pH -: pH sem correcao (8,0)

O nivel 5 deste estudo repete a condicao de crescimento do estudo 1 - com
concentracéo de 20% de efluente, sem adicao de glicose e com pH sem correcéo.
Os resultados de velocidade de crescimento (mm/dia) se repetiram entre os dois
estudos para Phanerochaete, sendo E1= Efeito de diferentes concentracbes de
efluente sobre a velocidade de crescimento dos microrganismos e E2= Otimizacao
das condi¢des de cultivo em placas de petri . (E1= 3,20 0,27 (mm/dia) ; E2= 2,68+
0,64 (mm/dia) ) e Pleurotus (E1= 3,78+ 0,29 (mm/dia); E2= 3,37%0,24 (mm/dia)),
indicando confiabilidade e repetibilidade dos resutados.

Contudo, o mesmo nao ocorreu para os fungos CF (E1 = 5,58 (mm/dia); E2=
1,72 (mm/dia) e OP (E1= 1,62 (mm/dia); E2= 0,77 (mm/dia). Pelo fato dos melhores
resultados terem sido encontrados no primeiro experimento, supdem-se que
algumas células do inéculo tenham morrido durante o armazenamento em geladeira
(aproximadamente 8°C), até a realizacdo do segundo estudo. Este dado esta em
desacordo com Spier (2005), que afirma que o inéculo pode ficar armazenado em
geladeira por até 30 dias, sem diminuir a viabilidade celular. O estudo de Spier
(2005) foi realizado com Aspergillus e Rhizopus e, neste sentido, outros estudos

com os fungos OP e CF devem reavaliar esta variacdo durante o armazenamento.
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Percebe-se nitidamente que a adicao de glicose favorece a velocidade de
crescimento de Phanerochaete chrysosporium, assim como o ajuste do pH para 7
(Tabela 8). Para este fungo a otimizagdo aumentou a velocidade de crescimento
(mm/dia) em cerca de trés vezes nas duas concentragdes de efluentes estudadas
(10% = 3,83 para 9,96; 20% = 2,68 mm/dia para 9,85 mm/dia). Segundo teste de
Tukey, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores para as
concentracdes de 10% e 20% de efluente.

Segundo a andlise estatistica ndo se observou o efeito da otimizagcdo na
velocidade de crescimento do Pleurotus ostreatus e do Fungo CF.

Para todos os testes foi utilizado um nivel de confiabilidade de 95%, ou em
outras palavras, um nivel de significancia de 0,05. Sendo as hipéteses testadas: Ho:
As médias de crescimento dos fungos sao iguais para todas as espécies de fungos e
meios de cultivo. Hy: A média é diferente para pelo menos um dos casos.

Pela analise estatistica (Tabela 9) verifica-se que todas as interacdes sao
significativas, com excecao da interacao Efluente x pH, porém o valor de p esta
muito préximo de 0,05.



Tabela 9: Analise estatistica ANOVA.
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Fonte de variacao Sorr’IaI . Grau Méd’ia! Estatistica F Valor

quadratica Liberdade quadratica de P

Fungo 713,6230 3 237,8740 376,7900  0,0000

Efluente 24,9126 1 24,9126 39,4600 0.0000

Glicose 237,0830 1 237,0830 375,5400  0,0000

pH 26,8195 1 26,8195 42,4800 0.0000

Fungo x Efluente 7,4728 3 2,4909 3,9500 0,0090

Fungo x Glicose 275,1930 3 91,7311 145,3000 0,0000

Fungo x pH 13,0724 3 4,3575 6,9000 0.,0002

Efluente x Glicose 4,3056 1 4,3056 6,8200 0,0096

Efluente x pH 2,2763 1 2,2763 3,6100 0,0588

Glicose x pH 8,9551 1 8,9551 14,1800 0.0002
Residuos 149,6220 237 0,6313

Total 1463,3400 255

Negrito: Valores significativos

O grafico da Figura 11 apresenta uma comparacdo dos crescimentos dos

fungos estudados, em diferentes condi¢des propostas no planejamento fatorial.
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=—a@—1- (- - -) = sem correc¢ao de pH;
sem glicose; 10%

—ll— 2- (+ - -) = pH 7; sem glicose;
10%
3- (- +-) =sem correcdo de
pH; 10(g/L) glicose; 10%
4-(++-) =pH 7; 10(g/L)
glicose; 10%

—¥— 5- (- - +) =sem correcdo de
pH; sem glicose; 10%

—8—6- (+ - +) = pH 7; sem glicose;
10%

s 7 (- + +) =sem correcdo de
pH; 10(g/L) glicose; 10%

m— - (+++) =pH7; 10(g/L)
glicose; 10%

Phanerochaete chrysosporium (mm/dia)

Fungo CF (mm/dia)

Pleurotus ostreatus (mmldia)

Fungo OP (mm/dia)

Figura 12 - Velocidade de crescimento dos fungos individualmente, obtidas em meio
solidificado otimizado por planejamento fatorial 2°.

Observando o grafico da Figura 12, verifica-se que os fungos Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus ostreatus tém o melhor potencial de adaptacdo e

crescimento em efluente kraft com as maiores velocidades de crescimento.

Borderes; Siqueira; Tavares, (2013) determinou 6,79 mm/dia de crescimento
micelial do Pycnoporus Sanguineus na presenca de um residuo do processamento
da palmeira-real-da-Australia, a 25°C por 7 dias, com adicao de amido de mandioca
e soja. Andrade (2007) obteve o valor de 9,19 mm/dia com cultivo de shitake com

extrato de clones e varias linhagens de eucalipto, durante 10 dias, a 25°C.
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Os fungos Phanerochaeta chrysosporium e Pleurotus ostreatus se
desenvolveram melhor nas condigdes observadas e nao apresentaram diferenca
significativa na velocidade de crescimento com efluente 10 ou 20%, adicionado de
glicose e com pH 7,0. Por isso estes foram os microrganismos escolhidos para a
continuidade dos estudos.

O acompanhamento da velocidade do crescimento micelial pode nao estar
relacionada com maior biodegradacdo do efluente, porque 0s microrganismos
podem simplesmente tolera-lo. A analise da biodegradacao € mais acertiva através
do cultivo destes dois organismos em meio liquido otimizado, objeto de analise do

préximo estudo.

5.4 ESTUDO 3: OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE CULTIVO EM MEIO LIQUIDO

Este experimento repete o estudo 2, com a diferenca de ter sido conduzido
em meio liquido, possibilitando analises fisicas e quimicas mais abrangentes. A
Tabela 10 contém, em planejamento fatorial, os valores correspondentes de
remocao, em porcentagem, de quatro parametros de qualidade de efluentes.

Durante a realizagdo das andlises mencionadas na Tabela 10 percebeu-se
que os resultados de remocdo muitas vezes deram valores negativos, como se
houvesse producao de cor e fendis, por exemplo. Nestes casos foram adotados os
valores de “zero” para remocgdo. Isto pode ter acontecido porque compostos
aromaticos ao serem biodegradados formam fragdes menores, que interferem nos
resultados. Beg, Zafar e Sfiah (1986) observou 0 mesmo em relagdo a lignina em
seu estudo de biodegradabilidade do arroz por Pleurotus ostreatus. Ele explica que
esta “producado de lignina” durante o experimento foi consequéncia da degradacao
de polissacarideos que fizeram com que fragdes glicidicas fossem liberadas no
meio. Ruas (2008) estudou a degradacao de efluente kraft em lodo ativado e
constatou que compostos intermediarios presentes no efluente podem ser
produzidos por ag¢do de microrganismos, causando interferéncia no método

espectrofotométrico.
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Tabela 10 — Resultados das analises da otimizacao em meio liquido, com planejamento fatorial
2%,

Condicoes dos experimentos
Nivel | Espécie | Glicose Eflu- Fenol Cor DQO | Ligninicos | Biomassa Glicose
de fungo | (g/L) ente (%)* (%)* (%)* (%)* (mg) Consumida
(%) (9)
41,7 12,2
1 Phanero- 0 0 0 3 ;
" 0 10 +10,2 +2,9 -
6,6
2 Pleurotus 0 10 0 0 0 0 £11 i
5,8 8,2 34,5 17,0
3 Phanero- 10 0 ’ ’ ’ ’
chaeta 10 10,4 +5,1 10,3 £0,9 0
4 10 14,9 75,9 38,6 64,0 34,7 0,38
Pleurotus 10 47 12,5 22,0 18,5 +1,4 +0,03
33,8 38,2 15,7
5 Phanero- 0 0 ’ ’ ’
chaeta 0 20 1,2 1,0 +0,6 -
15,7
6 Pleurotus 0 20 0 0 0 0 +0,6 -
8,4 53,2 40,5 23,1 0
7 Phanero- 20 0 J J z z
chaeta 10 +2,7 +23 13,7 1,3
8 20 9,2 64,5 66,3 41,2 38,7 0,36
Pleurotus 10 +7,2 +27,5 +1,5 4,7 +1,7 40,10

Glicose 10g/L = 1 g em cada frasco do experimento (100mL).
(%)*: remocao obtida (%)

A andlise estatistica foi prejudicada pelos resultados de remocao nulos ou
negativos. Pela ANOVA (Tabela 11) verifica-se que somente a interacao entre a
espécie de fungo e glicose é significativa, pois o valor de p é menor que 0,05. Neste
caso a concentracao de efluente ndo alteraria as médias de remogao de compostos
ligninicos, o que nao pode ser verdadeiro. O grafico da Figura 13 mostra como o
resultado estatistico foi influenciado e tornou-se tendencioso. Por isso, a analise dos
dados nao pode ser concluida estatisticamente. Para corrigir este problema sugere-

se que novos estudos sejam realizados.
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Tabela 11: Resultado da analise estatistica ANOVA para o delineamento experimental em meio

liquido
L Soma Graus de Média .
Fonte de variacao quadrética Liberdade quadrética Estatistica F Valor de P
Fungo 295,8400 1 295,8400 4,8900 0,0544
Glicose 3404,7200 1 3404,7200 56,2600 0,0000
Efluente 10,5625 1 10,5625 0,1700 0,6859
Fungo x Glicose 3887,5200 1 3887,5200 64,2300 0,0000
Fungo x Efluente 30,8025 1 30,8025 0,5100 0,4937
Glicose x Efluente 3,2400 1 3,2400 0,0500 0,8222
Residuos 544,7000 9 60,5222
Total 8177,3900 15
Negrito: Valores significativos
70 -
60
3‘3“50 -
o 40
g 30
L]
k20
10 1
0 4
10
Glicose
——Phanerochaeta —Pleurotus

Figura 13 - Remocao de compostos ligninicos.

Observando os resultados da Tabela 10 percebe-se que sem a adicdo de

glicose o Pleurotus ostreatus nao promoveu a remog¢ao de qualquer parametro do

efluente e manteve a biomassa em cerca de 16 mg/mL. Garcia (2009) estudou a

degradacao de organoclorados 2-4, diclorofenol e 2,4,6 triclorofenol por Pleurotus
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ostreatus com a adicao de glicose, e observou 0 aumento do crescimento micelial
com o consumo de glicose no meio. Gern (2005) observou o comportamento do
crescimento do fungo Pleurotus ostreatus, em diferentes concentracbes de extrato
de trigo adicionado de glicose nas concentragées: 5, 10, 15 e 20 (g/L) e observou
que a producdo de biomassa aumentava com o aumento da concentracdo de
glicose.

Observou-se que a maior remocao dos parametros cor, compostos ligninicos,
fenol e DQO (Tabela 10) foram obtidas em cultivo de Pleurotus ostreatus, com
glicose, variando a concentracao de efluente entre 10% e 20%. A adi¢do de glicose
favoreceu o desenvolvimento micelial, mesma relagdo observada em meio sélido
(Tabela 8). O aumento da biomassa foi acompanhado de consumo de glicose e
maior remocado de contaminantes, provavel consequéncia da secrecao de enzimas

necessarias a biodegradagcao dos compostos presentes no efluente.

Pleurotus ostreatus foi investigado no trabalho de Silva et al. (2009) quanto a
capacidade em degradar 2,4-diclorofenol, importante poluente encontrado nos
efluentes da industria de papel e celulose. A melhor taxa global de degradacao foi
obtida usando-se 30 mg/L de 2,4-diclorofenol na auséncia de glicose , com remocao
de 54,1%. A divergéncia quanto a adicdao de glicose indica a necessidade de
estudos especificos para cada tipo de efluente e, também, a diferenca que pode ser
observada quando se trabalha com efluentes industriais.

Mesmo sem adicao de glicose, Phanerochaete chrysosporium foi capaz de
diminuir os compostos ligninicos de efluente kraft em cerca de 40%, em todas as
condicbes estudadas (Tabela 10). Nos cultivos deste fungo observou-se que a
adicdo de glicose favoreceu a formagdo de biomassa, corroborando com o dado
observado no Estudo 2 (Tabela 8); contudo, a maior producdo de biomassa nao
promoveu expressiva reducdo dos compostos analisados. A cor em efluente 20% foi

0 Unico parametro que teve aumento de 10% na remocao.

Cunha et al. (2012) utilizaram o fungo Phanerochaete chrysosporium em
biorreatores com adicao de glicose (1 g/L) para degradar o corante vermelho do

congo e observaram que a adicao melhorou significativamente a biodegradacgéao.



53

De acordo com o observado, Ding et al. (2007) verificaram que a limitagdo de
nutrientes no cultivo de Phanerochaeta chrysosporium faz com que ele produza mais
ligninase. Bumpus; Pawers; Sun, (1993) mostraram que este fungo € um excelente
mineralizador de DDE, produto da degradacdo de DDT(diclorodifeniltricloroetano)
em condic¢des de falta de nitrogénio.

Observando a Figura 14 percebe-se que o fungo Pleurotus ostreatus mostrou-
se um bom degradador de efluente kraft, superando Phanerochaeta chrysosporium,
o qual apresentou maior velocidade de crescimento em meio sélido adicionado de
glicose (estudo 2). Isto demonstra ndo haver correlagdo entre a biodegradagéo e a
velocidade de crescimento em meio sélido, que é influenciada pela presenca do agar
(1,5%) nos meios de cultivo.

O1- (- - -) = Phanerochaete; sem glicose; 10% de efluente

B 2- (+ - -) = Pleurotus; sem glicose; 10% de efluente

0 3- (- + -) = Phanerochaete; (10g/L) glicose; 10% de efluente
O4- (+ +-) = Pleurotus; (10g/L) glicose; 10% de efluente

B 5- (- - +) = Phanerochaete; sem glicose; 20% de efluente

O 6- (+ - +) = Pleurotus; sem glicose; 20% de efluente

B 7- (- + +) = Phanerochaete; (10g/L) glicose; 20% de efluente
0O 8- (+ + +) = Pleurotus; (10g/L) glicose; 20% de efluente

80
70
60 -
50
40 -
30
20 -

" Hﬂ_rl

Fenol Cor DQO Ligninicos

Porcentagem de remogao (%)

Figura 14 — Remocao dos compostos toxicos, em meio liquido, com planejamento fatorial 2°
(em porcentagem).
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Darwish et al.,, (2012) estudando o crescimento dos fungos Pleurotus
ostreatus e Saccharomyces cerevisiae numa mistura de talos de milho (com
incubacgao de 7 dias a 28°C), obteve valores de remocao de lignina de 24% a 55% e
de polifendis entre 34% a 40%. Beg, Zafar e Shalr (1986) num estudo sobre a
biodegradacao de casca de arroz com Pleurotus ostreatus observou uma remog¢ao
de 41% de lignina. Munari (2013) cultivou Pleurotus sajor-caju, em efluente da
industria papeleira e conseguiu 58,9% de remocgao de compostos fendlicos totais.
Neste presente estudo Pleurotus ostreatus promoveu a remocdo de 64% dos
compostos ligninicos do efluente kraft 10% e 41% para efluente 20%.

Um fator que ndo foi considerado separadamente neste estudo foi a
biossorcdao. De acordo com Lopes (2012) a biossorcdo é um fenémeno onde
compostos téxicos sdo acumulados pela biomassa micelial, removendo compostos

do efluente, processo também observado em estacdes de tratamento de efluentes.

A maior remocao de DQO deste presente estudo foi de 66,3%, tendo ocorrido
com P. ostreatus cultivado em efluente 20% acrescido de glicose (10g/L). No estudo
desenvolvido por Ruas (2008), em que luz UV e Peroxido de hidrogénio (H20,)
foram empregados apdés um tratamento preliminar anaerébico em efluente kraft,
foram encontrados valores de remocado de DQO de 61%. Neto (2002) trabalhando
com fotocatdlise heterogénea, com catalizador de éxido de titanio, observou
remocao de 36% de DQO.

Almeida, Assalin e Rosa (2004) obtiveram resultados mais expressivos de
reducao de DQO (98%) e fendis (35%) em estudo da degradacao de polifendis em
efluente papeleiro por ozonizacao catalitica combinado com lodo ativado. Assalin e
Duran (2013), variando o tempo de detengdo hidraulico em lodo ativado
convencional, obteve remogéo de fenol de 36,3% e 51% de remogdo de DQO.
Rezende (2011) estudando a degradacdo de efluente kraft por lodos ativados e
biorreator de biofilme em leito mével, obteve remogdes de lignina de 44% e 32%,
respectivamente. Ja a remocdo de fenol alcancou 33% e 26%, também,
respectivamente. Cordi (2008) determinou um remocéo de 36% de cor no efluente

kraft estudado, por degradacao através de lodos ativados.
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Todos estes resultados mostram que o tratamento desta pesquisa utilizando
Pleurotus ostreatus mostrou-se promissor, considerando que este & o primeiro
estudo e que melhores resultados podem ser conseguidos com outra otimizacdo do

processo.

A exploracdo do desenvolvimento deste microrganismos em biomidias, ou em
outros tipos de suportes, é interessante para que o potencial de degradacao do
fungo seja aumentado. Os fungos Phanerochaete chrysosporium e Pleutotus
ostreatus mostraram-se degradadores de compostos ligninicos, muito presentes no
efluente kraft, e de compostos de cor. Para os trabalhos futuros seria interessante o
estudo da degradagcdo de outros parametros do efluente, como DBO, sélidos e

outros nutrientes.

5.5 ESTUDO 4: ACOMPANHAMENTO CINETICO DO CULTIVO

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos durante o acompanhamento da
cinética de biodegradacdo de efluente kraft por Pleurotus ostreatus, em cultivo

adicionado de glicose (10 g/L).

Tabela 12 — Remocao (%) dos parametros do efluente, em ensaio cinético.

Efluente Dia Fenol Cor DQO Ligninicos
11,4

2 0 0 0.6 0

4 0 32,4 13,8 8,4
15,6 2.8 11,7

10% 6 52,8 255 6,3 113
17,7 14,5 19,8 17,0

8 0 61,4 10,9 9,1
18,9 10,5 18,0

33,9 33,3

10 0 11,9 0 4.9
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Os resultados obtidos no ultimo dia da cinética deveriam ter sido similares
aqueles dos niveis 4 e 8 do estudo Anterior (Tabela 10), o que nao ocorreu (Tabela
11). Isto indica a necessidade de repetir os experimentos e que a analise destes
dados deve ser criteriosa.

As Figuras 15 e 16; e a Tabela 12 mostram os resultados da cinética de 10
dias.

Fenol =——Cor —DQO —Ligninicos

70

60 -
50 -
40 -
30 -

Remocdo (%)

20 A
10 A

2 4 6 8 10
Tempo(dias)

Figura 15 - Acompanhamento cinético em meio liquido a concentracdo de 10% de efluente
Kraft — Monitoramento dos parametros de analise.
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— Biomassa Glicose

40 0,14

35 - + 0,12
i )
= 30 N 101 g
£ 25 - 3
© =+ 0,08 =
4 20 - by
£ 1 +006 g
s 137 3
[a'a] 10 | T 0,04 8

5 / 1 0,02

0 ] ] ] ] ] ] 0
2 4 6 8 10

Tempo(dias)

Figura 16 - Acompanhamento cinético em meio liquido a concentracao de 10% de efluente

Kraft — Monitoramento do desenvolvimento da biomassa e do consumo de glicose.

Na Figura 15 verifica-se que a biomassa microbiana ndo obteve aumento a
partir do quarto dia e que o consumo de glicose acontece durante todo o processo.
Ja na figura 14, o resultado de remocao de compostos fendlicos foi influenciado pela
biodegradacao de compostos ligninicos, cujo valor de remocao é considerado zero
quando ha ascendente remocao de lignina. Pode-se cogitar que durante a
degradacao de lignina compostos menores (fendlicos, por exemplo) foram sendo
formados. E provavelmente estes compostos também influenciaram nos resultados
de remocdo de cor, que até o quarto dia acompanha a curva de biomassa e a

remocao de lignina, mas ao final do experimento é inversamente proporcional a esta.

A Tabela 13 mostra o acompanhamento das enzimas durante a cinética.
Percebe-se que Lacase e Peroxidase nao foram detectadas. Manganés peroxidase

foi a enzima presente em maior concentragéo.

Tabela 13: Acompanhamento enzimatico durante cinética de 10 dias de Pleurotus ostreatus
cultivado em efluente kraft 10% adicionado de 10g/L de glicose

Dia
Mang(UI/L) Per(UI/L) Lign(UI/L) Lac(UI/L)
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2 -5,62+10,99 0,01+0,01 0,11+0,02 0,00 +0,00
4 0,81+0,60 0,0£0,00 -0,17+0,44 0,00+00,00
6 -0,46+0,61 0,00+£0,00 0,09+0,01 0,00+ 0,00
8 4,32+0,08 0,0+0,00 0,22+0,15 0,00+£0,00
10 3,9215,37 0,0+0,00 0,02+0,11 0,00+ 0,00

Nota: Mang= Manganés peroxidase; Per= Peroxidase; Lign= Lignina Peroxidase e Lac= Lacase.

De acordo com Nerude e Misurcova (1995) a elevada degradacao de lignina
pelo fungo Pleurotus ostretatus esta relacionada a capacidade deste fungo em
produzir as enzimas lignina peroxidase e manganés peroxidase. Ja Agellis, 2003,
encontrou a presenca de, somente, lacase no ensaio cinético do fungo Pleurotus

Ostreatus.

6 CONCLUSAO

A caracterizacao do efluente mostrou a presenca de compostos recalcitrantes
(ligninicos) e de dificil remocao (cor e fendlicos), sendo que o estudo com a semente
Lactuca sativa indicou que na concentracdo de 25% ocorre diminuicdo da
germinagédo em, aproximadamente, 30%. Este valor ficou proximo ao observado no
estudo do efeito das concentracdes do efluente sobre o crescimento microbiano, que
mostrou que 20% de efluente causava diminuicdo na velocidade do crescimento de
57% para Phanerocahete chrysosporium, 37% para Pleurotus ostreatus e 59% para
o fungo OP. O fungo CF apresentou reducédo na velocidade de crescimento na

concentracao de 40% de efluente.

Os resultados de velocidade de crescimento (mm/dia) se repetiram entre os
dois estudos em meio solido mostraram repetitibilidade para Phanerochaete e
Pleurotus; contudo, o mesmo nao ocorreu para os fungos CF e OP, indicando que

eles podem ter sido influenciados pelo tempo de estocagem do inéculo.
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A otimizagdo da velocidade de crescimento em sélido mostrou maiores
valores para Phanerochaete chrysosporium, mas o0s resultados em meio liquido
mostraram que a maior biodegradacado (% de remocédo de compostos) aconteceu
pelo fungo Pleurotus ostreatus. Isto significa que a velocidade de crescimento em
meio solido ndo teve relacdo com a biodegradacéo.

Os resultados em meio liquido foram influenciados pela analise
espectrofotométrica, provavelmente devido a biodegradacdo ou biossintese de
compostos no mesmo comprimento de onda dos analisados. Ha necessidade de
repeticdo do estudo,pois os resultados negativos, de remocao, inviabilizaram a
analise estatistica.

Neste contexto os melhores resultados de biodegradacao foram obtidos com
o fungo Pleurotus ostreatus, cultivado em até 20% de efluente kraft e com adigao de
10g/L de glicose. Foram obtidos de remocao entre: fenol 9-14%, Cor 64 — 76%,
DQO 38 — 66% e ligninicos 41-64%.

O acompanhamento cinético mostrou a produgdo das enzimas manganés
peroxidase e Lignina peroxidase, mas os resultados nao foram bons em relacédo ao

do estudo de otimizacdo em meio liquido, mostrando necessidade de novos estudos.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se que sejam feitas mais anadlises, relacionadas a parametros
toxicolégicos, para observar a resposta, e se esta resposta € mais efetiva do que os
outros parametros verificados neste trabalho.

Fazer andlises para toxicidade aguda, ja que foram feitas somente andlises

de toxicidade crbnica, assim como andlises cronicas para outros organismos.

Monitorar a atividade do fungo por mais tempo, afim de determinar

comportamentos inesperados.

Utilizar fungos ndo muito estudados, afim de verificar degradacdes ainda
desconhecidas dos fungos lignoliticos, haja vista a grande diversidade que estes

fungos tém.

Explorar profundamente a analise estatistica, procurando encontrar técnicas

ideais para a abordagem do tipo de trabalho.

Estudar o fungo CF, realizando estudos que permitam aprofundar os

conhecimentos sobre ele.

Realizar a quantificacdo dos compostos toxicoldgicos utilizando outras
técnicas de determinacdo, nao espectrofotométricas, como por exemplo, a

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Repetir os estudos, afim de verificar a confiabilidade dos resultados néo

concluidos.

Determinar novos estudos e ensaios, aplicados aos fungos OP e CF.
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