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NOMERCLATURS

ak = ares sspecifica de empacotamento (em 4}

By = area superficial total de empacotamento teme )
A0 = halogdnios Org8Enicos AdSOrvivels

Of o= concentragiEo final

Co = conceniragdo inicial

DR = demanda bloguimica de odigénio

DEg = demanda quimica de oxigenio

E = EfTima

K= constante cinética (A1)

Ke = constante média de velooidade {(mo L

vl e k¥ = constantes de formeagio do produto

e constante de dissoocliagdo do complexo Eb

Fmo= relagdo entre constantes cinéticas

mb = massa de biomaszsa Tixa (mg VHED

Foo= prodguto

o = fluxa de entrada (m— dia” 1)

s = velocidade especitica do consumt de subsitrato
O5man = constante de velocidade

a8 = substrate (DOO, DED, cor, fendis)

o= tempo (b ow dial

Vo= volume do liquido no reator (L cu ;)

Vo = velocidade inicial

Vméx ., = constante gue depende da concentrago de enzima

e
981
3
-

i

cloro orgénico total

X = concentragido de biomassa (Mg Liygy



Y jm = coegficiente de rendiments

Letras Greogas

ﬁ = o coeficiente de conversdEo da
: -
{mg om <}

T = tempo de residencia da fTase

= velocidade de crescimento

Subsorigies
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Desde 1983, um grupo de pesouisadores dentryo da Faculdads de En-
senharias  Quimics, Juntaments Ccom pesqguisadores de oubras instituicdes de
O T VT d&diﬁﬁﬁ&u a0 estudo & aplicacic dos mateviais nas mais di-
JEVSAs areas de intevesse para o Fais, dincluindo-ze =1 a drea Médica & Big-
recnnldgioa. Dentbve dests dlitima, houve uma gvande contvibuicEo dada  pslic

Ao Trssor v Edison Bittencourt & colaboradores, da dvea de Concentracio

Cigdncia & Teonologizn de Materviais ds FEG, os aguals dessnvolwsvram um supories
‘k& base de vesina urdiz-formaldeido e de Hemetilolacrilamida de ampla apli-
@ :=c50 no campo das andalises clinicas, envolvendo o Instituie de Medicina
‘.Tr”;lcal da USF g btambdm o Laboratorie de dnAliszes & Fesquisas  Bastio

Fieury $.C. Ltda., originando posterviormente a atuzl Biolab Diagndstics.

Atualments 3 drewn de Concentracio Cifncia & Tecnologia de Mate-—
~iais(ACCTHY, criada em 1990 , vem mantendo varias linhas de pesquiszsa  de
grznde impovidncia , tais como ; lesenvolvimento de Frocessos pars Prepara-
cEo de  Membranss Dindmicas, Eztudo de Folimevos com Propriedades  dpticas

'Fﬁ&hﬁiﬁeﬁra§; Nesenvolvimento de Resinas Fotocurdesds de Alva Estabilidadde
o Adeeio parvae Recobvimento de Fibras dpticas, Fstabilidade de FHTiU3L$Lﬂﬁw
‘%hmm@tidag 4 Radiachn Dama em Doses Estervilizantes, Frooriedsdes de FZ‘
@iz FUD Eaterilizdveis para Ubilizacio em BEolsss de Sangus, dentrye out
‘. Dando conbtinuidade bs peasquisas de ﬁlt?ﬁﬁﬁﬁurt g oolabor idO\
ACCTH wvem trabslhando numa tinha de pesouisas na Srea de Sadde & Bi
is, sobve o desenvolvimesnto e funcionalizacio de suportes pmllmaiitua or e
.wﬁﬁﬁcaz e inovainicos parvs & imobilizacio de anftigenos ou mnticorpos, €nzi
.wuv% g r‘ficr'acn:cs'ani-:—:ﬁ'a::}c; , tendo a3 defendidas duzas outras teses de Mestrado
glacionadaes & imohilizsglo de snzimas.

Com o intulto de ampliar as aplicagsdes de suportes polimdricos na
ﬂmm&Lllzmgia de micvoorganismos, = ACCTH se associoun ac Laborvatdrio de Gui-
mica Bipldgica do Instituteo de GQuimica da Unicamp, chediado pelo Dy MNelson
iy AN, numa pEsguiss conjunts sobre imchilizacio ds fungos lignoliticos em

‘Iwﬂim g em cavacos de madeiva, £ suz aplicacfo em hiopolpacfo. Deste modo,
veesnlitoy este primeive Ytrabalho de tese de Mes tiadu; na ACCTHM , onde se de-
monstrou & wtilidade de supovrtes polimericos ns 3m0b113!%¢aa de fungos de

@:ande intevesse nn tratamento bioldsico de &{;Uﬁﬁtés_

Frof, Dra. Lucia Helenzs Innocentini Heid
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Foi realizada uma selegdo entre Bl cepas de fungos ligninoliticos
para descoloragdo de efluenites fendlicos industriais. A selecdo
mostrou gue & cepa Lentinus edodes UEC-Z019% remove 73 % da caor,
&0 W oda DBUD {(Demandas Guimicae de (xigénicl), 30 % da DREO (Demandsa
Ficguimica de Oxigenic), 70 % da massa molecular g 30 W de fenbis
em 120 horas, sem fTonte adiciognal de carbono. Sob estas condighess

L. edodes fol maizs eficiente gue o conbecido Fhanerochaete

et
7

chryeosnporium  (BEM-F-17457 1. Obsgrvou-se uma peguensa remogdo O8

o

cor  devida & 0 adsorgifo micelial {13 2} durante 120 horas  am

Ja 1]

sftluente Kraft. Fol aveliads, em sscala de bancada, & remoagac de
oy do efluente EI sm o un biorreator de leite rechesdo nodificado
30wl cpErado em estado sstecionario,. wiilizando-se L. sdodes

imobilizado em npyvlon &8 0 en cavacos de madelira - de EBucalyptus

grandise. Mo biorreator, opsrado durante 120 horas, obssrvou-—se 70

ne

% de reducglo de cor, & W de fentiz 2 &

Lz
=}
i

kR
{13}
o

B orva imobil

i)
L
1TE

e

em nyion. Ma immobilizaco nos cavacos gnoontrou-se 42 4 ge
remogio de cor e 2é& % de redugio de fendis. Essps métodos parecem

ser  eficisntes no processo de descontaminggdo, representando wum

grande potencial no tratamenteo de efluentes industriais.



ARSTRADT.

A soreening of 31 ligninolvtic ztfainﬁ of fungi o wamine  their
ability to deccolorized phenolic industrial efflusntes  was carried
cut. The selection showed that Lentinus edodes UEC-2019% strain
removed 73 % of color, &0 % of COD (Chemical Oxvoen Demand), 30 % of
BOD (Biochemical Osxvogen Demandl, 70 %4 of molecular mass decrsase and
J0%  phenols  in 120 hours, without any additionel carbon sources.
Under these conditions L. edodes was more efficient than the known

—
&

FET Y. 5 olidittle color remossal

(RS

11

FPhanerochaete chrysosporium  {(BEM-
adsorption  on the myveeliup (13 %) weas obzerved during the 120 hours
in Eratt mill effluent. The stady-state color removal  from  the
sffivent €1 in a bench-scalie modified pachked-bed bioreactor (550 mij
using L. edodes rmaobllized In nyvlon and wood chips of  EBEucalyptus
grandis was evaluated. In & biorsactor, which opsrated by 120 hours
a2 reduction of 70 ¥ of color, 38 X of phenols and &7 % of  COD

immobilized in ovion were found, algo a 42 % of color and 26 % of
phencls in wood immobilized chips were found. These methods appeared

b he an efficient process of decontamination wiith a great

industrial potential in effluent treatment,
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1. INTHODUCRD:

1.1 CONSIDERAGLRDRED BERAID

Em 1987 a produgio mundial e papel fol estimada em 227 milhbes de
torsane 2 a produgdEo de polps em 30 gmilh8es de tondano. Disriamente

sHeo liberados mais de &2 » 100 go° de efluesntes. Fese valor corresponds

13

i

a0 consums doméstico didrio de doues de aproximadamente 200 milpbes d
nessnas (Sant Anna, 1%92). Foucaes inddstrias possues reservas de agus
t%n elevadacs para ssus procescos de fabricagdo como a8 de produgdo de

polps e papel

-

0 dimpacto ambiental. causado por estas descargas liguides., & 0 um

)

problema cada wezr mals agravante (Fibd, 1953

0 processce de polpsglo predominante no Brasil e no mundo & o deno-
minados  Kraft  {(gue empregs MalH e Masbhl. b progessc Frati produz
efluentes coam  alta DBO (desmanda bioguimics de  oxigEnio). turbaden,
cor. =olidos suspensos e baldas concentragies de oeigenio dissolvido
{Aradio e col. 191, Este tratamento rempve aprowimagamsnte 99 4 da
ligrmirna, deisando residuns Tibrosos,. o quals podem ser eliminados oor
processos de bhrangueamento.

Durante o brangusamento converncional des polpass oguwimicas COOrrem
reaglies complexas envolvendo cloracXo, odidagio e desmetilagio das
unidades Tenil propano da lignins residual .. Essas reaglss resultam na
formagso  de um grupo de compostos estruturalmente diversn, coletiva-

mente designados "cloroligninas” {(Kirkpatrik, 1%%1}. Estes efluentes

edo  altamente coloridos & contém muitas substdnclas deletérias, prin-



cirpaimeEnte fentdis olorados,. nE guarls S¥Ho tdyicos para muitos Ear g Erl s
mos agquadticos & altamentes resiztentes ao altagus microbianc.

fs polpas s¥o brangueades em ume primelra etapa madiamﬁ@ cloragdo oOm
Cilzo e Cl0p. O cloro converte a lignina residual em produtos  soluvels
em  aoua & Alcali. Assim, & cloyagdo @ deralmente seguida por ums ex-
tragdn alocalina (19 extraglo alcalinal (Fig. 1} em um processo de ool

tiplas etapa

HE

- (Fengel e Wegener. 15847,

o)

0 clorc orgdnico unido a moléculas orgénicas contém compostos olo-
rados  de towicidade aguds determinados como TOCD {cloro orgénice  to-

sicos & materisis clorados de meazss molecular

B

tall)y materisis genot
glevada gue lentemente transformam—se em organoclorados Ldxicos  comno
catecol e guaiacol (Eriksson, 1?9&)3 Mais de 200 compostos  orgdnicos
diterentes foram encontrados nos eflusentes de branguesmento, alem  de

téanicas.
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pel  sdo lagoss serdbiss,. leagoas anasrabiss e lodos  &tivedos. Ezses
tratamentos diminues a2 denandas quimicss s bhiogulmices de  ouoigenic

{DOO = LOED, respectivamente) porém mostram—se ineficigntes guanioc a

i

renneaEn d cor. Segundo alguns avtores, i aleé mesmo wm auments na

1

i
iniensidads de cor destes stluesntes apds o tratamento (Cammarots & 0 €

s

Sant Anna. 19921, E3c irneficientes também ne eliminagd&o de clorofentis

ninas clorades de alto peso molecular. Entre ocutros  sétodos

T
L
1w
Joot
}
i)

alternativos de remogdo ge cor encontram-se os metodos mistos de wl-
tratilirago tratamentc bDiolégico, ultrafilitraglo apenas, absorgdo em
carbono  ativado, precipitagdo com sais de aluminio & tarbonstos, ra-
diagfo ultravioleta e pamose reversa, entre cutros (Fairbanks, 1992y

Fritsson, 1992).
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recentemente,. devaido ac interessse pablico pelo problema ecoldglico s
ao  estudo de novas lels para protegio ambienta§5 o tratamentp de com-
poetos  organoclorados vem ganﬁandm uma relevada import3#3ncia. Encarar
positivamente o controle ds polulgdo significa aproveltar residuons e
suborodutos de forma scondmics.

A escolha de up processo de tretamento deve respeitsr os critéricos
econtmicos de custosbeneficio.. Segundo reportagem da revista Ouimica &
Derivados (Faifbaﬁhg, 1992, & tendgncis em 1991 foi & utilizacdo de
sistemas de digestso aneerdbia de residucs indusiriasis com alta  DOEO,
Em geral, os tratamentos agrdbilos s3Ho preferidos, embora o mals  ade-
gusda  fosse uma combinaglo des fases aneerdbia/eerdbis. reduzingo ©
custo dos  asradores mecfnicos. O tratemento serdabilo foi sstinmado  &m
H.0 a2 7,0 UBs/ton de polps. enguanto gue o tratamento por uliratiliers-

gao  tem um custo de 2.0 a2 4.0 UBEs/ton de polpa, similar ac bicldgico
da ordes de 2.0 8 4.0 USE/ton de polps, gus somado & neuitraslirzragso
com um custo de 1.0 a 1,5 UE$ leva & um valor de 7,0 & 10,0 UBs/ton de
polipa {(Ek & Eriksson, 1%E7). Apesasr do custo ser prataoamesnte O HESMO,
a uwltrafiltragzo/tratamento bicldgico € tres verss maas eficiente ous
a lagos aesrdbls e lodo ativado.

i

A rapacidade de Tungos de descomposigi3c brance degradar clorolio-

went » Toi teme de peEsQUlss nos Gltimos 10

et

n

ninas

itH

descolorar  of

iderados o8 mals promissores Dpara o

0

anos. Estes microrganlismos sdo Cor
tratamento de efluentes {(Lankinen e col. 15711,

Um  processo gue resulitod em patente no ano de 1987 fpoi o processc
MylLoR {(Mycelial Color Removel). Este ¢ bhesesdo na descoloragdo causada
pele fungo Phanerochaete chysosporium imobilirado 2o um Contactor Bio-—

Idgico Rotatdrioc (REC). Entreteanto este método apresenta alguns  pro-



o

blemas, oue ser3o menclionados oportunsmente. Ba tentativa e  SUDrar
as exigencias tanto em termosz de eficiencia de tratamento como de vias
hilidade econdSmica, outros modelos de biorreatores vem sendo estudados

assim coms outros fungos ligninoliticos.

2. A MADEIRA E 6 INDUSTRIA DE FOLFPA E FAPEL

A madeira & & matéria prima utilizaeda na obhtengdo da polps e do pa-
pel, suprindo cerca de %3 % da necessidade de fibras virgens de btodo o
mundo,  enguanto gue outras fontes. como bageaco de cana, palhas de ce—
rezlis e bambus,., comportam o restante.

£ madeire € um copolimero comstituldo de celulose, hemiceluloss e

lignina, com peguenas cuantidades de exitrativos e substéinciss  mine-

rats. O mailor components en oesc seco & a celulocss, gorrsspondencs de
Eoos 40 %, hemiceluloses, em ZESOC LA SD OO & Cslulons na

parede gelular. congitit a 0 W & fazmem s entre celulose
2 lignina. & lignina,., ags como um &genis cimeniante entre as céelulas

conferindon rigider estrutural 2 servindo como um protetor corntra o
atagque migrobioldgico, constitul cerca de 20 a 30 % da madeira. Essas
composiglies variam de scordo com o tipo de madelra, BEpEcis = idade

R

£

(o classificadas em madeiras duras & oo

in
i
13

CARS  MEBSm . Madeira

T
11
"

i

mies termos s38g aplicedos para difesrenciar tipos de fibras veges-

T

le=.
tals. Lremplo de madeira dura ocu "hardweed” inclul o gucalipius, sendo
gste amplamente willirado peles indlstrias papelesiras nacionais. As
madeiras consideradss duras possues menor teor de lignina do gque  as

madeiras moles. Exemplos de madeira mole ou "softwoeod” seriam o pinus,
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cedro e clpreste  entre ouiro

i1

&

1.3 COoMPosiost DA MADEIRA

o

lwliose wr polissacarideoc linear Tormado por unida

i

A1 Celulose: & ¢

n

dez beta-bh-glicopiranose unidaes por ligagbes 1-4 glicosidicas {(Fi-

H
H H
GHa0H CHzOH o
H o ~
HO OH HO OH
H H
M H

1

Fipura 2. EBestruture lirnear da celulose.,

"

B} Hemicelulose: & hemicelulosze & composta de diferentes wunidedes de

i

carbohidrateos. Estes varias consideravelmente de um tipo de madsira
para outro, Nas madeilras duras pregominam glicoronoxilanas (Z0-30
“} e glicomananas (1-53 %), enguanto oue nas madeiras moles, galac—

toglicomananas (15-20 %), arabinoglicurcnoxilanas (5-10 %Y & arabi-

nogalactanas (2-3 %3,
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O Lagnamar A lignins & um pollimero saroméatico tridimensional. de es
trutura nEc wniforme. composto hasicamente de trés tipos difersntes
de adlcpoie p-hidroginamilicos (Faigura 21, A guantidage relativa
destes dlcoonis deltsrmina o tipo de lignina. Ligninas de madeiras
fduras s30 polimeros smistos dos Alooecis coniferilico & sinapilico.

fiz ligninags de madeirsas moles sio principalmente polimeros do slcoo-

al coniferilico.

s matéria prims ag pepel. Lte-
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Ieo) EFLUENTED PRODUZILODS DUSAR

ERANQUEGMENTD L Fo
Os efluentes originadeos durante o brangueasnento das polpas ogulsa-
CARS cmm’ﬁig e/ou Cl0z {estagico conhecido come cloragdo ou estagioc O
(Figura 1) seguidas por extrag8o com MaOH, com ou sem oxigenioc, no se-
gundeo  estagio conhecido como extracdo alcaline (E1) 3o em
postos organicos clorados. mals

geral
croligninas =sio

[N R
conhecidos cono

compostos de slevada
seponsavelis pela coloragio

ciorplioninas. #As clo-
messa molecular &8 o principais
=nura dos

=l

efluentes,
Faram identifigados

= mals de
tes eflusnites

OO compostos orgdanicos clorados
{(Erik=son,

M-
19%2) . desdes oz mais simples como, compostos
fenblicos ¢loradee, &cidos carboxilicos e hidrocarbonetos até  uma
clessse definidse de cloreligninas nocives, com pesco  molecular medio
maior ou igual & 1 kEDa (1000 a/mol), Cerce de 79 4 dos compostos orgd-
nrcos clorsdos s&o encontrados sob o a Torma de cloroclioninas {Haggblom
g Dalkinoja~Salonsn, 1¥91 g refergncias incluidas). Unae peguens guan-—
tidade de dioxinas {(dicsanos =2 furanos cloregos) fambém Toram  snoon-
tradas. Estes compostios s3o big-acumulativos 8 gencldxicos apesar de
sstarem presentes a niveis de tragoz. Entretanto as dicwinas poderiam
sgr  reduzidas gussse tompletaments oor exclusdo do cloro molecular  da
zequEncia de Drangueamento (Erikseon. 19920,
Bla polpe Kraft obltidse & partir de madeives duras, ssitima-se gue
cerca de T ko de compositos orgdnicos clorados sdo formados por tonelse
da de polpa, durante o brangueasesnito convencional. £ maicria  destes
composto sHo recalcitrantes. Fol demonsirado gue clorofendis e deri—
vados  sdo acunulados nos sediment das
muitos outros

lagoas de tratamento, além de
compostos org@#nicos gue também s acumulam ao longo
cadeia alimentar {Hagghblom e

oo da
Salkincjis—Salonen,

1991 & referépncias in
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cluldast. &5 clorpligninas nao podem peneirar na membrans celular dos

organismos vives,., porémn podes ser degradadas lentaments pela agdo com-

b

hinada de fatores fisicos, ouimiceos & bicoldgicos gerantdo compostos de

¥

massa molecular reduride gue igualmente seriam nooivos A0 ecossistena
agudticn. Estes compostos também impedem 2 absorgdo de luzr nos corpos
receptores {Cammarocta, 19910,

Purante a degradacdo da cloreligninae & cloregifc de rezmiducs fend-
licos, s3o formados os clorofenbls,. compostos de baixe peso molecular.,

por Heisburgesr 8 col, (1988 mencionam gue os fe—

o
P‘!
]
i1
3
0
i

Estudos  rea
ndls clorados representam sence de 2 4 do cloroc organico noz efluentes
de branqueasmento. emboras contribuas encrmemente para & toxicidade do
efluenie. SBo tregs os tipos de fendis clorades predominantes: cloroe
gualactis, clorocstecdis e clorofendis (Figura 4). Deste grupo,. o te-
tracloroguaiacpl & o mais tdxico. (s efeitos tédicos dos liguores  de
cloragio sHEo normalmente maizs baixos do gues os da extracic alcalina:s

entretanto,. devido a liberag®c de grandes volumes dos liguores de clo-

racso produrideos . s toxicidades & muito alta.

CHO CHO
Ciy Cly Clx Cly Cix Clx
OCH3 OCHsz OH  CH30 OCHs  CH30 OCHs
OH OH OH OH OH OH
FENGIS GUAIACOIS VANILINAS CATECOIS SIRINGOIS SIRINGALDEIDOS
CLORADOS CLORADOS CLORADAS CLORADOS CLORADOS CLORADOS

EFLUENTES DE POLPAS KRAFT

Fioura 4. Fendis clorados predominantes {(Kringstad e Lindstrom, 1784},
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E%t&g presentes nos eflusntes, en pegquenas  proporgbes, ocompostos
acidos. Estes podem ser subdivididos em cinto categorias  segundo
Fringstad e Lindstrom (1984): acidoz graxos,., hidrvroxiboidos, &oados di-
carboxilicos, acidos aromsiticos e acidos resinosos. Us acidos acébico
e formico sio guantitativamente os Acidos malis ilmportantes. Apesar da

pEogusna concentragdo nos efluentss, o compostos dcidos contribuem em

e FOOW para & tovicidade dos sfluentes (Cammarota, 15%1),

i3]

U metanol 8 véaries hemiceluloses 8o o compostos neutros domi-
nantes. 0 metancl & formado pels degradagdo oxidativa dos grupos meto—
#xila da ligrnina rezidual. Compostos neutros consistem de hidrocarbones
tos  clorados saturados e inssturados, aldeidos,. cetones,. benzeno clo-

dos e varios estergs. O cardter apoler lipidico de alguns destes

{

-

i

COHOGsSTos SUQersE uma propensHe & bicacusmulacio nos ferlidos viIVos, ane-—

n
i
H

sar de estarem pressnises BM pPROQUENAE proporgblies {(Voss, 198393

1.7 CARRCTERIZACAD DLRE EFLUENTER DE BRAMIBUESMENTO

de efluentss =250 caracterirados por sus DEO, DGO, cor, mu
cidade, & towicidade agudae 8 Ccronics.

o DOG {demanda guimics de oxigenio) e & DRO {demanda bicguimica
e digeniol gstdc relecionadas com a guantidade de oxigenio regueri-

o, no corpo receptor, para owidar os compostos pressntes no efluente.

tle efluentes da polpa brangueada, além de apresentarem uma colo-

ragEo escura possten elevades Carge orgdnica,. A cor indics a2 0 presenga
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de  compostos inibidores gue podem ser extremamente deletdérios no an-
biente agudtico. Os componentes cromGfores do efluente ELl zao princi-

paimente fragmentos poliméricos oxidados de lignina contendn claro.

6 mutagenicidade & uma medide da capacidade do efluente em indu-
vir muiagfes genédticas. sendo comumente delterminada pelo teste de

s
W

Ames, 0 gual, vtiliza & bactdéria Salmonella typhimuriuvm T8 1535,

A towicidade aguda & definilda como o efeltos decorrentes &m um

testes empregam, oeral-

H

pericde curito de tempo, de 24 & %46 horas. O
mente microcrustéaceps (Daphnis similis), peixes (Cheirodon notomelas)
g algas {(Chlorella vulgaris) (fradgic & col. 1991} com uma restrits
utilizagio também de bacitériss, especitficamente Spirillum volutans.

A toricidades corédnice @ definide como os esfelitos decorrentes  da
prposicgic ao eflusnte por longos pericdos de tempo no minimo 7 dias.

Meste  teste gualifica-se grescimento, metabolisec & habilidade
reprodutiva. BEm asral smpregam-se peilxes (Truia arcolires: comdo orgs

snlaemns teshe.

O Fator de Epissl3po de Towicidade (TEF) € detsrminado em "m~  de

efiluente letal” por tonelads de polpa, Celoula-se wulilizando-se a con-
centragdo media letal (LOsnd pare peixes ou oultres organismnos  teste

[aprague, 1951,

i

media da liberagac de efluente me/ton de proaduto

TEF =

LCxp
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1.8y METOROE EMFREGADCE NO TRATAMENMTI DE EFLUENTES: MNOWGS TENMDENOCIAS

fiz tecnicas a%ualmente'empregadag o tratamento de efluegntes s¥o
lagaas aerdbias & plantas de lodo ativado. As lagoes aeradas (Figura
5 w&co  tangues, de profundidade média entre 2 8 5 metros, eqguipadas
cam rofores de seragdo. A vanltagem das lagoas agradas artificialmente
sobre  as “naturais® © a oeEnor dres ocupada & a poesibilidade de  con-
trolar o tenr de gpigénio discsplvido indppendentemnsnte des  condigles
atmosfaéricas. A maior desvantagemn reside no custo dos eqguipamentos e
no gasto de energia elétrica (Hranco & Hess, 1773). NMormalmente & to-
ricidade aguda & removidsa nas lagoss agrdbliss. Entretento, EBriksson e
Eolar  (1985), demonstraram gue lligninas cloradas de altco peso molecu-
lar nEec poden ser degradadas por um consorcio de bactériass  isolasdo
destas lagoas. Este tretamento poderia ser mals efetivo s & biomassa
putissse ser ssparags do efluente & regirculadsa (Ek & Kolar. 15901, {e
lodos  (Figura &) proporcionam ums melhor redugio dos compostos clors-
dos {40 X} do gus a= lagoas aprobilss {25 %1, (Ervikseson 1992). 0O oro-
cesso  consiste basicamente na agitec¥o dos efluentes 2@ presengs  de

gurante o tempon NeCESsario

it
i
1]
0
"
1
i
s
1 ey
]
a
!—'w
=
|
b
ﬁ}.
s
§,x .
||
0

miocrorganismos

para metabolizar & Fflocular wumas grande parts da matégria OrgaEnica

(Bramco & He=ss, 1973} Entretanto, apessar de maiz eficiente, o lodo
ativado apresenta uma seris desvantitagem, gue & & formasio vacerbada

de lodo. Atuslmenis & existem programas gue coansideram & hioremedis—
a0 deste lodo como fertilizente para o solo (comunicaglio pessoal de
M. Urtolando, bidlogo da Ripasa S.f.).

A ultrafiltracsio do efluente de extracdo glcalina & uma dtima al-

ternativa, alem de apresentsr um custo razoavel (Z-4 USE/ton polpa)
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ibhoman & ocol. 19%B8). Entretanto. apds a witrafiltragdo. o efluente
permenece  agudamente tdxico. ?az@nﬁmmae imprescindivel unm  tratamento
bigldgico como complemento do processo de vitrafiliracio {Figural?}m

O tratamento anasrédbio alternado ao aerobio & a atuai tendencia,
pols incrementa consideravelmente a eficiéncias do tratamento, reduzin-
doe o tamanho das estaghes & o tempo de residéncia {(Fairbanks, 1992
Eriksson, 1982 e Ek 8 Eriksson, 198Y). Na Fin}andi& & esta  sendo
aplicado o tratemento combinadeo anserdbic-asrdbio,. chamado Enso-Fe-
noy. A redugEo dos haloggEnicos org#nicos adsorvivels (80Y) & semelhante
an  de  lagoes aeradas, pordgm ao invégs de 7 dias. o mesno resultado &

obtido apnds 7 horas. Nestes tratamentos mencionados a oorgdo de massa

molecular elevada doz helog®Enios orgdanicos adsorvivels, ndc sdo degras

FEaTOrEE . Emowum estudo

raram  um restor asrabio
pic-aerdhio em osérie (AAT B anagrdbico-asrShio com recirculagio (B8R,
Maiores detelhnes ser3o disculides no tépico Ybiorestorss". Hegoblom e
Salkinoia-Salonen (1991} esiudaram um tratamento seqguencial de restor
anasrdbio de leito flulzedo 8 reator aserobio de leito recheado.

Outros ftipos de tratamenio nifo bicoldoicos come absorgfco em carbeo-
no etivado ol resings sintetices. osmose reversa, oxidsegdo guimice ou
fotoguimica, precipitagdoc por poliaminas,. precipiteacdo com =sais  de
aluminiao e carbonatos,. irradiagdo vltraviolsias & frocs  19nica,. S3HO

processos  que apresentam limitagles tanto a nivel econtmico como téo-

nice, impossibilitando a aplicagde industrial,



i8
Sendo assim tratemento de floentes por fungos ligrninolliticos &

um campo hastante promissor.

L.y TRATAMENTO BIOLOGICO DE EFLUENTES

B3 capacidade de fungos de descomposigdEc branca descolorar sfiuen-
te Kraft e degradar clorolidgninas @ discutidas hé msis de 10 anops (Lan-
birnen & ceol. 1991 e refegrépcias citadaz). O processo MyCoR (Chang e
col. 1987), 14 referido anteriormente, utiliza o fungo F.ochrysosporium
imobilizaedo. Meste tratamento hid uma redugdoc marcada do clore orgfinico
total {(TOCl)Y em 70 % e da cor em S0 %, porsm existes alguns problemas
cone atto consume de ouigénio, tempo de residénclis restriio & perds de
biomassa Tungica, que tornam gsie processo  invidvel soononicamente

(Fitzeimons, 1970: Cammarota ¢ Sant fdnne. 19972, VArios esstudos  mos-

traram & habilidade de P. chrysosporiuam emn degradar sultos fipos  de

i

compostos aromdticos clorados 2 culros organopoiusntss (Hammel, 198%).

1
f

Recentementie, Hergbauer € ool (1992 reporiaram sobre am fungo co-—
lepmyvoete, Stagonospars gigaspora capar de minesralizar e solubilizar,
zobh gertas condiglies, compositos derivados de lignins, removendo %00 %
¥

ventes de hrangueamesnto CEH. Os efluentes de ssaudncis de

e

da gor de

1

tratamente 2Z0F revelaram Serem mals persisitesntes ac atague Vf&ﬁ@lCQg
MESMD assim & toxicidade aguds diminuiu consideravelments nos doils ca-
soe (44 e 88 ¥ respectivamente). 0 funge Trasestes versicolor, sstudado
por Falce e col. (198%) & Reid & col. (1990} 8 Rov-frcand e Archibald
{1991} entre outros, demonstrow ter um potencial enzimdtico interes-

zante, sends estudado sob este szpecitog tambem no branguesmento da pol-



pa ¥ratt (Bowrbonnails & Falce, 19920 . Fenoloridecses tipo-lacq H5S
pDrincipais enzimas owidativas secretadas por este fungo de descomposli-

f&o branca. Foi observada uma redugdc conciderdvel do A0Y de efluentes
de gloragdo & uma completa mlﬁeralizag&e de organoclorados Loxicos.
Hatakka e col. (1990) estudaram fungos ligninocliticos com poten-
cial ne tratamento de efluenten,. Além de F. chrvsosporium,. Fhlebia ra-
diata demonsirow whs grande perspecliva, espgclalmente por apresentar

=

wm "pool” de enzimas lioninglitices em meic contendo efluente. A cor
foi guase integralmenite redurids & ohservou-se 50-40 3 de redugdo  de
SIX -

Gpesar dos fungos representarem O grupo de mlororganismos mals
aptos na minerai‘za;ﬁm te compostos xenpbhioticos, sxistem sstudps rea-

lirzadnz com bhactériss & leveduras capeazes de metabolizear compostos de-—

rivadozs  de lignina. Duas patentes foram publicedas em 1980 e 1984 por

;l

Hlair e a2 DectéEria patoggnice Pseudomonas

H
t
5
it
i
1
ot
s
|

asruginosa  na descoloracdo de efluente, porém & mesma has

. . e - A e et e e s m S
eficigngia consideravel | noredusfo de cor g 22 0% de redagso oe DUHDY

mE comparadas ao=s 14 mencaionados . Outrsas come Acinstobacter sp..

o

flraligenes  sp.,. Bacillus subtilis =2 & levesuwras., Usndide albicans

i

tudadas por YVasudswvan g Mahsdevan {1990 apresent

A potencial ne de-
gradagdo de lignina. 0 sctinomyoeis Rhodocooous rhodochrous = capar de
metabolizar compostcos modelo de lignime (Andreoni e col. 1991 wiili-
zando este pollimerc como anica fonte de carbone. Este & uma propriedas—
de intrinslcaments isgoriante na escalhs de microrganismos para frate-
mantoe de efluentes, pois um dos problemas & Justamentes & utilizagdo de
fontes adicionais de carbone e/o0u nitrogénio, que transforma um trata-

mento eficiente, como os Jj& mencionados acima em inviavels economica-
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mente.

1.10) FUNGRS IMORILIZADOE

Mos ditimps anos intensifilcaram—se as pesquisas sobre  células
imabilizadas no btratamento de residucs industrisis (Ancelmo e Movais,
19592 & referéncias citadas). E notdrio o crescente interesse na uitili-
rag¥c de  funges Tilamentosos para tals propositcs. Foi estudsedo  por
Ancelmo g Novals (1992 a.bh) o tratemento de residucs fendlicos por Fu-
sarium flocciferum imobilizado em polivretano. Os resultados comprova-
ram o potencizxl de aplicagdo do micélic deste fungo imcbilizado parva

remog do de compostos toMicos.

s

Foi estudado recentsmente por Cammarots 8 Sant Oona {(1992),. P

chryvsosporium  imobilizadeo em nyvlopn em um biorreator de leito recheado

para o tratamento de etluenies. Us resultados obtidos foram cosparados
com o processo Fylol RED {(Dhamo e ocol ., 17873, O fungo imocbhilizado em

wi bioreator de leitoc rechesdo 7ol tEe eficrentes guanto o processo Py-
Lo, com & wvantages de operar Ccom un fTenpo de residéncia maior & uti-

lirar ar aco 1Invées de oxligEnio. Mfessner e ocol. (198%)  esstudarem .

"
D

chryvesosparium imchilizado en um biorrgator do ftipo leito recheado. O
nprocesso ol denominado FYZOPOR,

Além de F. chrysosporium e F. flocouciferum também foram testa-
dos  para imebilirag3o, owbtros fungos com resultados bastante interes-—
santes como QCoriolus versicolor. Este fungo imobilizado em alginato de

calcio remove 80 % da cor do sfluente em trés diss, com a utilizagdo

e sararose como fonte de carbono {Livernochs e col. 1983).
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Em um zistema semelhante aoc RED, Trichoderma sp. demonstrou ssr
gficiente, . reduzindeg 85 % da cor & 25 X de demands guimicas de I3 LG
nic. apds tres diaé de cultivo, em condiglies Otimas de crescimento
{(Frasad e Jovece, 1%91).

Segundn Cheethasm 2 Bucke (1784) p Nicol 2 col,. (1988), sob cer-
tas condigles, a imobllizegdo confere maior estebilidade & eficignocia

S0 pProdecsd.

1.01) FUNGES: Wi CONCEITO

Meste trabalho utilizamos duss classes de fungos: Ascomyoetes & Ha-

sidiomvoetes.

Foram reconbecidas ate 1983, Z8.600 espécies de ascomvoestes. Estec

]

juntamente oom oS Daszidiosvoeies, sdo denominacos Tungos  SUpREriores,
devido a complevidade de sus esitrutura, O micélio Tregueniemente Torms
pletenguima {tecidos de fungol, sspecisimente em Trutificagfes. & fTu-
sHEo sexual dos nucleos dos a%:9m§5@tea prorre dentro de wss oéeluls sse
culiforme, o &sco, principsl caractsristica deste grupo. OQoorcenm em
uma ampls variedade de substratos, sclo, esterco, madeirs, alem de sg
aprezentarem no ambiente aoudtico. B conhecida s aplicagio de mulios

N .

dectes fungos na producdEc de enzimes. agldos orag@nicos, antibidoticos.,

i

na inddstris alimenticia, na producin de protelins undoelvlasr & contro-
le bioldgico de pragaz (Mebster, 1980: Hawksworth, 198%3;: Seifert,

1991: Feves e Ccol. 1993).

3
fi

= basidiosmycetes, consideradeos como O mais evoluwidos dermtre  ou-

tras classes de fungos por apresentarem um sistems ligrninolitico bas-
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tante desenvolvido, costan com lé&. 000 espécles cosmopolitas. Distainto
das demals classes caractargﬁticameﬁt@ pela produg o de esporos  se-
wuaie, o basididsporos, o0f guais estfo consctados extermam@é%@ A0
basidio. Fodem ser saprdéofitos, parasitas, simbidliicos @ sicorriziceos,
S¥o  aplicados na inddstria alimenticia, ne produgso de  enzimas, ra
biopolpagso. no Dicbhranqueamento de sfluentes, na Tormacdo de ectomi-
corrizas, etc (Hawksworth, 1%83; Sgifert, 1%%94G:.

(b= fungos sdo classificaedos conforme o tipo de degradagidcoc gue cau-
sam em: &) Furmoos de descomposigio brance (Mwhite-rot” ). os guais ata-
cam indistintamente os trécs componentes da madeira (Celulose, hemice-
lulose & ligninal com welocidades zimilares {(Eivk e Farrell, 1¥871);

B} Furngos de descOomposlicdo m&rrom {”brmwmmrﬁt”}, o guals degradam  a
porgdo polissacraricdice ds madelirs, causando limitedss moditicaglies na
lignina, sem alteragdo do anel aromédiico e sendo oS principais Torma-
dores de humus: o) Fungos de podridi&o macia ("soft-rot"d. os guais de-—
gradam  lignins mais lentamente do gues oz polissascarideos, produe dnoo

i amolecimento caracteris=tico na superficie da madeira TRoOdrigues,

Dutros  fungos acspciadeos & delericragdoc nic degragativae da madeirs

1
s30 08 chamados de tingimento azuwl {("biue staining furnga”) (Fengel e

Wegener, 128481.

0 bazidiomiceto, de descomposici®o branca, F. chrysosporiuamn, isolado
no indcio da decada de 70, € o maig srtensivaments sstudedo e conside-
rado 0 mals sficaz. Na Figurs 8 podemos observaer uwm poouens hipotetico

da degradacso da lignima por um Tungo de descomposlqdo branca.
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CH20H gig. ——me —» CO
! //"" 2
vc-0-ar-o- (D)
HC—OH CHO -
LIGNINASE { Li-P ) REDUCAD
CLIVAGEM C ~C NADPH - dep
OXIREDUTASE
OCHz OCHy :

(F)-o
(F) -

COa ete. — e L0g

Figura B. Esguema hipoteético da degredasgdo de lignina causada por um

fungo de descomposigdo branca.
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L1 ENZIMAE

O dinteresse crescents ne aplicaso de microrganiamos prmdut@r@g the
enzimas capazes de dagpmlim%rizar ligrnina, & noitdrico dedo o numero de
publicaglbes na area de tratamento de efluentes. Atd 1990 foram regis-
tradas acima de Z.000 além de 250 trabalhos e dooumentos ndo publica-—
gos (Evssnbach e col. 1990),. B3o varias as enzimas snvolvidas na  de-
gradagzido de lignina. & seguir discubir—-se-a aguelas consideradas  as

mats imporitantes para aplicaglo na bioremedisgiio de efluentss.

&) FERNCLOXIDASE (LACABE & FEROXIDAER)

3

Fetudos sobre lacase g putras enzimas oxidantes de fendgls, dge-
monstraram ogue em adigdc a capacidade de polimerizar fTendiz, tambéem
degradam lignina 2 compostos modelo, sob certas condigfies (Ferrara,

1588} .

LACABE

SEo  proteinas ligadas ac cobre bivalente, o gual & regdurido

i

durarte & oridagdo de ferndis (Figura YY) 2 subseouentemente onidado no-

3

vamente  ap estaglo bivalente pelo oxigeEnio {(Forss & col 198%). fs la-

ipam & polimerizagHEo oxidativa de compostos Tendlicos, o

i

cases  cata
guais sdo Tacilmente removidos por filiragdo. bDob certas condigbes,
milivam uwma ampla gama de compostos fentlicos sintéticos 2 Pieldgicos

(Royv—frcand e Archibald, 19913,
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)

- . . o . . .
2 A{Cu* " rlacaze + fenol p < (Cu™) lacase + radical (1) + ZH?

2 (Cutylacase + 1720 + 2 HY y 2 (Cu<¥) ‘lacase + HaO
OH 0 0
— -— 3

Figura 9%, Esguemna do mecanismo de sgdo das lacases,

£ reagio, normalimsnte envolve um mecanismo de remogio de um

eletron & um prdaton doe fencl com a formagdo de um radical  mesomérica

Er owum ciclio catalitico mormal,. & Torma Térrica da enzima & oui-

[

dada por peroxido de hadrogenio para oxi-terril, estado conbecido como

Composte I. 0 composto 1 & entdc reduzido por duas tramsfer@nciss oon-
sepcutivas dg um elétron, para o Composto I (Figura 109, Ferdie ou
aminas aromaticas s¥o 0g tipices doadores de elétrons para  perodide-

z=es, transformando-se em radicais livres, 08 guais subseguentemente

derivam produtos estéveis. fAs perodidases sio senslivels a esxcessivas
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concentragies  de Hols, podendo, sob certas condi¢Bes, converier a Bn-

Tima em um composto menos ativo, denominado Composto 111 (Figura 113).

Lacases e Ferosidaszes oxidam compostos fendlicos. s produtos
resultantes da oxidaci3o polimerizam-se espontansamente fTormandoe  com-
pledas  insclivelsy podendo ser removidos por precipitagdo, filtragdo

ou centrifugasdo (Davise e Hurne, 19500,

By LIGHNIMA-PEROXIDASE OU LIGNINMNASZE

Em 19835 foil desceoberts simultaneamente por Hirk e Tien e Gold
g col., ums Phzima extracelulsr em culturas ligninolitices de F. chry-

sosporium. Esta ensima estaria relacionada & oxidas 3o de compostos mo-

i

noméricos e diméricos derivados da lignina e despolimerizasdo parcial

ra mesma em presenga de perdxido de hidrogénio.

e ligoinases, ums ¢lasss de lsosnzisss, s&0 hemp-proteinas de
peso moleculsr 4X2.000 Da & ponto isesletrico 2,58 (Tien e kirk 1584;

iold e col. L9845, gue reguerem Hols para sua atividade. Fossuem  um
13

potencial de oxidag3o supsrior as peroxidesss tlpilocas comd 4 pErowida-

m
i

de rabpanete (HRF}. Apresenteam uma ampla especificidads para uma sé-

Tl
H

rie  de compo

0

tos aromaticos, sendo capazes de oxidar fendi=s s guino-
PES, sugeErindo  um acoplamento oxidative, permitindo a polimesrizaczao
{(Cammarpta, 19%1). Na Figurs 12 esiad representada a guebra bipotetica

ga lignina por acdo de lignina-peroxidase.
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Composto I

l.ignina

Lignina gy .

é
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Figura 1d. Perowsidese: ciclo gataliitico normal (Kirk,
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COMPOSTG 111

Figura 11,

sz tipica (HREP)

i

(Falmer © ool

1987,

I9E7y.

FORMACAG DO CONPUSTO 111 CICLS RORMAL DA PEROXIDASE

interrelagio entre estados de reducdo de ums peroxids-—
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Figura 1Z2. Esguema hipotélico da agdo das ligninases sobre a

lignima (kirk, 1987).
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00 MANGANES-FEROXIDABE {(Mn-F)

Em 1584, Kuwahara e col. identificaram em culturas de F. chrysospo-
rium uma oubtra peroxidase ewtracelular, depmndante gde Mangan®s e  de
Ho{> para & sua atividade. Manganes—peroxidase & uma classe de izoen-
rimas com peso molecular de aprosismeadements 46,000 Da e ponto isoslé-
trico entre 4,2 e 4.9.contendo wm monl de ferro porfirinico I[X/mol  de
enzima {(Glenn e Bold., 1%985). & enzima oxida Mo 11 & Mn II1 conforame o
esauemna abalxo (Figura 13}, com subseguente oxidagio de uma grande va-

risdade de fendis o corantes,

ol T
PHT 4 0o + Fnet L MR e O
b L

Figura 1L3. M (11} e oxidada & Mn (111} por uma peroxidass dependente

e M.

Tanto Lignina—perodidsase como Mangangs-—perodidase, sHe importantes
na descoloragan do efluente Eratt. O papel destes duas enzimas no tra-

tamento de sfluentes fol discutido por Michel & ceol.,. (1991,

§

Dy BETA-GLICOEIDASE

F-U-gligosidase {(celebiase, HF-D-glicose glicohidrolase) catalisa a
hidralise de celgbiose 2 oligossacarideos soldvels a D-glicose,. porém
nEn degrada celulose. Bugere—se o envolvimento do &nion carboxilato na

atividade catalitica. A glicose & um potente inibidor da atividede de
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E-De-glicosidase. B-Droglicosidese possul ativadadse transtferazice (Wood,
1985%) . Ezsa proprigedade Lorna esta enzcima essencial no tratamento  de
gflusnies. nois  npermite qué O ERCRESD agucar disponivel no, &fluemﬁe
seia transferido Qara'a ligrnimne (Figurs 14 ), tornando este um subs-
trato adequads para o atague Tangico. Fol demonsirado por Fondo & col.
{198%), gue a degradacdo depende da atividede de transglicosilag8o de

glicosidases secrestadas pels melor parte dos fungos de descomposigdo

yranca.

=
CH,0 HO -
,7/0 HO OH > Ligning ?('CHJG HO
o %, HO
# o ' OH > Lipning
OH OCH; _ = o J .
OH - -
0__& 5 glicosidase
oHY 0{4_9
O
0
O
o
o
O

Figura 14, Reagldo de traeansglicosilagio.



L.13) RIORREATORESD

0 wsc de biorreatores ra dres de tratamentc de efluentes parece
sar uma opeao interessante na gualidede de tornar O processo mais efi-
ciente. A seguir é&fam descritos alguns dos modelos mals enpregados
para este fim.

Contactor RBioldoico Rotatdric (REBLO): Foi t&atadq com o fungoe P,
chrysosporium imobilizsdo por adsorgdo nos discos. os guais est¥o par-
cialmente submerscs no efTluente (Figura 13). Este processo permite =
redugdo eficisnte do conteudo de cloro ligade a moleculas orgénicaes e
da cor produzida pelas cloraligninas (Chang & col.. 1987 & Frouly,

1990, como ja comentado anteriormente.

Fig. 1% Esguems de Contector Hioldgico REotatdrio.

Lewandowski e col. (1990} testaram & degradagdo de Z-clorofenol

por P chrysosporium em duas configuragles de restores: Reestor de lei-

to recheado, com madelra balsa pars imobilizaglc do funge (Figura 16)



Fioura

i,
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TANQUE DE_
ALIMENTACAO
7
1 &
. ] FITRO
4 3 DE AR
bd &
BOMDBA

Esguemna de uwm reator de leite rechesado. (1Y tapogue de arma-

zenamentoy; {21 bomba; {37 filtro de ar; (4) fluxo de ar;

{5} tubo para passagem do ar; (&) difusor poroso de arg

(7Y leito recheado; (8) reator e (9) esmpacotamento {(Rels e

Sant Anna, 1%85).
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= um restor de mistura perfeits ("well-mixed”) gue utiliza esferas de
alginate para imobhilizagio. Oz dmiﬁuaiat@maa mmatraramwg@_@ficiamteﬁ &
aparentemente descreveram uma ginética mi&ha&iiama”

Outros experimentos com bilorreator, diilizeram Phlebia radiatae
imebilizads em um suporte plistico pars decréscimeo e A0x. O Dioreator
consistid em una gerrafa de vidro de 2 L de volume & fTol operado em
sistema semi-continuo. Durante o primgzro disa, & remopdo da cor ol de
I3 A, mals rapida gue a degradecdo de /0x {10 Wi, demonstrando aparsnp-—
temente cinélicas diferentes {Lankinen e gol. 1%91).

Haggblaom & Salkincis—-Salonen (1%%1), testaram um trateamentoc =se—
gusncial de um reator anaerdhio de leito fluizado 8 oum reator serdbio
de  Ieito fixg ({(Figurs 17 com bons resultedos na degradagdo de  com-

postos clorados de zlto 2 balxo peso molecular. O tratamenio combinado

5 XY, & BRI (H0-80 ¥1 e AKX {TO

§WS

\

AMOSTRA T

= UL
N 5 g~ AMOSTRAIN

2 3 N 7

Figura 17. Esguems de um: fratamenino secuencisl: reator anserobio de
iwito flulzadosreator asrdblo de leito fixo. 1. tangus de

2

alimemtagdo, 2. bomba de alimentacio.

o

3. bomba de reciglo

{(filtro anaerdbic! 4. bomba de reciclo, 3. tanque . & & 7.
pntrada e salda de ar. As amostras foram colocades nos pon
tos I teflusnte de entrada, 11 (apds tratamento anaertbioc)

@ 111 (apdhs tratamento aerdbio).
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foremogan de AUX (L0 Y fol maeis significetive no reaicr anasroblo
do  oue no aerdbic (20-320 X1, entretanto as texas de LDUOD e DRI foram

muito balwxas ok negaltivas no sistema anserablio. Esses resuliados suge-
rem gue & combinas¥o dos dois sistemas anaerobilo/aerdbio £ uma  via
atrativae g adeguada ho tratamento de a%luemteﬁn

A combinacdo de um mét@ﬂé fisace {ultrafiliragdo) com o tratamento
biclopice, foi ssiudado por Boman e col. (1991}, Frimgiramente o
sfluosnte Bl foi Tiltrado astravés da membrana g sucessivamente tratado

em  tre

il

zistenas bhioldgicoz, lagea asrads (Figura 18}, restor fungico
{Figura 17) & Tiltro anserdbic (Figura Z0}). & combinsgac dos tratamsn-
tos {fisico & bigldgicol demonstrou ser uma Giima alternativa & gue
e

reduziv o valorss de DED (72 %), DEO (F5 L e A0X (&8 W),

Em 1987, no 49 Simposio internacional de Folpag®o Guimica ds Madeirva,

s

em  Faris, Bk e Eriksson (4th Int. Svmp. Wood Folping Chem., Faris) j

haviam apressntado um frabalho com a combinazdo destes dois meéetodos

Ha
3
T}
%
1l
i
I
[l
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3
2
m
=
v
[
-
i
pet
il
i
I
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b

tunos e Eriksson at

7

A biodegrsdacdo de compostos org@nicos olorados de um eflusnte (O

03 su

—h

aptado & um Dioreesator de leilto Tluirzado

oL
i

e Er oem oum bhiofilme a
L]

tudado =ob condighes agrdbilalanagrdbila. Dois reatores combinados  em

o

serie Toram comparadns com um digestor ssrobico saimples (Faigura 213,
Em gEral o sistema ansaerdbio. redur s DED & oAlX. Com um teopo de
rezidencia de 18 horas em cads restor, a DO ¢ A0Y decresceram normal-
mente de 1532 W em cadea reator asrobrlo, snguanto gue  no anasrabio
houve somente o decrescims tipico & de 4-19 % (Fahmy & tol. 19911,

Hecentemente Tor publicedo por Cammarola & Dant Anna {1992}, o mo-

delo, tambem empregado es nossos estudos, do restor de leito recheado
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Figura 182, SHistems de lagoas aprabiazs, a) efluenite armazenads no ra
frigerador a 490, b} bomba de influenie. ) trés estégios,
gpauivalente as volume de uma lagoa asrdbis mantida a tempe

raturas ambiente (20-2200), d) asrecdc. &) unidade de sed:

mantaciso., T reciclispgem de sdlidos, V gcoleta do efluentse

o

o

{RPoman & ool. 1991

[

u

b
®

Figuwra 19. Feator fungal. al efluenie armazenado no refrigerador s
4590, by bomba de influente, o) fermentador “"airlift" d) ba-—
rho termostatizado a 37 B0, e) suplemento de ar, ) efluen-—
te, g3 bomba sincronizada para o sfluente com uma bomba pa-

ra o influente (Homan e col. 1991



Figura Z0.

7
~]

N -t }
i
b d LS i
® EAAAT GO— &
t
Y e
; — A
HIS

%
= 3

o e s e

[ =]

o
EE[
il

=]

o
4

Desenho esguemdtico mostrando um sistema de filtro anasrd-—

Big. &) efluenits armazenado no refrigerador & 4Y%C, b} bom—
ba de infiuente, o} sguecimenio termeostatizado, o) treocador
de calor, ) medida do sistema de redugio. ) banho termos-—
tatizado & 3090, g} filtro anaerdbic (0,5 L} com um sistema

de movimento lento & h) colets do sfluente.
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’ REATOR DE RECICLO
REATOR AEROBIO REATOR EM SERIE ANab D AEsoRTo
ADO ARAEROBIO-AEROBLO RGB
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e i
(< FEED Ny
rP® -
ar
rEY) AAR,
13
FEED
AR — -
> I FP ]
EFLUENTE EFLUEKTE b3 _9-1 EFLUBHTE

istems de resator de leito flulzade {(FEY) o FE-reator de

3

Fioura 21.

lgito fluizado de duss fases. AFH-asrdbico simp

Jeid
#

@5, MAehl-

r

primeiro estagio anasrdtbio FE no AAE, AdBd-ssoundo estagio
serdabic em FE no A/ AAKL-anserdbic FEH no &848R, ARRZ-aeréd—
bio FB no 48K, RF-Dombs de recirculacio paras fTluidirzagdo.
SRF-bombae gs recliroculagdo no resior (AAR)Y de reciclo anas-—
rabro-anaerdbio, FR-bomba de retorng, ST-tangue de gas (as-
rag¥o ou oxigenio liberado por Nel o As linhas finas indi-
cam circulagdo interna do FH, as linhas grossas indicam ©

sistema de Tluxo {alimentagio. efluente, sistema de recir-—

culagie) (Fahmy 2 copl. 1991).
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{"packed~bed bLioreactor”l. Us gois sistemas, a) biorrestor ode  leito
recheado com F. chryﬂm%pméium imobilizado & bl MyleR KBD foram compa-
radoe na descoloracdo do efluente Kraft El. |

Froblemasz como perda de Diomassa. altas concentragliss de oxigenio
2  tempo de residéncia ndo foram encontrados no sistems {al. O fato
dezte operar Ccom &y &0 inves de oxig®Enio & uma das grandes  vantagesns
observadas além do tempo de residéncia. Q bigrreator de leito recheado
pode operar,. sem perda de sficiéncia por um periodo de saprosximadamente
7 diaw,. (s resultadeos obtidos fToram 70 W de descolorasgdo, o4 W de re-
mocsEn de ferndis, D0 L de DOO e 7 %L do cloro orginico.

0 balango de substrato padrdo parsa um blorresator de lelito recheado

pode ser matematicamente tratado comos

I
1
i
i

|
]
e
3

Se 0 modelo de Monod 2 sssumido, btem—se QUe:
Foasl -1
. = I A T 4
Lot Yysa
‘- -1
9= = — -
Yuse
-
-1 o]
as =
# bet]
[eim]
oo g5 X
[dtlgrmem

Orider: gs & a velocidade especifice de consumt de subsitrato.

e a Tluxo de entracgs do eflusnte (m3 dia“l}
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2. OBRIETIVAS
{Je ohistivos propostos para a reslizescXo deste trabalbo foram:

~ Belecionar fungos xilofagos para bioremediac¥o de
efluentes Frafi, sem adigio de fontes de carbono ou nitroggnio,

durante o proceszag de tratamentoj

- Desenvolver estudos cinsticons da descoloragio, pH,. DOAQ, fendis

totais com a cepa selecionada na primeira etapaj;

~ Definir quais o principsis fatores envolwvidos no mecanismo de

descolorazio e destoricasdo do sfluenteg

~ Avaliagso de ums possivel correlagdc entre atividade enzimati-

ca v descoloragEo:

- fplicagic do sistems 2 um bigrrestor de leito recheasdo:
[
- Imobilizagdio do funge em diferentes suportes {(madeirs & nylon)
aplicgdos & wum biorreator de leito recheado. Avaliscio da sfi-

cigncia em ambos o sistemnas.



4%

S EXPERIPMENTAL

.1 EQUIPAMERNTOD

Afutcclave vertical AY 75 Fhoenix

Hioreator de Leito Recheado

Fapectrofotdmetro UMAVisivel Intralab mod. DME-100
Eepecirpgfotdmetro Micronal mod. B-382
Eapectrogfotémetro W/ Visivel Beckmann DU-T70

Eetufa de cultivo Fabbe mod. 116

Fluso laminar Veco mod. VLFE 12

Incubador rotatdrio série 25 hNew Brunswick Scientific

Sistema cromatografico LER 2157

-

L2 HEABENTES

Todos oz reagentes wtilizadeos foram de graw sanalitico, sendo gue

¥

alguns deles, considerados mais popeclficoos sEo listados a segulr.
Albuming bovima. Sigma

Alcocl wveratrilico. Aldrich

Copomassie Brilliant Blue G-250. Fluka AG

DEAE Sephadex 6-20. Pharmacia

Nylon. 3M Scotch BritelR
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Cavacos de madeira de Bucalyptus grandis: U conteudo de  ligninea
(24,8 %)Y, celulose (44,3 %1, hemiceluloses (2,6 %) e extrativos

(3.8 %) fol determinadn por Heeza s oool., {19913

o

L3 MICRORGANISMORD
Foram utiliradas 81 cepas de fungos xildfagos, listados a seguirs

1. Xvylaria sp. CN-Z207 {Ascomycete)

Fa

. Basidiomvcete n¥o ildentificedo UELD-Z001

Ld

. Doriclus sp.UEC-2002

4. Pleurotus ostreatus UEC-Z003

5. Cordiopeis rigida UEC-2004

&. Lorticiacese UEC-Z20035

7. Fhanerochaste chryvsosporium BEM-F-17467
£. Trametes sp.UEC-Z006

%. QCordiopsis rigida UED-S047

10, Trametes rigida UEC-2008

11. Coriolellus sepium UED-2009

1z, Cgrdistiﬁ rigida UEC-Z010

1%, HBasidiomvcoelte ndio identificado UEC-2011
14. Xylaria sp.lUEC-1002 (Aacémyaete}

1%. Fycnoporus sanguineus UED-Z012

14. Phaeccoriolellus trabeus UEC-2013

153. Phanerochaete chrysosporium 446-ME



1&6. Xylarie sp.ICHN~15%5 {(OSscomvoetes)

17. Pyonoporus sanguineus URD-2Z015

18. Cyathus pallidus UED-U014

19. Cyathus striatus UEC-2017

20, Lentinus edodes UERC~-201Y9

21, Eyathus stercoreus UEC-Z2020

Z32. Lentinus edodes LEC-Z2021

25, FPolyporus sp..UEC-2022

24. Phaevocoriolellus trabeus UEC-ZOZT

25, Chrysonilia sitophila TFE 27441 (Ascomvoete)

Z4H. Stereum sp.UEC-2024

» Folyporaceae UECwﬁﬂiﬁ

28. HBazidiowmyrete ndo identificado UEC-Z02&

79, FPolyporaceas UBEC-20Z27

Z0, Fibroporia gossypia UEC-Z20O27

Z1i. Pyonoporus sanguineus URC-Z2028

32, Folyporaceae URD-2029%

. Fanus aida UEC-Z2030

T4, Rigidoporus lineatus UEC—7034

5. Pleurotus florida UEC-ZO0ZEZ

ZéH. Pleurotus sajor-cadu UEL-Z053
+

27, Hehenbuehlia grisea UEC-20354

ZH. Phaepocoriclellus trabeué HEEC-2035

29, Trametes sp.UEC-2034

40, Basidiomycete ndo identificado UEC-243E7

41. Polyporaceas UEC-203B
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42, Panus crimitus.ugﬁwzﬁz@

43. Ganodermataceae UEL-2040

44, Cyathus striasatus UEC-Z2041%

45, Basidiomvocete nio identificado UED-2042
44, Stereum sanguinolentum UEC-20435

47, Trametes villosus UEC-2044

48, Phaegcoriolellus trabeus UEC-Z0435

4%, Fanus rudis UEC-2046

50, Corioclus versicolor UED-E2047

51, Bazidiomycets ndg identificadeo UBEC-2048

Z.4 MEIO DE CULTURA B INOCUHG:

fe  cepas foram mantidses em tubes contendo agaer extrato de malte

igio especificada no apéndice I3 & 5 0. 0 meic agar

e

1,29 ¥ {compo

i

evtrato de malite & amplamente utilizado. especialmente para  Tunoos
hasidiomicetos xildfagos (Selifert, 19590},
Os fumgmg foram cultivadoes emn placas, contendo o melo agar extra—

te e malte 1.25% 4 {aprosimadamente 20 mb de meiosplacal no pH  do

]

meEic {(5,0), durante D diaz & 25 UC, na auséencis de luz. Apds  este

!

perioda os fungos foram repicados para o melo liguideo (25 mh). e
trato de malte .28 % em Erlenmevers de 12% ml, 2 cultivadoz por 8O
gigs a % 90, a pH indcial 2.0, sob agitag®o a 180 rpm para a forma-

cHo de "pellets", na ausBpria de luz.
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U repigue do pre-~inoculo {(meic s0lido) peara o inocculo (meio 1i-
guidal foi realizado com um pegueng tubo de vidro de 0,0 mm de did-
metre, O micelip fol recortedo na rons de crescimento, em clroulos,
Utilizemos em média B cilrculos para cads 25 ol de melc.

s Ypellets"” ou & massa micellial formads durante o perlodo de in-
cubago, fei filtrads para & separag&co do liguido, pessda & inooculae
da no efluente Kraft sem fonte adiciocnal de carbono ou nitrogénio,
em  Erlenmeyers de 125 nL com 20 ml de efluente e mantidos a 28 PC,
sob agitagdo & 150 rpm, na austncia de luz durante o dias. O pH ima-~

ial foi sjustado para 3.

F.5 METODO DE SELEQHC

A selegdEc  consistiv em tester varios fungos em condigles pa-
gdrfies, citadaes no item 2.4, na descolorag8do do sfluente Kraft B1, Os

fungos foram cultivados em meit =64lido agar extrato de malte 1,25 4.

fiphs 5 dias foram repicadeos para o meio liguido extrate de malte

128 % e Tinalmente fmrgm inoculados no efluente El, sem fonte extra
. ,

de  carbonc e/ou nitrogénio, pH inicial 5,0, temperatura de 2% 9C e

snb agitagdo & 150 rpm. 'No final de wn periodo de 120 hores, o pH do

efluente fratade foli ajustado para 7,6 (com NalH au MH2BOg) e fil—

trado em membrana millipore 0,47 um para detersinagdo da absorgd3o a

443 nm. Fol entac definida a porcentsgem de descoloragdo em relagio

ao efluente nio tratado. & eficiéncia foli calculada com base na por-

centagem de descoloragdo divididse pela massa micelial seca (mg) deo
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Tungo em gusstio.

Eed BEFLUENTE:

Milizampds para sste estudo dois tipos de efluentes,. provenientes
de  duas empresas Dapeleiras (RIGUESS S.A Fapel e Oeluloze, 8. 0., &
RIFAEA  S.h. Celulose e Fapesl, Limeira, E.F.0 respectivamente. dmbas
empresas Witilizam o processo kraft de poloegdo. As respectivas  se-
gu#fnciaz de estagicgs de brangueamento de polps Krafi sio CDED e
CEOHH. Mo primeivo casc trabalhou-se unicaments com o primeliro esta-
gio de extragdo alcalina (E1}, oM original entre 8 & 13 & no segundo
tada

foram © além do estagic EL (1049 XY pH esntre 9 & 13, combina-

il
]
i

P et 5

gles de 1 + El a difgrentes proporoiegssa) O {30 XY + B {70 %), pH

F.0 e b)Y 1 (44,7 Xy + EL {85,353 Wle pH S,u0.

oo

O pH foi ajustadeo para 5.0 com HoB0a. Apds ajusise do pH o efluen—
te Bl RIGUEES 4ol diluico aproximagamsnie 100 vezes e filtraco com
membrana millipore 0,47 um para dar uma leitura inicial de ab=orbin-

o o,

cia entre 2,335 8 0,40, Os sfiluesnitss £l e ELl + Ol da RIFADS  foram

'

aiustados, guando necessEaric,. para pH 5,0 & utilizados diretamente,

S necessidade de diluilr ou filtrar. Az absorbdncias variaram de
O.44  para 21, U600 para ) e 0,58 para El. Em neEnhum dos casos, o

efluente Tol ssterilizado,
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2.7 INDUCRD ENZIMATICA
= fungos selecionados foram cultivados em  agar-—extrato de mal-
te, utilizando-se efluente ELI (100 %) ac invés de dpus destilada co-
mo melo de diluigdo, A= gondigles de cultivo foram as mesmas clitadas
o item 5.4,

Z.8 METADOE ANALITICOS

Ay DETERMINAGAED DA COR

A cor foi avaliada de atordo com o metodo padrac COFFA conforae
descrito por Livernoche = col. (19833, O pH do efluente, apds  ser
deteminado, Tol sjustado para 7.4 com NalOH 1M oo HCL 1IN, Apds o
aivete do pH o sfluente foi filtrado em membrana millipore 0.4
para  remover oe s50lidos em suspensdo. Fol determinads & absorbincia
a 463 nao do liguido filtrado contra Sgus destilads.

As densidades otices podem ser transformadas em unidades de  cor

(DU de acordo oo 2 eguagdo s

500 A

o

Hy

Unde: Ay 2 & absorbincia de uma sclugdo padrico de platina-cobalto

ge 500 CU (Ages = 0,132).

I
3

& a absorb@#ncia do eflusnie.
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B} DETERMINALAD DE FEROIS TOTAIS

A determinagiio de fenois totais fol estimads colorimetricamen—
te segundo o método padrido AFHA (1989 de Folin~Ciocaltew.

O principic do método & 3 resgdo entre o reagente Folin-UCiocal-
tew, uma mistura dos heteropellacides fosfompllibidico e fosfotungs-
tico e fendis, com subseguente oxidag¥o dos fendis g formagfo de um
complexo  azul de molibdénio e tumgsténio, & uma taxs proporcional &
concentragdo de fendis. A mistura de reassdo continha 4.0 b de amos-
tra, 1.0 ol de cerbonato de sédic & 0.1 ol de folim. 4 leitura foi
feita apons 30 minutos,. & temperastura ambiente. FPare o branco utili-
ZOUCEE aQUus ao inves da ampstra.

A formagdo do complenc foi smonitorada pela leitars da absorban-
cia oa 740 nm.,

Foi utilirzado fencol como padrio e os resultados edpressocs emn mgll
e fenol {a curva de calibragio s calouloz respectivos utilizados

para determinar fendis totasis encontram—se no apgndice 1.

[

T DETERMINAGCED DBAS DRDEMAMDAS GQUIMICA (BEOY F BILOUIMICA DE OXIGE

NIQ (naG

& DO foi determinada pelo método padrio APHA {(1975) do dicro-
mato de potéssic. O metodo tem por bese & oxidasdo da matéria orgsd-
nica por uma mistura em ebuliglo de Acido crémico e Acido sulforico

{dicromate de potéassic em meic acidol. O excesso de dicromato & ti-
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tulado com sulfato ferroso anoniecal , usandeo-se como andicador o
compiexo ferreoso de orto-fenanitroline {ferroinal.

£ uiilizagdo de sulfato de m@ra&rim; mepmraimmalmemt% & Con-
cantragio de cloreto na amestra minimiza o= erroes causados por este
interferente. Os resultados s3o expressos emn ool de oxigénio.

& determinacic  da DED também fol realirzads segundoe o méitodo
padrZc  AFHA (1973, Um volume determinado de amostra {volume total
do frasco, sem formagdo de bolbhas) foi colocado em frascos de 00 ml
Sem media, pois a capastcidade volumetrice exata, sstave prée—Tissdsa em

e ge gillui-

318

b3

cads Trasco) com tamps esmerilhade e completado com
g¥o, rica esm nuirientes inorgdnicos. Os frescos foram fechsdos g ose-
lados, a fTim de svitar za entrads de ar, @ incubados a 20 B0, durante
% dias, na susgncia de luz, O oxigénic dissolvido foi  detersinaedo
antes e apdbs o pericde de incubagfo por titulagdo no praprio frasco

dge DEO com 2 omi. de Mn8ls e Z ool de (MalH + Nal + Nalz). Os resultsa-

dos s30 e:Xpresscs 8n mEsl de oxigenio.

DY DETERMINAGHO DAS ATIVIDODES SNIIMATICAS

1. FENOLOXIDASES (LaCABE B FEROXIDARED.

FFara atividade fenclioxidase foram uiilizadas duss metodolo—
gias: &) Método modificado de Ander & Eriksson, (1974): sste método
baselia-se na oxidago do substrato enzimatico siringaldazine até sua

forma guinona, que apresenta uma absorgEo a BZ2S o mm {E= 0 £5.000
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Melem~iy, 8 determinaclo da atividade de lacese, foi feita adicio-
nando-se a 0,3 ml de caldo filtrado, 0,44 sl de témg%m tartarato a
pH 4,2, 25 ul. de siringaldazine {(=solug@o estogue o mg/slld ml de eta—
nol}l elevou-se o vgluée final a 1,% ml com sgus destilada. Fara a
determinagio dae atividade peroxidese utilizou-se o sesmo procedimen-
to, porém ao invés de dgus adicionou-se 0,0 ph de Holo (G015 M,
concentragio final).

Bl Metodo de Szklarz {(158%): A atividade lacasg foi determina-
da espectrofotometricamente, pela odidagio de o—dianisiding a 440 nm
(E= 29,400 # 1 em™ 1y, A mistura de reacdo conttinha em um volume fi-
ral de L omb, 600 ul de caldo fTiltrado, 200 ul de tampdo citrato-fos-
fato B0 mM, pH %,0, 100 uL de o-dianisidina 1.0 mi & 100 ul de &gua

destilada. Para detersinacip da stividade peroxidapse uwtilizou-ss o©

meEsms procedimentc,. porém a agua fTol substituida por Holln 1,0 mh
Uma wunidade de atividade de lacase ou perowidase corresponde a
quantidade de enzima nECeESsaria para oxidsr 1 umol de substrato por

minuto.

2) LIGNINASE (Li-Pj

A atividade ligninase foi determinada pela oxidagdo do al-
cool veratriliceo & aldeido veratrilico segundo metodologis de Tien e
Firk {(1984). Foram adicionados 350 ub de caldo de cultiveo filtrado e
L00  ul de Holz 2,0 mM & 280 ul de uma solugdo de &lvopl veratrilico
82,0 mM, em tamplc tartarato de sodico 0,4 M (pH 2,0),. O aparecimento

do  aldelide veratrilico foi determinade lendo~se a absorbdncia a 310
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mm (E= 9,300 M1 crmli. Ume unidade de ligningse correspor & & QUan-—
tidade de enzima gue oxidae 1,90 umol de adlcocl veratriiico vor minoe
O

33 MANGANES-FEROKIDAZE (Mn—F}

A ‘atividade Mn—F foli determinada segundo metodologia modi-
ficada de Fuwahara e col. {(1984). A 0,3 mb de aaida ge culitivo fil-
trado foi a&icianado .1 mh {concentragio final 0,01 %) de uma solu~
8o estogue de vermelho de feneol (0,1 %), G.1 mbh de lactato de sédio
{concentragio final de 23 aM) (solugic estogue 220 mP), 0.2 ml  de
slbumineg bovina {concentracdeo Tinal .1 %) (splucko estogue 0,5 Ui,
50 uM de sulfato de mangangs {concentragdioc Tinal 100 uM) {solugio
estoque « oMl & 20 ul de Hoilo {(solugdo estogus ZeM) a 100 M de con-
centragdo Tinal em 1 mi. de itampdo succinaio de sodic pH 4.5 Z0 mM., A
mistura de reacXeo foil incubada por 5 minutos & 30 “0 ¢ & reagic foi
integraompida pela adigio de 40 ul de NalH 2 N. 4 absorgge foil medida
a &1¢ nm,. Uma unidade de Mn-FP  foi definida como a guantidade de en-—
zima  guEs oxida 1.0 umel de vermelho de fenel por litro por minuio,

i

veando um coeficiente de extingio de 4.440 p i ocm” <+, determinado por

Michel & col. (1991:.
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4) BETA~GLICOBIDASE

# atividade beta-glicosidase Tol determinads sequndo meto-
dologia de Tan e col. (15873. 0O p-nitrofenil-beta-D-glicosiden
(pMPE)  for wiilizedo como substreato. A& mistura de resgdoc continha
G4 mh de caldo filtrado & 0,4 ol de uma solugic de O, W {(p/v} de
piFGE em tampdc acetato de sodic 50 sM (pH 4.8, & incub o&o foi oa GO
of, durante 30 mingtos. ApSz a incubsgdo, a reaglo fol interrompida
pela adigdc de 1,0 mb de uma solugdo 10 % {(p/v] de bicarbonsto  de
sadic. O p-nitroftenil libersdo Tol medido por absorbdncis a 410 nm.
Uma  unidade d8 atividade beta-glicosidase corresponde 2 guantidade

ge gnzima gue libsra 1 umel de pe-nitrofencl por minuwto por ol usasn-—

do um coeficiente de exting4p de 18,5 M~i cal,

%) DESCOLORALGARO DE "REMAZIOL BRILLIANT ELUEY FARA DETERMINADHAD
DE FEROXIDABER.

"

# m&tudmipgia sequids Toi a de Uimer e col. (1984). Este

1

metodo  haseia—se na degradegdo do corante Remazol brilliant blue
{REBE-RY com concomitante perda de cor. 6 100 ul de ume soluglo de
R 2.0 %, adiciona-se 10 ol de cultura. Apds i“hmra a temperaturs
ambiente, & culitura foi filtrada e 100 wi do filtrado foram diluldos
comm Agua destilads para 1,0 ml. Em seguida foram medidas as  absor~

bancias a2 585 e 300 nm. O resultado fol expresso segundo &  formula

definida a seguir:



Far®o de absorbdncia = ABRR BEL/R00 (brancol - ABS S85/000 (amostra)

A razBo de absorbidncia do bramco foi obtidse witilizando-se

meio de cultivo ndo inoculado.

EY DETERMINACHED DE ACUCARES REDUTORES

METRRO DO DNS (Miller, 195%9). Fara & detsrminagdo de agucares
redutores Toram adicionados a 2 ml do reagente dcido 3, 5-dinitrosa-
licilico (DNSY 1.5 mb de ampstra. & mistura fol incubada num banho
téErmice  a 100 PC opor B minuteos. Resfripu-se a amostra até atingir a
temperatura ambilente e a absorbincia medida a 5350 nm fol  comparada
com uma curva padrao de glicose.

3 resgente DNS fol preparaedoe dissolvendo-se em 1,4 L ds

fgua B seguintes compostos:

Prido S.5-dinitrossliciiico 1G,.8 g
e 1.8 g
¢ FMaCaH Ok 00,0 g
Fernal FaE omi
Bissulfito de soédin O.3 g

Fi BETERMINAGAMD DE PROTEINA SOLUVEL

0 teor de proteina solivel no caldo de Cuitiym ou no efluente
tratado biclogicamente fol detsrminedo pelo método Bradford (197&%.
fAdicionou—se 5,0 ml de reagente Arul de Coomassie brilhbante B-25%0 a
1,0 mbL de caldo. # absorbincia da migstura fol sedidas a 595 nm. A

concentragioc de proteina fTpi determinada com uma curva de calibragio
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com albumina bovina.

0 reagente ngl de Cmmmaa&i@ brilhante foi preparado disspl-
vendo 100 mg do reagentes em 50 ol de etancl 9% 4. Foram sdiclonados
100 ml. de Adcideo fosforico BS % /v & & solueio resultante Toi dilui~

da para 1 L.

Gy DETERMINMACAD DA MASBA MOLECULAR FPOR PERMEASERSO EM GEL (GFC)

A uma colunas de Sephadexr G-50 (535 x 1,9 oml, preenchida até uma
altura média de 23 om. adicionpu-—=e 0,3 mb de amostre {(efluente tra-
tado & sem tratamento). O eluente vuitilizade foi LiCI O;1 M 2 Nald
.1 M. oa um fluxo deg 2,17 slimin. A& fTiltragiio em gel separa as mo-
léculas por temanho,. As moléculas peguesnas difundem g do retidas no
gel mais fTacilmente do gue as malares, logo estas (spleculas de

maior tamanhod ficam nos sspagos entre as esferas do gel & 2 eluem

p:imairm do que as de menor tamanho.

1}

H)} BETERMINADAG DA ADSORCHEO DY MICELTO MO BEFLUENTE

Fara determinar a capacidede de adsorgdoc do fungo & necessario
testar 0 micelio inativo (mortol}. Durante wum perlodo de 5 dias  de—
terminamos  a porcentagem de descolorag¥®o causada pelo fungo  oorio.
Ny final do processo definimos quanto de descolorago era devida =

adsoredo. FPara obteng3o do micélio inativo utilizou-se o seguinte
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orocedimento: anGes o operiodo de crecscimento em meio de cwltivo  Li-
ido. A massa micelial obbtida no perlodo de B dias. & 'twmp@faiu~a
e Z5% 90, smob agitacio (150 rom) em meio contencdo extreto de malte
1,23 4 Toi filtreda para sepsrar o micellio do liguido. Em seguids

lavou-se com agua desitilada. pesou-se e auvtoclavou-se por S0 minutos

& 170 CC, segundo métode de Durdrn e col. {(19%1).

Ty TESTE b TOXICIDADE

{0 teste de toxicidade agudsa fol realizado com a bacteris
Spirillum volutans. U setodo comsistiuv en testar a mobilidade & s=o0-
brevivenola desta bactéris em diferentes diluigbes da amostra de
efluents com diferentes tempos 2. 15 & 20 minuvtos. O procedisento

zepguido fol o de Goatocher @ ool (198871,
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JY CARACTERIETION DS DO anTEDS B Al TRAaTOMENTE BIGLOGTICO

e

Fara determinaciio da naturers de cor antes @ apds a descolora-

Galr, sequil-se o método de FMomohara e col. {(198%). Para 2 sl de ElL

"

{absorbdEncia inicial a 465 nmode 0,74, a pH 7.6), 85 mg de ditionito
de sddio foram adiciocnados, o pH utilirzedeo foi de 5.5, Apds 24 horas

s para 7.4 2 a2 amostra Tol centrifugada a 2w S

i
i

Juls

2

o pH fol
rom, por B ominvtos. Em oseouida leu—se a absorgdo do sobrenadante a
440 mm {cor referente a porg®o guinonal. FPara 2 mb de El (absorban-
cia  inicial a 462 rm de 0,74, a pH 7.4 faram adicionados 100 mg de
horohidreto de sddic e o pH foi elevado a 10,5, dApds 24 horas, o pH
foi  aiustado para 7.%., a amostra Tol centrifugads & 12.000 rpm, por
% minutocs. 6 absorgldo do sohrenadante foi medids e% 403 nun {cor re—

ferentes a poreac total de guinonae & carbonilal.

2.7 BIORREATOR

13 DESENHO DO BIOGRREATOR

i

O reator wutilizaedo neste ssfudo fol um tipo modificado de
ieitto recheado, Ccom wume capacldade volumétrics de 230 mb. A m@dif;—
cacio consistiu na introduglo de um tube internc de 3,46 om de digos-
tro e 12,5 om de alituras suspenso dentrog de um tubo externc de vidro
com & cm de didmetro interno 2 17,0 om de altura (Figura Z2). Esta

modificago foui baseada em dados experimentais realirzadoz pelo gru-

po  de pesquisa do professor Lippel Sant' fAnna da Universidaede Fede-
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Vi

TUBO INTERNQ
RECHEIO DE ESPOKJAS

CAMISA DE
AQUECIMENTO

PLACA PORGSA

VISTA SUPERIOR DO INTERIOR
DC REATOR

23, Bioreeator de leito recheads {modelo sodificado) uti-
lizado emn cultiveo estaciondric comn L. edodes imobili-

Figuras 22

cado.
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ral  do FHio de Janeiro e testado por Cammasrota e Bant'hAnne, (1991,
1992 . A nove configuragdo permite uma melhor circulasde do liguido
e do oxigénio, niio havendo & formacdo de bholihas de ar e favorecendo

o contato com o micdlio.

2y CONDRIQOBES DE UsO

0 biliorrestor fol esterilizadoe por 30 minutos a 120 °C antes
ge =ua utilizagdo. As borrachas witilizadas para canalizagdo do ar de
entrads e salds e do meio de descoloragiio foram lavaedas com &dlcool .

MEo  Tfoi empregade & jaguets de aguecimentoc do reator.  para
manter a temperatura, polsz os testes foram reallizados a tegperatura
ambiente, gue esteve em torno de 28 “C. A asragdo fol realizade pelin
fundo do reator atraves de wuma placas de vidro porosa. O fluso de ar,
nroveniente dg um compressor gEral Que suppre o encanamento do labo-
ratdrio. ol controlado por ums valwvwls. 0 85 passayvd por ums solua—
gHEo saturadsa de perpanganato de potéssio para senter a esterilidade
e era injetado no resator com uma vaz&m] de  aproyimadamente Q.43
L/smin.

O intculo assim como o gfluente foram introduzidos na parte
superior do reator, por um funil de vidro previamente esterilizadoe
praximoe & chama de um bico de Bunsen,. para evitar a contaminagdioc com

eventuals microrganismos presenites ng ar.
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5y BURFORTELS PakRe IMORILIZGRAGS DO FUNGRD

’ d 3 o = f " : i : '
A Mylon, Cuboes de nyvion {(2M Sootoh Brite MHEY de aorarimada

mente 1.0 @ 0,5 om.

By Cavacoz de madeira de BEucalypius grandis,

41 CARREGAMENTD E INOCUHL.ACHROD DO HEATOR

Ouando nyion Toir utilizade como suporte para imobilizagio, a

massa de esponjia (2,6 gl foi introduside no reator. no espago inter-

Suibhos de vidro 2 esterilizads iuntsmentes com o rea-—

i

ey entres o Odol

tor.  fApos o resfriamento & sparelhagem Tol montads & o0 bhaiorrestor

foi  inoculado com 200 sl de meio extrato de malie. 0 fungn cresced
durante - diss imobilizado no nylon, guando entdo o meiloc Toi o inte-
gralmente retirado s 250 al do efluente s ser tratado ol introduo-
zido pela porgido supsricr do biorreator, retivando-—se a cada D24 hoe

ras  duss apnsiras de D ool aprovimadamente para determinagio do b,

da cor, de fendlisz tetals & demanda ogulmice deg 0xig8nio.

Fara a imobilizagdEo do fungo na madeirs o procedimsnto foi
diferente. £&m um frasco de aprodisedamente 200 mi., contendo melo
agar-exiratn de malte 1,25 ¥ foram colocados os cavacos de E. gran—
dig, previamenie umedecidos com Agua destilads e esterilizadeos, ¢ 1F

girculos de micelio. Apos 20 dias de crescimento micelial, os cava-
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cos  imobililizados com o fungo foram transferidos para o biorrestor,
assepticamente, e &m seguids 250 sl de efluente foram colocados el a
paredEe superior de biorreator. A cade 24 horas foram retivadas duas
ampstras de 5 gl aprodimadamente para determinagéo do pH, cor g fe-
nolis totais.

U pH anicial do efluente Toi ssdstado em 5,0 com Habls. Fara
evitar @ formscdo de espums colocamos uma gots de silicons  atravées

de um capilar no interior do biorreator.

m
o]
]
)

Ry CALCIH.O DE EFICIENCIA PARA COR, FENOIS
0 ealoulo de eficigncia dos pardmetros determinasdos para | o

picreator & descoritco abaixo como:d

wvalor da corrente - wvalor de corrvente

i 5 s

bode entrada de saida
Eficigncia =

valor da corrente de entrads



4, RESULTADDE E DISCUSHRO:

4.1 SELECRD DE FUNGDES LIGNINOLITICOL

KRAFT .

Foi realizada uwma selecdo entrs

descoloragao de efluente Fraftt,
trogénioc (Tabelas I & I@).

Fhanerochaete chrysosporium

pertencentes as classes Basid

O efluente utili na

fd

mente. ELxlulp

19 etapa de extraglo aslcalina {E1}

I = Tx TR

i

postos de elevads

I8
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wh
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{Huvnh
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Tabela 1. Selegdo de fungos liominollticos para descolnrasgan
efluente: atividade grnziméatica em caldo (120 n») &

descoloragaio (120 hy.

Cepas Legend Lac Perox. Li-P%Descol
Xytasia sp. iICN-207 (Ascomycete} 1 32.00 0.00 B.5 0.0
Basidiormiycats unknown UEC-2001 2 2.00 .00 0.0 1.0
Coriplus sp. UEC-2002 3 8.10 o060 370 2.0
Pleurotus ostreatus UEC-2003 4 6.00 2.50 0.0 3.0
Cordiopsis rigida UEC-2004 5 B.20 3.00 30 3.0
Corticiacsas UEC-2005 -] 3.30 G.00 0.0 10.0
P chrysosporium BKM-F-1787F 7 Q.00 .00 43.0 51.0
Trametes sp, UEC-2008 8 2.30 ¢.00 1.0 300
Cordiopsis rigida UEC-2007 ] 3.0 .00 0.0 0.0
Trumetes rigids UEC-2008 10 420 .50 0.0 250
Corivlellus sepium UJEC-2008 11 3.0C 1.00 8.0 4£1.0
Cordiopsis rigida UEC-2010 12 o.00 0.00 6.0 280
Rasidiomycate unknow UEC-2011 13 2.00 3.00 0.0 45.0
Xylaria sp. UEC-1002 {Ascomycete) 14 G080 1.20 8.0 45.0
Pycnoporus sanguineus UEC-2012 15 8.00 0.06 23.0 48.0
Phasacorioiellus trabeus UEC-2013 16 0.00 0.00 18.0 18.0
P. chrysosporium 446-ME 17 0.02 2.00 50.0 50.0
Xylarig sp, ICN-15% (Ascomycete) 18 {.80 1.20 8.0 50.0
Pyenoporus sanguineus UEC-2015 18 3.00 2.00 15.2 50.0 -
Cyathus pallidus UEC-2016 20 0.40 1.60 6.0 34.0
Cyathus striatus UEC-2017 21 0.70 0.50 0.0 30.0
Lentinus edades UEC-2019 , 22 0.00 o000 127 73.0
Cyathus stercoreus UEC-2020 23 0.50 0.88 7.0 15.0
Lentinus edodas VEC-2021 24 Q.13 .05 16.0 42.0
Polyperus sp. JEC.-2022 28 23.70 6.00 150 25.0
Phasacoriclelius trabeus UEC-2023 26 .00 0.00 2730 24.0
C. sitophila TFB 27441 {Ascomycate) 27 C.00 .00 130 41.0
l e
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CEPAS DE FUNGOS

Figura 23. Medida da eficigncia para um pericdo de 120 h {cepas

¥

refentes a Tabela 1)



Cepés. tegend bLac, Perox. Li-P
Stereurn sp. UEC-2024 1 7.0 1.0 420
Polyporscens UEC-2025 2 13.0 50 17.0
Basidiornycete unknown UEC-2026 3 20.0 .o 11.0
Polyporacess UEC-2027 4 6.4 0.0 0.0
Fibropors gossypie JEC-2027 & .0 e Xs] 13.0
Pycnoporus senguineus UEC-2028 3 7.2 2.0 [2X3]
Polyporacese UEC-2029 7 1.0 00 0.0
Fanus aids UEC-2030 g 50 20 450
Rigidoporus hnagtus UEC-2031 2 33.0 2.0 o2
Fleurotus Fiorids UEC-2032 10 4.0 8.0 0.8
Pieurotus ssjor-cajy WEC-2033 11 7.0 2.0 Z6.0
Mohenbuehila grises UEC-2034 12 12.0 0.0 35.0
FPhaesoconolelius trabaus UEC-2035 13 0.0 0.0 26.0
Trametes sp. UEC-2036 14 0.6 0.¢ 0.0
Basidiomycete unknown UEC-2037 18 48.0 0.0 ac.o
Polyporacese UEC-2038 16 48.0 G.0 1.0
Panus crinitus UEC-2038 17 4.0 0.0 30.0
Ganodsrmstacess UEC-2040 18 0.3 0.0 Q.0
Cysthus stristus UEC-2041 B 1 3.0 1.0 0.0
Basidiomycete unknown UEC-2042 20 5.0 G4 a0
Stereurn senguinolentuny UEC-2043 21 8.0 20 34.0
Trametes villosus UEC-2044 22 4.0 1.0 10.0
Fhasacorivlellys trebeus UEC-2045 23 0.0 [+ %] 20.0
Penus rudis UEC-2048 24 4.0 20 47.0
Coriclius versivolor VEC-2047 25 10.0 2.0 40.0
Basidiermnycste unknown UEC-2048 26 3.0 0.0 5.0

O

IR I rrrf/

AT T AT

" JESCOLDRAGAO/MARSA NICELIAL SECA (mg)

T 2 3 4 5 6 78 % 10001121314 15161718 12021 22232428 26

CEPAS DE FUNGOS

Figura 24 #Medida da eficiéncia para um perlodo de 120 h (cepas

retentes & Tabesls 11}



4.7 ATIVIDADE ENZIMAaTICS

fAntes da inoculagiEo no efluente, Toram determinadas as %iividade& Fie
caldo de cultive (120 horas) de lacase, perodidase e ligrninase (Li-F}
com  a fTinalidaede de estudsr a infTlugncis de algumas destas enzimas no
processs de descoloragio. Mio foram obtidas correlagfies muato claras
com estes primeiros resultadesz. polse nem sempre uma alta atividade en-
zimédtica correspondis a uma descoloragdo eficiente {(Tabelas I 8 11,
Figuras 23 g 24). Resuliado bem evidenciadso no caso de Phaeocoriolel-
lus trabeus UEC-Z023, gue apesar de apregsentar 273 UL de Li-F, a re-
dugio foi de apenas 24 ¥ ac finel de um perlocdo de 1320 horasz. Faras
coanprovar © & atividade ligninclliticas dests cepa. foi  determinads &
atividade com "Remazol Brilliant Blue'. & razdo de absorb@ncis obitida
foi de 2.4. A descoloraglo de coranites parsce S8C W DFOCEessl metabkid-
lico secunddric bem como a satividade ligrinclitics (GBlenn e Gold,
1983y,

1+

Com relagao a Tenoloxidases podemo

il

citar & ceps WEC-ZOETY hasidio-
miceto n3e identificado. com 48 UL de lacase e 20 UL e Li-F. apre-—
sentando ac Tinal do periocgo de 120 bhoras wm aumento na cor do efloen—
te tratado (Figura 74).

Fuitas das cepas testadas incrementaram a cor inicial do eflusnte
(Figura 24). SBegundo Larrea e col.{198%), o mecanismo de obiengdo de
cor poderia ser um indicieo de oxidagdo de catecol a estrubturas guinoi-
didicas, a% gquais =80 altamente coloridas, devido principslimente &
conjugagdo de duplas ligaglies. & possibilidade de aue haja  formagfo
de  grupos  cromdforos por microrganismos curante o tratamento  de

efluentes foi discutida por varios autores {(Davis e cepl. 19783 Bane—



zarceyk, 1972). 0 aumento da cor poderia estar relacionado com a ati-
vidade de lacases, gue oxidam fendis a gquinonas (L&nkinén &  Cola.
719?1), Slém do mais, deve-sg considerar o fato de gue alguns  fungos
possamn liberar pigmento durante seu desenvolvimento,

Lankinen e gol. (1991) compararam a atividade de varios fungos de
descomoosigin  brancs na descoloragdo do efluente. Phlebia radiata,
oroduz  lacase, oxidase, Li-F g manganés peroxidasze (Mn-Fl; Merulius
tremellosus produs lacase, oxidase e Mn-F, porém ndo produz Li-F e P.
chrysosporium produz Li-F & Moa-F, mas ndo lacase ouw oxidase. Li-F, de-
terminada pela oxidag3o do alcool veratrilico, niio foi detectads em
nenhuma das culturas durante o processo de descoloragido.  Entretanto,

restes Ccasos, a enzima poderia estar na sus forma irtativae. Dos fungos

i

i

produtores de lacase. M. tremellosus. & o menos ativo na descolorsgdo
oo meEln  guando comparado a F.o oradiate. gue produz Li-F. Moschara 2
ool (198%) sugerem gue & descoloracdo do efluente E1 por F. chrysos—
poriuvm ndo ¢ catalisada por Li-F. Entretanto, Cammarota (1%71) consi-
dera  que a remogdc da cor do efluesnte Bl {(diluido) por P. chrysospo-
rium, depende parcialmente da atividade de Li-F presente no meic.  hNa
ausgncia de atividade & cor 8ra reduzidea em 14,3 XL, apoe 24 horas de
ingubacic, enguanto gue nos culiivos com atividades 20 g &9 W1 a cor
era readuzida em 37 e 42 W respectivamente. Meste trabalhc néc foi de-
terminada & 2 atividade de M-, o gue seria de grande relevdncia na
elucidagio do mecanismo  enzimatico envolvido na descoloragio do
efluente bem como outras enzimas envolvidas no processo. Michel & col.
{1991), realizaram um estudo comparativo das atividades de Li-F & Mn-P

em F. chrysosporium. Na auséncia de Mpn (I1) nas culturas e altas pro-

porefes de Li-F, foi evidenciada uma reduzida descoloragio do efluen-



te. Estas e pubtres observaesbes correlatas levaran ssie grupo & con-
cluir sobre a predomingncia de FMn-F com relegdo a Li-F na descoloraclo
do efluente Frafi, apeszar da reconhecida. importédncis de ambas no pro-
cagémy pois lacase e Mn—F aparentements podemn atagsy & despolieerizar
aeomente porglies fendlices de lignina, enguanto gue Li-F parece sgr ca-
paz  de oxidar também subesstruturas de lignina nao fendlicas {(Ferszr &

Jeffries, 1950,

4.5 CINETICH DE DESCOLORASCED £ pH

fuatro cepss foram selecionadas pars & realis

i

GEo de um eztudo cine—

FEl, Polyporus sg, UEC-E0ZE e

tigo: L. edodes UEC-201%, L. sedodes UEC—

fAimbas cspas de L. sdodes, devido as eficignci

]

i

F. trabeus Ub
demonetradas na descoloragdo de sfluente (Tab.l}). M¥oc obstante. & bai-
#a  #ficigncise observada para Polyporus sp,. este apresentou stividades
ernrimaticas  razoaveleente significstivas, sspecialmenits para  1scass.
. trabeus, ass=sis como Polyvporus sp. apesar da restrita descoloragio

o aos demals, guanto a2 alia produgdEo

ag

cheervada desitacou-se, em relag

i
=

de  ligninssw, Essas garacteristicas aﬁa}iaadég isgladamante, alraves
destes fungos, audiliaram na glucidagdo do possivel mecanismp envolwi-
do na descoloragdno do efiuents Kraftt, A Figura 2% ilusira o estudo ci-
netico em termos de eficifncia de descoloragdo o pH.

0 oH indciael fol ajustado para 5,0 com o chietivo de fornecer  um
meio mais  adequado para a manutencd3o dos fungos. Observou-se gue  no

casn de L. edodes, o pH sofreu um decréscimo gue coincide coun um pico

e p

de desceoloragdo no periodo de 72 horas. O pH em torno de 3,% poderia
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estar fevorecendo a atuagdo de ceritses enzimas odidaelivas ativas duran-
te a cinetica de d@ﬁaglmragﬁm, Foderia estar ocorrendo também precipi-
tagio de meteriss cromdforos,. 0% gualis seriam facilmente ellmiﬁ&dm%
durante a filtrag®o em membrana millipore. Entretanto o pH foi ajustse~
do & T.8& com MalHd, antes de filtraglo, ressuspendendo o grupoes oromb-
foros eliminande assim o artificio da precipitagiio.

Apds o periodo de tratamento bicldglco. detsrpinou-se as seguintes
atividades enzimdticas no efluente: lacasse, peroxidase, Li-F, Mn-F e
heta-glicosidase com o propisiio de avaliar uma possivel indugdoc  ou
inativag#o destas atividades com & bicdegradacdo do efluente, descolo-
razdn, demands quimica de oxigénic (DBO) & eficiéncia de descoloracio.
definide como % de descoloracio/massa micelial seca. Me Tabela 111 po-
demns  acompanhar estes resuliados. Aparentemente o eflusnte ativow o
sistems enzimdtice, provocandd & aparigdioc ou indugdo de algumas Bnzi-
HE-RA comg lacase que nEo havia sido deltectada em caldo de cultivo de
F. trabeus, ou houve um acrescimo das atividades lacase. peroxidase 8
Li—-F, observado em L. edodes e P, chrysosporium. épenas Polyporus sp.
fugiu & regra, com o total desaparecimento gde lacase & peroxidase,
Comparando as atividades de beta—-glicosidese, podemos sugerir gue esta
enzima €& de consideravel importéncias.esesteando diretasments envolvida no
mecanisme  de descoloragic £ descontasminagdo do efluente, pois  jusia-
mente nas duas cepas menos eficientes, a mesma ndo foi detectada.

# meicr parte da glicose presente no eflusnte n8c @ metabolirads
{Yan & col. 198%)j. A presence de beta-gliceosidese se Justifica pela
reagao  de transglicosilagl®o, facilitando o atague do fungo s  cloro-
ligninas ou derivados, permitindo uma redug3o da cor & uma transforma-

gEo do efluente a CO0p e HpO. Este tépico fol discutido em publicaglbes
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anteriores {Csposito & ool. 19910

4.4 DEMANDA QUIMICA DE GXIBENIO

Mo final do estudo sobre cingtice de descoloragio e pH, determins-
mos & DOAD. Os resuliados poden ser observados na Tabela 11, Parece
haver uma corvelagdo enitre descoloragdo, DE0D e massa molecular. porém
seria necess&rio a inclusio de um acompanhamento cinético para confire

mar esta posigdEo.

4.5 MICELIO INATIVADO

Fara L. edodes UEC~-2017, foi determinads & adsorgdo, por determins-—

gan da porcentegem de descoloragifco obitide com micélic inativado  ou

]

morto. Ossrvou-se uma redugiio méedia de 13 4 na cor do eflusnte trata-
da  apéds S dias. Foderiamos atribuir o restante &0 ¥ & atividade enzi-
matica. Foi detsrminado para C. ﬂitmphila 0% de descolorag®o devido
a2 adsorgdc micelial (Durdn e col. 19%1) e nessas condigles, considera-

=7

das ideails, ocorre uma descoloragf3o de 75 4 em 4 horacs. Sendo 450 0%

atribuido & atividade enzimdtica.
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TABELA 111, Efluente Tratado Hiologicamente, Apds 120 h,

Cepas atividade Enzamatica (UL DEG Deecold
Lac. Perox. Li-F. Mno-F® Sluc.? Efic.C (% (%

F.chrysosporium ©O,04 O, S 7.8 44,8% 20 0,94 Zé& B

B M~F-17 &7

C.sitophila 0y, O S OG0 L. 22,4 70 0, &4 41 41

TFE-Z7441

Falypo rus sp. 3 (D O, 000 L2 = = 0y i 48 =5

UEC—-Z2052

L. edodes 11,00 Crg B0 19,3 11.2 14,0 .97 &

L2019

L. edodes a0 TLEOD 25,0 11,2 G,0 g &1 &1 4%

UEC-2021

F. trabeus 0,80 0 40D R 89 ,.7% 0,0 0,26 1 =4

UEC-2027

.0 Wi, ¢ percentagem de descolorascfo/massa micelial seca (mgl.
¥ oUAml. & DED do eTluente ndo tratado foi considerada 100 %,

4.8 MIMNERGLIZACHD

Ma Figura 26 ezts itlustrada & determinacdo da mas=a anlecular. be
pode evidenciar. através do decréescimn da massa,. cus hd realmente mi-
neralizagdo 2 pHEo soments uma transforescEo dos grupos orom@foros. Fo
chrysosporium perde Z2é6 L da masss molecuiar, CThrysonilia sitophils,
20 4y . esdodes 2021, 4% Y. Polyvporus sp. 52 ¥, exceioc P.  trabeus,
para o gual ccorre ums redisbtribulgdo da massa molecular ses redug3o
da mesna.

L. edodes UEC-Z201% Toi o mails eficiente: ndo so na descoloragdo {73

o mas também na redugso de DED (&0 %) 2 mas molecular, (oorre  wuma

§ﬁ

e

1ltidas mingralizagdo, com a diminuigdo de 7O ¥ da massa, redurindo
compostos de &lta e baixas massa molecular. Fecentemenbte Bergbader e
col. {1992). reportaram sobre o biotratamento de efluentes com um novo
fungoe Stagonospora gigaspora. Us autores discutiram s determinaglo da

massa molecular aphs D dies de incubsagdo em sfluente CEHM. Considerando
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a)l efluente CEH: b} efluspte EOFP. (Rergbauer 2 ool.
1992}
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o camentario de gue 8. gigaspora causa uma Clave despolimerizesso das

fragifes de massae molecular mais alita, degradaendo uma porgda consideras

H

vl das 1igmihae presentes no eflusnte, o comparando com NOssos resuyl-
tados, poderiamos concordsr sobre & deaspnlimerizagsic, porem em tsrmos
de  degradacio. nio demonstra ser esta uma cepa mulito adegquada (Fagura
=7 apesar  de  reduzir até 90 7% oda cor. Um tratamento sficients  de
efluentes de brangqueamento necessarismente deve inclulr & eliminagio
de compostos clorasdos de alts 8 bhaixa masse saolecular. Durdn & 0 ool
(1971} reportaram 56 YU o de perds de biomassa pars ©. sitophila apoas 40
haraes, permanecendc somenie Wisa DEQUEena porgdo de massas molecwlsr mais
alta. Forém dentro des condieles sstabelecides neste trabalho O, si-

tophila mostrou-se menos eficisnte gue L. edodes. CUebe ressaliar “gue

nEo trabalhou-—ze em condigles ideais de nenhupa das cepas.
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4.7, MECANIEMD DE DESCOLORADSG DO EFLUENTE RRAFT FOR Lentinus

A ocor pode zer dividida em trgs tipeos conforme a reatividaede
do  efluente (com ou sem tratamentol com ditionito {(cor referente
a aquinonal 2 boroldreto {cor referente a guinonas totals & car-
boniial. Logo, a diferenga entre os valgres obitidos com boroidre-
to e ditionito determinam a cor referente & porgdo carbonils. A
coloragdo restante observads & denominada comg "outros” por Momo-
hara & col. (i?@@).

Ne Figura 28 observa-se a distribuicqo da cor no efluente bhio—
tratado com L. edodes em vrelacdo ap controle, efluente ndo frata-
n F

A ror refergnte 8 ouinonas & carbonils foi removide mais efti-
cientements do gue & pOredo restante {ouitrosl. Entretantc, nd#o
foi observago nenbuma especiticidaede guasnito acs grupos oroméfo-
Yo,  apts  um perlodo de 120 horas. Conclui-sg, a partic destsas
ohservagies, gue t.. edodes degrada indistintamente guinonss

rarbonilas.

4.8 UTILIZAQHD DE EFLUENTE EI COMBINADO COM C1 EM DISTINTAR

FROFORGEES : EFLUENTE RIPASBA.

Fara este estudo utilizamos o mesme funge selecionado na fase
anterior, L. edodes UEC-201%9, com o efluente RIGUESA., Os contro—

les  foram mantidos, sendo P. chrysosporium ¢ C. sitophila. Deve-

74
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carbtonilae (-3 8 Outros tipos de cor ().



se  salientar  ogue  as carsacteristicaes diferzvam mulito sntre  um
eflusente e ouiro. apesar de serem ambos provenientes do oprocesso
Kraft, a  swsouencilia enpregads durante o hrangueasosnto ndo era &
m@ama. No cazo do efluente RIFGEA ndo houve necessidade de dilui-

cE0o, pols a absorbdncia inicial ndEo wltrapassouw O,

4.8.1) Mistura de efluentes: EI {70 4) + C1 (30 723

Comn mrim@ira tentativa de s wutilizar efluente combina-
do, determinamos  unicamente porcentagem de descoloragdo, pH o=
eficigncia (Tabela IV e distribuicio de masse molecular {(Figura

29 . fe condigBes de pré-indculo & ingoulen foram mantidss.
1 comportamento das cepas neste efluente foi  totalmente
diferente a0 ocbservaedo com o efluente RIGUESS, Neste caso. ooor—

3t

reu uma cindgtica velar. poréem n&o houve dgeoradagdo satisfatdria

das cloroligninas.

Tabela IV. Efluvente EL (70 XLy + C1 (340 %) bicotratado até 170 ho
raz, sSem fonte adicional de carbono /04 nitrogénio.
Cenas Descol . i+ B&
{43

‘ 24 TR O1E0 (h) 24 FE 0 120 (i 120 h
P.chrysosporium 44 &0 40 h,Y T.7 F7 O &
B¥M-F-17467
C.eitophila S Jano W,1 B3 £, 4
THEE 27441
L .edodes 42 &7 &8 4,5 3,7 .8 1,1
LIES 2619
Controle - - - 7.4 T8 2,0 _ -
Efluente s/
tratamaento

{pH inicial 3,0}

76
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Figura %, Distrabuiedo de masza sclecular: Efluente

(F1 70 % + C1 230 %1, apéds 120 n de tratamento biologico.
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{1} Controle {(efluente ndo tratado): {Z) €. sitophila TFE 27441 e

{31 L. edodes UEC-2019



e reszsultados foram, & principio smuztc anamadores demonsirando

vma cingiice de descolorsg®o maito mals réapida, do gus a3 observa-

da com o efluesnte RIGUESS,

i,

A partir destes dados decidid-—se atilizar ums poroentagem e

miziura que fornecesse dirgtamente um pH inicial de 5,0
o4+ Tl 44,7 Wi, sem pecessideade de aduste com HoSly . Os resulta-

o ogxprecans na Tabels Vo oabaixo,

np

gos esst

4. 8.2 Mistura de efluenites: EI (G2 ¥} + 1 (44,7 %)

sl

Eflupnte (Extregao (83,3 4} + CDlorae¥o (44,3 %y Lom
Tratamenty Hiolggico Apos 120 h de Incubsasg3o.

Cepas Deecal,DOO DGO Tex.® LY PO LA7FE pr-pT b-Gilubl
1) m Al (5

F.chrvsosporium &% .10 1478 & K-} L0500 D0 G,0 .1

BEM-F—~174&7

C.eitophilia S0, 18427 Z 44 . .ty QLD S o

TFE Z7441

L-edodes 99,5 1EEL 1T (4 Geo G0 25 Sk

D 2019

Controle - 1478 - {4} = - - - -

Efluente &/
tratamento

F Eficigncia (4 de descoloragio/massa micelial sec
wicidade, teste realizado com Spirillium volutans.
poucs  bdn {~) nido téoxico:s ~ Lecase (UL}, 4 Faroxidaze
e Ligninas AL

Caracteris
(aijustado ©

D030 mopSle Mi

Mok

{ 1, b obeta-Glicosidase (U/L).

icas do sfluentes:; Abhsorbdncia indciale z
o & mistura Cloragdo + ExtragdEoc:. Foastoro

rogEnio: O, Carboidratos: 0,02 A,

L

je

i

o
£

o]
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Tapbela VI, BEI (55,0 M) + L (44,7 ¥ Cindtice de Descoloracdo e
)=
Cepas Descol. : o Ea
(%) '
g 20120 £h) 24 72 120 () 120 ho
F.chrysosporium 51 89 &9 G.7 3,5 b9 I
BEM~F—-1767
C.sitophila 3l &8 bt Telr 7.5 Tb .5
THFR 27441
L.edodes &HE bé 0 .4 S,6 4,4 iy 7
s 2019
Controle - - - .0 5,0 &,3 -

Efluente s/
tratamento
(o inicial 3,00

ra = % de desColOragas/ Macssa MICELiIAl seca (Mmo).

-

A cinetica de descoloragdo fol mails rapida do gue na primeira
mistura (Tabsgls IVy. Com & determinagdo de distribuwicdo das mas_
sas moleculares, chegou—se & duas consideraclss importsntes:

&) 0 meétodo de selegl3o deve ser swclusivo psra we Tipo de
substrato, especialmente tratando—ss de efluesnies, pois a oresen.
ca e as proporofies de determinedos compostos sdo alieradass

Bl A presenga do cloro parece afetar bruscamente o sistems eno
zimatico dos fungos. Slgumas enzimas, come Li-F, fTicaram total..

}
mente inibidas. £ descoloracdo nesies casos poderisa estar  assoo
ciada a transformegdo dos grupos cromdforos, & ums nova distrio
buigdEo de massa £ despolimerizagio, sem levar aoc final & miners.
liragdo. (Figura 30j.

A partir destes restlteados, decidimos tratar o efluente prove.

niente do estédgio de extragio alcalina (Eld.
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Fagura S0, Distribuagdo de maszeas molecular: Eflusnte

B.h W+ T 44,7 Wy epos 120 b ode tratamento biclégico.

L

£

{(E1

9r

b S +

ABSORBANCIA REL. 280 nm
N W F O

sl

0 42 84 154

FRACAD {mi)
{1} Controle {efluente ndp tratadol g (2} FP. chrysosporium BEM-F-17&7

ABSORBANCIA REL . 280 nm

0 48 _ 119 182
FRACAO (ml)

(1} Controle {eflusnte n¥o tratadel:; (27 L. edodes UEC-2019

{3} C. sitophila TFE 27441,



o W W T T e

A.8.3) Efluents EI (100 %}

TeepeLa VI | cfiuente (Extrag®o) Com Tratamento Ricléoico, apbs
120 h de incubagioc.

Cepas Descel.DOD  DEO Tox.B LS S LI7Fe  wp—pT pegilug
(%3 mgsl (%}

F.chrysosporium 22,0 1200 17 (43 0,01 .12 $,0 ) o

BEM-F—17867 ’

C.eitophila 48,0 640 BE (£} 0,0 0,0 0,0 40,3 .8

Tre £744% :

L.edodes 47 .0 F20 500 (41 0,23 0,0 0,0 5.5 8.4

LEC 2019

Controle - 1560 {+1 - - . - -

Flusnte =/
tratamenio

a Eficigncia (Y% de descploragio/massa micelial seca (mgl). B Toe

wicidade, teste realizado com Bpirillum volutans, (+) toxico,

{+1 pouco tbxico, (-} nEo tdaxico, “oiacase (USLY, d Feroxidase

(UALY, & Ligninase (U/LY, T pete-Glicosidase (U/LY.

Caracteristicas do efluente: Absorb@ncis inicial: 00,3792, pH -
=

{ajustade cam HoS804), Fosforos 0,356 masl, Mitrogenio: S.46 0 mgil,
Carboidratos: 0,003 XK.

O wvalores de DEO foram 42% mol. /1 para o efluente controle
I ! i 2

— - R , . 7 .
(£1) sem tratamento, 1462 P8U-/1 para F. chrysosporium: 276 mals 2

para C. sitophila e 304 m@ugfL para L. edodes.

i
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abela VIII. Efluente EL (100 L Cainetica de Descoloragiac & oM.

Copas _ Descol. o e
(%

s 2 120 (hiy 24 72 120 {nh} 120 ©
F.chrysosporiam 235 48 e Gah Tab 7.8 0,
BRM—F—17&7 ' '
C.zitophila 19 &0 A F.E Fae 8,0 0y o
TER 27441 '
L.edodes 35 40 47 4.9 4,6 4,7 GLE

UEd 2019

Controle - - - .0 0.4 H,2 -
Efluente s/

tratamento

{pH inicial 5,0}

Es = % de descoloragico/massa micelial seca (mgl

Apssar deos resultados nde apressntarem valores muito signifi-
cativos de degscoloragio, pode-se obzervar um aumento nas ativida-
des  enzimsticas ap final do processc de 120 horas,. Considerande

¥ @ X113, seste fato propbe gue

i

o resultados amteriorgs {(Tabels

1

o riore aftsts consideravelmente a atividade gnzpimatic



ALH AR ICAER0 DO ST TEMA BEM BIORFEATIN

Vigzando oltimlzar as condigles estudades emn menor escala, pas-—
sam0s  © DroOCesss & um biorreator. Utilizamos um modelo de  leito
recheado modilficado e ﬁa&tadm pElc grupo do Dr. Sant fnna da Es-
cola de Engenharis Guimics da UFRJ.

0 reator fol operado em estedn estaciondrio onde L. edodes fol
utilirado imobilirado. O emprego de fungos filamentosos para este
proposito e fonte crescente de interesse, devido & caracteristi-~

icas € propriedades de aderéncia superficial {(Ancelso

[

cas  metabd

i

e MNovais, 1992 e referdncias citadas!.

Fara sste modelo de biorresator pode-se supor gue a fTase ligui-
da & perfeitamente agitada. Embora ndo se tenha feito uma carac—
teriracdo hidrodingmica, sstudes realizgados com reatores simils—
res {Guadalupe, 198% ; Costa Reis e Sant Anna, 1983 confirmam
gue a Tase liguida & praticamente homogeneaments agitada. Dentro
deste contexto, o reator testado, operado em batelada, pode ser
considerado um reastor em bhatelads de misitura perfeita, Bm inglés
PERSTR" {(batch stirred tank reactor].

{0 balango de massa para o microrganismc & dado pela  eguagdo

3

abalixo:

(dX)- ¥V = QX dt + dX V
Ondes
{(dXl- & o aumento da concentragio de microrganismos gque

ccorre no intervalo de tempo dt.

£a3
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d¥ & a variagio da concentracio obeervada no meemd interva

lo, j& gue n3p atingiu-se o regime estacionbrio,

Azsim & eguagioc poderia ser escrita como:

CE}: ""E% . wp -
_ %+ (i)
dt 5 fdic
&
vario especifice = D
Y
dx foiE )
- ) S
dt (dtic
1 cr 1 {d¥)
S oo =h o+
)4 ot % (dtic

Fror definiglic, a velocidade especifica de crescimento & dada

por s

1 {dxd
U =

X {di).

¥ & a concentrac®a no instante t.



Looo: i i
=gy - D

o ¥
=0
[ubs
Looo: ux = 0
o
we=
v

fhiando s trabalhs com um dnico tangue. sem olgrorganismos no

<

Tiguidn de alimentagdo, a velocidasde especifice de crescimento &,

H3o popecifice de alimentagso.

gl

me reglme estaclondric, igual & wva

& alango de massa pare o subsitrato ¢ calculade pels seguints

o

SQUAE DS

i
+
+
[

o0
<

@8y dt — {~dS)c W = @85

Sendoe {18 & massa do substrato consumide no intervalo de

™

tempo dig }

5 & variagdo de massza observada neste intervalo de

tempne, quando nEo atingido O regime ssltaciondrio.
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Fortanto:

d £ {50
—®m__ oo BY
gt V. (dt)e

So & a concentragio limitante de substrato no tengue de cul-

Tiveo:

5 & a concentragio limitante de substreato no tangue de ali-

Foram testados dois suporites pare imobilizagio do fungo, nylon
e cavacos de bucalyptus grandis. A ideéia de wtilizar a madeira
coune suporte Tol uma ftentalivae para Cue & MBSMa  Servisss Come
substrato £ suporis ao mesmn tempo. BEoonomicamsntes seris uma al-
ternativa  viadvel, 134 gus no BErasil s inddstrias papeleiras wuiti-
iizam, geralmenie, madeira de Bucaliptus para produg®o de polos e

papael {Aradajo & col. 19911,
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For oum perioco de D odies fol geiterminado cor, nb. Tendis to-
tais e D00, 0 calcoulo de eficigncia Toi definido no ftem 5, ada

parte experimental.

4,101 IMORBILIZACAD EM NYLON

-

4 eficiencia deste proceszo em 120 horas foi de 70 4L nae redu-

GHEo da cor, 34 4 na redugdic de Tendis e &7 X na redugdoc de DGO,

Eficisncis (Lor, Abs.4465 nml = = 0,70
0L, 8100
15 Al e MY P
49,0 modl FLLE mgil
Eficignciz (Fengis Totais) = = 0,384

1.320 mgil pz — 4326 ma/L op
Eficigncia (DOEOY = = T
' 1.35290 mosL O

& malor vantagem fol & obtengdo de uma cinética malrls rapidsa e
também  ume redusfo maior da DOED, embors ndo sendo 180 significa-
tiva em relagdo 4 cbtida com micelio livre, e significativa guan-—

do comparada & obtida com P. chrysosporium em condiglies Gtimas de



cultive (Cammerota, 1991}, Me Tabele [X. comperanos L. edodes com
F. chrysosporium. fMests caso deve-se ressallar gue as  condisgbes
g cultive foram Qifer@ntESW Mo trabalhow-se em condigiBes Olimas
com L. edodes, jalqma o obietiveo gra a obtengdo de um  processoc
suonamicamente vidsvel. |

Yarios trabalhos sobre imcbilizagdo corncordam com o aumento ma
eficignria do processo. L. sitophila imobilizeda em nylon aumen-
ta 40 % a descoloragdo de efluente (Duran g col. 19%91). Anceloo e
Movais {1%%E2) demonstraram um ootdvel aunsnto na bilodegradescdo de

compoelos fendlicos por Fusaraium flocciferum imobilizado em rela-—

gac ap micelio livie.

Tabela IX. Tratamento Bicldgico de Efluente EI Apds 129 b oem Bigo
reator de Lelte Recheado (200 mbiid. Micélic Imobilize

dooem PNy lon.

Formgo L. sdodes Fo chrysosporium
(UEC-20319) (BEM-F~1757)

Feriodo () 1348 120

ik 4.1 {indgial 5.0 4.0 {anaedial 4,50

Descoloragso (W) T &7

Redugdo de Fenbics Db G2

FTotais {063

FRedugiio de DOHO (4] &7 S0




Tabhela ¥. L. edodes imobiliredo em nvion em bilorereator de ledito
recherado.

Tempo (R Qe&e&sawlgi’“aqam (%) FenSis totais (%) DEO (%)
24 18 12 27,4
4¢ R iR .
73 55 o 35,4
T &2 Al 54 O
L7 ; 7o b &7 L0

Fodemos oconcluir & partis destes primeircs resultados gue &
imokilizacso do micélio fTungico em nvion esn biliorrsator & om meto-
do rapido e eficiente. permitindo um gscalamenlo de processi, A

1ongo prazo.

410,22y IMORILIZALAD EM R&DEIRA

Os resultados oblidos da imobllizacgdo em madgelra ndEo  Toram
muito promisscores. A cor dniciael do efluente sofreu um aumento
significativo & partir do terceiro dia. inicialmente inoculamos o
fungo na madeira e apis umns semana inoculamos o efluente com esta
madeira. 0 processo mostrou-se eficiente atée 72 horas.seguindo-seg
um  incremento na cor, nos fendis e também na massa molecular. Us

ralculos de eficigncis s#o definides & seguirs

2]
el
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Tticaencia (Dor, Abs. 4% nmy o= R

Fo,.,5 mgrsl ~ 56,0 mosl
Eficigncia (Fendis totais) = ' =, RS

e

£ Figura A iluystra & permsssdo em gel sephadexr 6-50  do
efluente bhiotratado. Observamos claramente unm aumento da  ares,

possivelmente devido & liberagsio de fendisz da madeiras durante o

L oy

trataments com o Tungo. Mes Tabslas A g X1 est¥o apresentasdos os

resul tados relativos ao estudo cimdtico dos dois progessos testa

et

ras ¥ e 23 interpretam graficamentie

doe  em biorreator £ as Figu
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tendencia da redugio de ferndis acompanhar a perds de Ccor, tanto

rna imobillizag#co en madeirs como s imobilizsgdEo em nylon o Entre—

Tanto, & welocidade e redusdo de fendis & 7.5 veries msls rapids

ma imobilizeglio & madeira (B o= 13 1072 hThy de gue na imobili-
rasdo  em nyion (ko= 1,7 x 107 h'l}g provavelmente devido an ss-
timulo provocado pela madeira na produgdEe enfimatics 8 conssguesn-
temente na degredagdo de ferndis. Em termos de desocoloragdo as ve—
locidades praticamente ndo diferem, kb = $,% = 107 Bl BREra 1moe
bhilizag®Eo em maedeira e k£ = 7.8 u 107 pmd para imobilizag¥o em
nylon.

Concluimos  gue a madelira de Bucaliptus € um suporte gque pode

s adeqguado para Anoblllizacdc, se wtilizado por um pericdo menor



ABSORBANCIA A 280 nm

g1

&
! www Tempo O

o 95 horas

o 72 horos

FRACAD (ml)

Fig. 31 Fermeagisc em gel {G6FL) sephadex G-50 do efluasnte biotra
tado.
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ge tempo (77 bl & em oum processo continuo, ou selja., transferindo-
se o efluente 34 tratado pare um biorrestor com novoe  inbdoulo
{fungo imobilizedo na madeira). fpesar dos resultados serem menos
significativos do gue na imobilizaglo em nylon, hd uma velocidade
consideravelmente maior na degradagio de TenbGis até 72 horas, co—

mo se pode verificar nas Tebelas X e X1,

Tabela XI. L. edodes imobilizade em madeira em biorreator de lei
to recheado.

Tenpo () bescoloragdo (%} Fendls totais (%)
24 25 | 7.5
48 " 42 4%, 4
7 4% 41,0
G4 - -
1z0 47 T, &

4,11 INDUEAD ENZIIMATICA

Fara a inducdc enzimética vitiliramos o préapric eflusnte como
mein de diluigBo no cultivo do microrganismo, neste caso L. edo-
des.

Como podemps observar na Tabela X1 houve., um incremento des
atividades qguando comparadas as detersinagles iniciais. Ma pri-
meira etapa de selegic foram determinadas as stividades venoloxi-
dases e ligninase &m calido. Apds o periodo de inducio, percebe-se

gue  algumas enzimas que nIEo haviam sido detectadas antericormente

comg as lacases, gue nesta fase puderam ser guantificadas,

83
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Tabela X11. Stividads enzimdtica de L. edodes sm caldo.
Tempo (horas) ' 24 e by

Lacase (LWL RO o, 11,4 0,0

Feroyidase (UL 1.0 0,2 IS 0,0

Ligrnimass (LS} € 2.8 4.7 13,7

Mm-Ferovidase (UL} ' 0,0 O, 0 T, 0 -

Heta-Glicaosidase (U/L) G0 Tain 8,0 -

(i} atividades iniciais,. medidas no caldo {dados referentes a
Tabela 1}

Zepgundo Gk e gol. (1981) & Leatham (1984) & astividade ligni-
nolitica de L. edodes sumesntas duranite o periodo de orescimento
vegetative. onds as fontes de carbonc @ nitroginic s&£e abundan-
tEs. Bonnarme g JefTfriss B
{11} na regulagdn das ati




B DONCLUSOES GERALR

A partir de 4l cepas de fungos testados guants a habilidade em
descolorir & descontaminagr efluentes Kraftt provenientes de indids-—
triaszs de polps @ papel, seleciconamos Lentinus edodes coma a ceps
de maror polencial, dentro das condigles propostas neste estudo.

b n edodes  Tol capar de descoleorir sficientemente, reduzir a
masss molecular através do processo de mineralizacdo. reduzir as
demandas guimica e bioguimics de oxigéenioc, reduzir os fendis to-
tais {cloroligninas) e & toxilgidade aguds dos eflusnies testados.

A condigdo primordial fol s nEo utilizeclo de fontes adicio-

nals de carbono e/ou nitrog@Enio apds s inooulsagdio do fungo no

I
it
1 &1
=

efluente. 0 eflusnite possul um contesldo minimo de glico
torng de 0,048 %, sendo em alguns Casos., o suficiente para manter
o microrganisme ativo.

Apds o periodo de incugan com efluente, & ceps mosirou-se Ci-

aiz eficiente na descoloragdc do efluente.

=3

neticamente
Este processe  levado a escalas de um biorreator,. com o fungo
imohilizade en diferentes suportes demonstrou usm Dom potencial de

]
aplicaegro, especlalmente guando nylon Toi wtilizsdo como suporie.

0 principal obstéculo encontrado & 8 lentidio np pericodo de
cresciments deste fungo em egp@cial.

A seleglio deve ser especifica pars cads subsitrato. Os resulta-
doe  podem variar enormemente com a audanga de um pardmetro, hala
visto oz resultasos obtidos com o efluente misto (E1 + C1).

N caso de L. edodes, gue apesar de n3o possuir atividades -

rimdticas relevantes, fol um dos mals eficazes, pode-se conjsctu-

g5
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Far  gue a mutdange de pHM ceusade pelo fTungo & an Tator preoonde-
rante no favorecimento da agdo des enzimas lignincoliticas. Ouando
S awmpafa L. edodes com P, trabeus, esxistem duas diferencas bha-
sicas & sBErem resgaltadas, pH e atividade beta-glicosaidase. F.
trabeus leva a um aumento de pH em torno de 8, sendo desftavoravel
oara gualguesr das ensimas testadez, &8 & ndo deteogido de beta-gli-
coslidases,. aue reaslmente demonsirou ser imprescindivel para o
atague enzimatico.

(s objetivos propostos para este estudo foram atingidos. Como
parspertiva  Tutura pode-ss pensar & nilvel de modelamento matemb~
tice do biorresator wiilizado durante este trabalho, pars otimiza-
cEo  do processo de Daoiratamento de efluentes. Entretanto. pode—
ze  extrapolar & partir destes resultados umeg assogisg8o de  dols
tipos de tratamerntos, como uma alitsrnativa bastante promizsora &
nivel de saplicagdc indusirial. For esemplo a witrafiltragikc ou
tratamentc anaprdbio seguide de tratamento aserodbio com L. edodes
imobilizado =2m oum suporte adeguado, possivelmente seris uam pro-

cesen altamente eficiente.
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7 GLOSSARIO

Artinomicetes: bactérias filamentosas ag-quaiag algumas veres,
séc classificadas como Funoos Imperfeitos. B8¥o ti-
picamente saprofitas, entretanto s3o conhecidas
#lgumas oolcas  patogénices para o homem, plantas
@& animals. Outres sl3o loportantes fontes de srti-
hisdticos {(ex.: ciclohesimida, estreptomicinal
{Hawksworth e col., 1983),

Ascomyeetes: Un grande grupo de fungos, 0% qUals possuem Come
principal caracteristica uma estrutura denominads
asco, onde localilzem—se os esporos o, neste caso,
AECOSROFOS (ﬁawkawarth e col., 1983},

ARecosporoz: celula propagativa doz ascomyeoetos, encontram-—se den-

tro do asco (Hawksworth & col. 1%8H3).

Basidiomvoetes: Um grance grupo de Tungos gue posSsusm cDmd prin-—
cipal carscteristicae uma estrutura denominada ba-
sidig, que comporta 0 basididgsporos {(Hewksworth
g ool. 1983},

Fasidiosporos: célula oropagativa dos basidiomyvoetes . SHo progu-
zidas externamente nos basidios., o gues facilita a
dispersiio & a variabilidade gendgtica deste gruno,
considerado como 05 mais evolulidos dentre os fun-
gos {Hawksworth & col. 1983).

Micélio: estado vegetativo do fungo. Corpo frutifero de um fungod

um agregado de muitos filamentos {(hifas) (Hawksworth e

col., 1983)
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Micorrizas: fTungos associados simbioticamente a ralres de plantas
{Hawksworth e col., L9EID

Paraslita: wrgaﬂigmm gue vive ou obtém os nutrigntes necessarios
para sed desenvolvimento através de um ouitro organismo
vivo {(hospedelirol {Hawhswarth e coll.. 17835,

Fatdgeno: um parasita capaz de causar entermidades praincipalments
a ssu hospedeiro (Hawksworth e col., 19833

Saprafita: microrganiemo oue se glimenta de matédris orgénica
morta, comumesnte causam descomposigio(Hawkeworth
col., 19E3E

Liidfago: microrganismos degradadores de madeirsa.
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ABSORCAO 765 nm

ARFPENDICE 171,

Curva de Calibraclio para Determinagdo de Fendis Totais

1,01

i ] i !

Q i Fi I Fi ] I
0 2 4 & B 10
FENO!IS TOTAIS { mg/ L}
}
G 4 &
Slope = = L, (Y = PFo (mgil}
4,5 slope
Wy My = V= e
0.5 . My = 5,1 . Mo

Fendie Totais = My
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GEENDICE 111,

Caloulos de Balango energético.

__kli_, ES __KRZ_,E + F

k-1

Vo o= kF OLES]
Yméyw, = kP [Elt = &2 ([E1 - [ESBT)

Formegdo de ER:

d (EB)
= k1 [EI.LE]
di
d (ES)
= k1l [Et - (ES1].08]
dt
Desaparecimento de ER .
d (£5)}
- = kF [ES1T + & — 1 [ER]
dt

gt Gt

Logo, k1 ([EJY — [EBJ: . [81 = kZ [ES] + k-1 [ES} = [EB] . (kZ + k—-1}

(Et — [E8]1) . [8] b2 4 k-1
= = km
LER] kL

Et [81 — {[ES] . [8] = Km [ES]
Et {81 = km [ES] - [EG] . [8B] = [EB] . {(Ekm + {81}

Et . [5]
{EST =
Em + G
Vo o= k2 [ES] Vo Et £8]
k2 Fm + &
Yo [s3
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Yo [&=] Ve {53
VA x . Emov & Vmagse, Kmo o+ I
2+ k-1
Km =
k1
k~1 »x k2
bt
bom == o Woe
B 1
{817
Vo o = VYmax
Km + 8
Equagio de Michaglis — Meniten: Ymax. [5]
Yy o=
Emo+ T8]
A partivy da eguegdo anterior,. tendo Monod estudado o crescimento

bacterianc sm culiivo continuo, orde a

mitada por um Unico subsirsato; ocbhssrva-~se Que SBUus

saguiam o tipo de curve michaelliana.

A egquagdo tipice de PMichaelis-~Menten., descrita
oM
!
=
w = amAe,
Fe + [B3
Unde uwumax. & a velocidade méxima especifics de

dados experimentals

acima, &

crescimento 8 Ks,

velpeidade de corescimento & 11—

resecrita

=

constante de saturagio gue € igual a concentracido de substrato corres-

pondente a velocidade especifica de crescimento,

locidade sspecifice méxima.

igual & metade da ve—



115

A odupla reciprocae de sguagso &

i = 1 1

e umax. [53 LIREH

Esta eguagdc conduz a seguinte expressdo para o orescimento de micror—

Ganismos

o [l
= OLAUM& N . X o s 1
ot K + [5] o R
dt Yu/e

0 balango de material do microrganisma &3
{dX)c ¥ = § X dt + dX V¥
Orides s {d¥ic & o aumenito ds concentragio de microrganismos ocorrvido no

irntervalo de tempo di:

e dY & a variagio da concentragdo no mesmo intervalo, pelo fato

de ndo ter—-se atingido o regime estacionario.

A equesdc anterior pode ser escriia comoe

¥ Cl (X}

o = - X+
dt Y {dtic
 (varioc esspecifica)

B ) ZE
vV
X {d¥)}



1ig

1 o X 1 cdx)
. - D
x di X {dtlc

it

For definigén, a velocidade especifica de crescimento:

1 dx)
Lis =
X fdt)c
Unde X & a concentragio no instante t.
Logo, 1 dX
= un — D
X gt
Mo regime estacionario: a ¥ tx = D
o= 0 ux = U
i
%

Logo, auando se trabalha com um 5¢ tangue, sem microrganisms o Jigui-
doo de alimentago, & velogidade especifica de orescimento no  reglime

sataciondrio & igual a vazdo de alimentagdo especifica.

na

Balango de meterial do Substrato

@ S0 dbt — (=~ dBlc ¥ = @ & dt + diVy

Sende (—dB8lc a massa do substrato consumida ne intervalo de tempo dis

d8 a variagio da maszsa observada nesse intervalo de tempo, pe-

lo fato de p3Ho ser atingido o regime estagionario. Fortanto:

di & - (s
= {80 -~ 81 +
dt Y {(dtic
De acordo as ax
Yu/ls = -
ds

So = concentracio do substrato limitante no tangue de cultive.
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5 = vongentragio de substrato limaitaste no tangue de alimentagdo,

g relagico entre a massa oo microrganismo produzide 2 & massa  do
nbetrato  consumida para tal produgfEo (fator de conversdo  substrato-

MICrOrganismol .

& i {dx}
iy =
X {dtic
(edx)
= gy X
{dtic
Fortanto: {d&) i
e =T L X
{dtic Yyis

= a concentragiao celulsr no tanoue de cultivo.

dt

Temos das i

o= D B — 8} ~ [EET

adt ¥usle

y

S,
g = bo -

¥u/ls
Frm soetado estaciondrio: l di
- = G
ot
s = D

Featpnr de Leito Recheado:

O palango de substrato ao redor do reator em estado estacion&rio:
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W
{dtic ot
Vods (S W
4 50 — (s o= -
ot {(dtac

Em sstado estaclonario: {65

——— =™ il
feitd
—% {d3)
G o ~ G5 =
{dtic
Looo,
{d&}
v = 3 ®Hg ~ @ Ho
{dtys=ce
Be o modelo de Moncd & considerador whe 1
_ = iy X
tt Yu/ls
ge = & velotidade especiiiga de
consump de substrato. 1
o o= - ous X
Ye/s
i gz
g8 = -
X adt
Logo, (5@
R = - Oei
{dit)ss=g

Onde ., sggundo o smodelos de Moned: Mg

(s P8l X

= - gaEiidn,
{dtle=as e + [5Bgl
(¢dS) KX [8el
{(dtYs=ge e 4+ [Bel

Substituindo 2m 3
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% = 0 {(be-Bo)
{dtiosae

{(— KY [8el}
v : = W (Se—-bHo) - (1)
(K5 + [Gel)

(EX [Bel)
¥ = { {Sp~ Be) S O A
{KE + [Bel)
W .
e = tempo de residéncia
3
entdEo, Y (RE [oel:
o= I - G
G (ks + [Se]
RS o+ Lbed = + i
T = =
{50 ~ Ss) EE {De] KX [Se] iR
Logo, & sousgdc
K + [&ed ) + 1
I T g
{5o — Sel FE [boel Kx [Gel KX
Ks
T KX
SQ“S&
I
N KX
]
!

[Se]

Logo, um grafico de T /7 {(SGo ~Bed) VE 1/85e. teria comp intercepto 178X

g a tangente seria ES/EX.

Fara um reator de leito recheado Costa-Reis e Bant Annme (1983 en-

contraram um valor de 303 mg L7in7t de EX e de 410 mg b,



Fara o calculo de X g K deve-se considerar gue a massa Tixads de
miororganismos @ proporoional & drea superficial oo meterial de empa-

cotamento, ou seja mb = bsta ag

Onde: mb & 2 massa fixada da hiomsssas

5

ay & ares total da superficie de empacotamento.

Graficando

(mﬁﬁ
Sy cm

mb/ } B

Tempo de exposicdo {h}

-,

Fara este reator o volums de beta fol de 2,3 mog.om <.

4 souagio anterior pode ser reescritas Ccomos

3
x ==
Orice miz

o= & & concentragio da biconasss Tixada.
W
ErY .

ok = & & arpa especifica do materisl de empacota
W mento.

i comsiderado um valor de 1,74 cm -
% 3,7 mg.caT S . 1,74 ool
%X = %740 mg LT

Fara escalamento de processo. & equagdio poderia ser escrita como:

Vv o= 0 S -~ Sed (KEs + S
K5 a Se




