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NOMENCLATURA 
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mb = massa de biomassa fixa (mg VS) 

p = produto 

o = fluxo de entrada (m3 dia-1) 

qs = velocidade especifica do consumo de substrato 

Q5 max - constante de velocidade 

s = substrato (DQO~ DBO, cor~ fen6is) 

t = tempo (h ou dia) 

v = volume do liquido no reator (L ou m3) 

V o = velocidade inicial 

Vmàx. = constante que depende da concentra~•o de enzima 

TOCl = cloro orgênico total 

X = t ~ d b. 'mg L-lvsl concen ra~ctO e 1omassa , 



coeflciente de rendlmenzo 

Letras Gregas 

= 

u = 

coeficiente de convers~o da biomassa de empacotamento 

(mg cm-2) 

tempo de residéncia da fase liquida (~ = V/0) (h ou dia) 

velocidade de crescimento 

Subscriçbes 

o = entrada 

sai da 
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RESUMO 

Foi realizada uma seleç~o entre 51 cepas de fungos ligninoliticos 

para descolora~~o de efluentes fenólicos industriais~ A selec~o 

moitrou que a cepa Lentinus edodes UEC-2019 remove 73 % da cor~ 

60 %da DQO (Demanda Quimica de Oxigênio), 30% da DBO (Demanda 

Bioquimica de Oxigénio), 70% da massa molecular- e 30 X de fen6is 

em 120 horas, sem fonte adicional de carbono. Sob estas condi~bes 

L. edodes foi mais eficiente que o conhecido Phanerochaete 

chrysosporium (BKM-F-1767). Observou-se uma peouena remoG~o de 

cor devida adsor~ào micelial (13 %) durante 120 horas em 

efluente KraftK Foi avaliada, em escala de bancada~ a remoG~O de 

cor do efluente El em um biorreator de leite recheado modificado 

í33CJ mL) operado em estaoo estacior1árlo. utilizando-se L. edodes 

imobilizado em nylon e e~ cavacos de madei~a · de Eucalyptus 

grandis. No biorreator, operado durante 12(1 horas, observou-se 70 

% de reduçào de cor, ~o % de fenóis e 67 % de DQO na imobiliz 

em nylon. Na immobiliza~~o nos cavacos encontrou-se 42 % de 

remoç~o de cor e 26 % de ~o de fenóis. Esses métodos parecem 

ser eficientes no processo de descontamina~~o, representando um 

grande potencial no tratamento de efluentes industriais. 



ABSTRACT 

A screening of 51 ligninolytic strains of fungi to examine their 

ability to decolorized phenolic industrial effluents was carried 

out~ The selection showed that Lentinus edodes UEC-2019 strain 

removed 73% of color, 60% of COD (Chemical Oxygen Demand), 30% of 

BOD fBiochemical Oxygen Demand), 70% of molecular mass decrease and 

30% phenols in 120 hours, without any additional carbon sources. 

Under these conditions L~ edodes was more efficier1t than the known 

Phanerochaete chrysosporium (BKM-F-1767). A little colar remova I 

ad ion on the mycelium (13 %) was observed during the 120 hours 

in Kraft mil! effluent. The stady-state calor r2moval from the 

effluent El in a bench-scale modified packed-bed bioreactor (330 mL) 

u L. edodes immobilized in nylon and wood chips of Eucalyptus 

grandis was evaluated. In a bioreactor~ which operated by 12(1 hours 

a reduction of 70 % of color, 36 % of phenols and 67 % ot COD 

immobilized in nylon were found~ al a 42 % of colar and 26 % of 

phenols in wood immobilized chips were found. These methods appeared 

to be an efficient process of decantamination with a great 

industrial potential in effluent treatment. 
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1 

1 . I NTRDDIJC'I'tiJ: 

1.1 CONSIDERACOES GERAIS 

Em 1987 a produc~o mL\ndial de papel foi estimada em 227 milhbes de 

ton / 3.no e a produ~~o de polpa em 5(1 milhôes de ton/ano. D.larlarne•rite 

s~o liberados mais de 62 x 106 m3 de efluentes. Esse valor corresponde 

ao consumo doméstico diàrio de água de aproximadamente 200 IT1ilhbes de 

pess.oas. (Sant'Anna~ 1992)~ Poucas indústrias possuem reservas de àgL!a 

t~o elevadas para seus processos de fabrica~&o como de produ<;;:0:o de 

polpa e papel. 

o impacto ambiental, causado por estas descargas liquidas~ ê um 

problema cada vez mais agravante (Ribó~ 1992). 

O processo de polpa~~o predominante no Brasil e no mundo é c deno-

mina:.do (que } . o p1'"'oce=:.so 

e fluentes COHI alta DBO (demanda bioquimica de o :r: 1. ·r:LiJ,_c,J.dcz ~ 

sólidos suspensos e baixas concentr de o>~ i 10 dlSSOl\/J.dO 

(A~a~jo e col. 1991). Este tratamento re~ove 2oro>~imadantente Ç(l% da 

lignina~ deixando residuos fibrosos. os qL\ais em ser el1m1nados oor 

processos de branqueamento. 

Durante o b~anqueamento convencional das polpas quimicas ocor-rem 

rea.:;;:ê:ies envolvendo clora~~o, o>:ida~~o e desmetila~~o das 

unidades fenil propano da lignina residual~ Essas reaçbes resultam na 

forma~~o de um grupo de compostos estruturalmente diverso, coleti Vi3,-

mente designados "clorolign1.nas" (U.rkpatrik, 1991). Estes efluentes 

s~o altamente coloridos e contêm muitas substências deletérias, pr1n-



cipalmente fen6is clorados. o~. quais s~o tó>:lcos para muito~ organis-

mos aquáticos e altamente resistentes ao ataque microbiano~ 

As polpas s~o branqueadas em uma prirrteira mediante clora~~o com 

Clz e CI02 . O cloro converte a lignina residual em produtos sol8veis 

em àgLLa e álcali. Assim~ a clora~ào é geralmente seguida por Ltma 

traç~o alcalina (lO ex ~o alcalina) (Fig~ 1) em um processo de m0l-

tiplas etapas (Fengel e Wegener, 1984). 

O cloro org~nico unido a moléculas organicas contém compostos elo-

rados de toxicidade aguda determinados como TOCl (cloro org~nico to-

tal i, materiais genotó>:icos e mater-iais clorados de massa molecular 

elevada que lentamente transformam-se em organoclorados tóxicos como 

catecol e guaiacol (Eriksson, 1990)~ Mais de 300 compostos organicos 

diferentes foram encontrados nos efluentes de branqueamento, além de 

uma pequena quantidade de dio>:inas altamente tó>:icas~ 

Os tratamentos clássicos de efluentes das indústrias de polpa e pa-

pel S~Q lago2s aeróbias. lagoas anaeróbias e lodos ativados. Esses 

tratamentos ciim1nuem as demandas auimicas e bioquimicas de o>:içeniG 

IDOO e DBO, respectivamente) porém mostram-se ineficientes quanto a 

remo~~o da cor~ Segundo alguns autores~ há até mesmo um aumento na 

intensidade de cor destes efluentes após o tratamento (Cammarota e e 

Sant'Anna~ 1992)~ S~o ineficientes também na elimina~~o de clorofenbis 

de ligninas cloradas de alto peso molecular~ Entre outros métodos 

alternativos de remoG~D de cor encontram-se os métodos mistos de ul-

trafiltra~~o/tratamer1to biológico~ ultrafiltra~~o apenas, absor~~o em 

carbono ativado, precipita~~o com sais de aluminio e carbonatos~ r a-

dia~~o ultravioleta e osmose reversa, entre outros (Fairbanks, 1992; 

Eriksson, 1992). 
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~ecenterrente~ dev1do ao lnteresse blico pelo problema ecol lCD e 

ao estudo de novas leis para prote~~b ambiental~ o tratamento de com-

postos organoclorados vem ganhando uma relevada import~ncia. Encarar 

positivamente o controle da polui~~o significa aproveitar residuos e 

subprodutos de forma económica~ 

A escolha de um processo de tratamento deve respeitar os critérios 

economicos de custo/beneficio .. Segundo reportagem da revista Quimica e 

Derivados (Fairbanks, 1992), a tendência em 1991 foi a utiliza~~o de 

sistemas de digest~o anaeróbia de residuos industriais com alta 

Em geral, os tratamentos aeróbios s~o preferidos~ embora o mais 

DQO. 

a de-

quado fosse uma combina~~o das fases anaeróbia/aeróbia, reduzindo o 

custo dos aeradores mecénico~. O tratamento aeróbio foi estimado em 

6~5 a 9,0 US$/ton de polpa, enquanto que o tratamento por ultrafiltra-

tem um custo de 3~0 a 4~0 US$/ton de polpa, similar ao biolbgicc 

da ordem de 3,0 a 4,0 US$/ton de polpa, que somado à neutraliza~~o 

com um custo de 1~(' a 1~5 US$ leva a urn valor ae 7.(1 a lCl,(l US$/ton de 

polpa (Ek e Eri~:sson~ 1987). do custo ser prat1camente o mesmo, 

a ultrafiltra~~o/tratamento biológico é trés vezes ma1s efic1ente que 

a lagoa aeróbia e lodo ativadow 

A capacidade de fungos de descomposi~~o branca degradar clorolig-

ninas e descolorar efluentesp foi tema de pesquisa nos últimos 10 

anos. Estes microrganismos s~o considerados os mais promissores para o 

tratamento de efluentes (Lankinen e cal. 1991). 

Um processo que resultou em patente no ano de 1987 foi o processo 

MyCoR (Mycelial Color Removal). Este é baseado na descolorai•o causada 

pelo fungo Phanerochaete chysosporium imobilizado em um Contactor Bio-

lógico Rotatório (RBC). Entretanto este método apresenta alguns pro-



blt.=mas, que ser~o menc1onados oporturt2mente. 

as e>:igéncias tanto em termos de eficiência de tratamento com=· de via

bilidade econOmica~ oL1tros modelos de biorreatores vem sendo estud~dos 

assim como outros fungos ligninoliticos. 

2. A MADEIRA E A INDUSTRIA DE POLPA E PAPEL 

A madeira é a matéria prima utilizada na obten~~o da polpa e do pa

pel, suprindo cerca de 93 % da necessldade de fibras virgens de todo o 

mundo, enquanto que outras fontes, como Dc\gac;o de cana, palha::: de ce·-

reais e bambus, comportam o restante. 

A madeira é um copolimero constituído de celulose, hemicelulose e 

lignina, com pequenas quantidades de e):trativos e substâncias mine-

O maior componentE em peso seco é a celulose, corres 

3C• a 4(1 %~ as hemiceluloses, em estreita associa~~o com a cElulose na 

parede celular~ constituem L~l q 30% e fazem a 1iga~~o entre celulose 

f"! lignina. A lignina~ age como um agente cirnentante entre as célulc_;:s 

conter- indo i dez estrutural e servindo como um con tre. c 

ataque microbiológico, constitui cerca de 20 a 30 % 
1

da made~r2. Essa~ 

composlc;:Ões var1am de acordo com o tlpo de madeira, es .1.e e 

das mesma~-~ As madeiras s&o classificadas em madeiras duras e mo-

les~ Estes termos sào aplicados para diferencial- t1pos de fibras vege-

tais. E::.:emplo de madeit-a dura ou nhar-dwood~> inclui o eucali sendo 

este amplamente utilizado pelas indústrias papeleiras nacionais. As 

madeiras consideradas duras possuem menor teor de lignina do que as 

madeiras moles. Exemplos de madeira mole ou 1

'softwood·~ seriam o pinus, 
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cedro e clpreste entre oL1tros. 

1.3 COMPOSIC~O DA MADEIRA 

AJ Celulose: A celulose e um polissacarideo linear formado por un2da 

des beta-D-glicopiranose unidas por 1 a~bes 1-4 glicosidicas (Fi-

gura 2)~ 

H 
H 

H 

o 

o 
o 

o~ 

H 
H H H 

Estrutura llnear da celulose. 

Bl Hemicelulose: A hemlcelulose é composta de diferentes un1dades de 

carbohidratos. Estes var1arr1 consideravelmente de um tipo de madeira 

para outro. Nas madeiras duras predominam glicorono>:ilanas (20-3(1 

%) e gllcomananas (1-5 %), enquanto que nas madeiras moles~ galac

toglicomananas (15-2(1 %), arabinoglicuronoxilanas (5-10 %) e arabi-

nogalactanas (2-3 %). 
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C) Lignina: A lignina é um oolimero aromático tridimensional. de e~ 

trutura nào uniforme~ comoosto basicamente de tr~s t1oos diferentes 

de álcoois p-hidroxlnamilicos (Flgura 3)~ A quantidaoe rElativa 

destes álcoois determina o tipo de lignina. L_i.gninas de madeiras 

durC~.s são polimeroE::. mis.tos dos álcoois coniferilico e si.ne<.pil.ico~ 

As ligninas de madeiras moles são princi.palmente oolimeros do ~lco-

ol conifer·ilico. 

1.4 A FABRICACAD DO PAPEL 

Simollflcando todas as etaoasR desde a matéria orima ao papel. te-

ITi8S o segu1n~E e5ouema geral: 

ESPESBADORES. REFINADO~ES. PENElR~~ 
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1.5) NOMEtJCLAfURA E SEQUEN~IA D~ 8RANQUEAMEN10 
Tabela I .. Nomenclatura (Fengel e er~ 19Btr e r·t:.::fer-érlC.lê:!_;:: cit.t0.clt.:;.;.::::,) 

-----------------------------------------------------
ESl ?~GIOS 

-------------
C 1 Ctr .. 3ç: i:\ o 

Extraç~o alcal1na 
Hipoclorit.o 
[lio~<ido de clo~-o 

F'eró;-: ido 

o~-:ig~jnio 

Clora~ào com pequenas 
concentra~bes de ClD2 
Sequência de Branque
amento sem lavagem 
in termed i2,r i i::\" 

Branqueamento com a 
mistura Cl2 e CI02 
Clora~~o a bai>tas 
concen tr.3ç;: ['5E::'S
BranqtJeamento fase 

Q.zónio 
r;cidc 

CDMPOSIÇ~O QUIMICA 

C l·o 
~ 

NaU H 
Nane 1 + I~ a UH 

+ NaCJH 
+ l·bOH 

[i~:, + 1\lc~DH 

Cl,-:t + íC1 

ClD2/Cl2 
Cl~/NaDCl + NaDH 

L 

Cl02/NaDCl + NaOH 
Cl2 + ClOco 

C h 
c l [i~2 

S l1·1t<DL. DS 

c ,, 
H 
I; 

F' ou F·/E: 

[I 

D/C 
C/H 
D/H 
C + D 

(c) 

Tabel~ II. de Branqueamento mais Utilizada na lndG~tr 2 

e1 e Wegner~ 1984 e refersncias citadas). 

!semi-branqueados 

Du2. T~rc-
lparcialmente semi-branqueados 

C-H--E_---H 
C·-D·-E-D 
C-E-H-·D 
0-C:-·-E·-··H 
C!-C·-E-D 
C-D·-0--D 

C-E-H+·-D 
C--E -H--D-F' 
C.-E~ --H-E -H 
C-E-D·-E-D 
C-E---D-i=·-D 
C-E-H-E--D 
C-H-D-E-D 
D-E--D-E-D 
C-CJH-E-H-H 
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Os efluentes originados durante o branqueamento das polpas auim1-

C2S com Cl~ e/ou CIO~ (es "- ~ 
io conhecido como clora~~o ou es i o C) 

( Fi(]Ur2. 1) seguida por extra~~o com NaOH, com ou sem o>:ig~nlo, no se-

gundo estágio conhecido con1o e>:tra~~o alcalina (El) s~o em geral com-

postos organicos clorados~ mais conhecidos como cloroligninas. As elo-

ror-oligninas s~o compostos de elevada massa molecular e os principais 

responsáveis pela colora~~o escura dos efluentes. 

Foram identificados mais de 30(1 compostos orgânicos clorados nes-

tes efluentes (Eriksson, 1992), desde os mais simples como, compostos 

fenólicos clorados, ácidos carboxilicos e hidrocarbonetos até uma 

cla~-se de·f in ida. de cloroligninas nocivas, com peso molecular médio 

maior ou igual a 1 kDa (1000 g/mol). Cerca de 70% dos compostos orgé-

nlCOS clorados s~o encontrados sob a forma de cloroligninas (Haggblom 

e Salkinoja-Salonen~ 1991 e refer~ncias incluidas). Uma pequena qLian-

tidade de dioxinas ídioxanos e furanos cloradcs) também foram encon-

Estes compostos s~o bio-acumulàtivos e genotóxicos apesar de 

estarem presentes a niveis de tra~os. Entretanto as dioxinas l2JT; 

reduzidas quase completamente por excl do cloro molecular 

sequ~ncia de branqueamento (Eriksson~ 1992). 

Na polpa ~:raft obtida a partir de madeiras duras, estima-se que 

cerca de 3 kg de compostos org~n1cos clorados s~o forrr,ados po~ tonela-

da de ueamento convencional. A maioria de;;::,tes 

compostos s~o recalcitrantes. Foi demonstrado que clorofenóis e deri-

vados sào acumulados nos sedimentos das lagoas de tratamento, além de 

muitos outros compostos org~nicos que também se acumLtlam ao longo da 

cadeia alimentar (Haggblom e Salkinoja-Salonen, 1991 e referéncias in-
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cluicl2~.} ~ As clorol1gn1nas n~c podem oenetrar na men1brana celL1lar dos 

organ1smos v1vos~ porém poden1 ser degradada~ lentan•ente pela ~çào com-

b.in2.da de fatores fisicos~ OLtimicos e bio}6g1cos gerando con1 os.- de 

massa molecular- reduzida qL\e igualmente seriam nocivos ao ecossistema 

aquático~ Estes con!pC•stos também impedem 2 absor~~o de luz nos corpos 

receptores (Cammarota~ 1991). 

Durante a degradaç~o da clorolignina e clora~ào de residuos fer16-

licos, s~o formados os clorofen6isp compostos de baixo peso molecular~ 

Estudos realizados por Heimburger e colp (1988) mencionam que os f e-

nóis clorados representam menos de 2 % do cloro orgênico nos efluentes 

de branqueamento~ embora contribuam enormemente para a toxicidade do 

efluente# S~o três os tipos de fenóis clorados predominantes: cloro-

guaiacóis.~ clorocatecóis e clorofen6is (Figura 4). Deste grupo~ o te-

t.rac 1 oroguc1iaco l é o mais tóxico~ Os efeitos tóxicos dos liquores 

clora~~o s~o normalmente ma1s baixos do que os da e>:tra~~o 3.1c.a1ina: 

entretanto, devido a li ~o de grandes volumes dos liquores de elo-

zidosE a toxicidade é muito alta. 

CHO CHO 

Clx~ Clx Clx~ a,~ Clf91 Cl* 

~OCH; OCH3 OH CH30 OCH3 CH30 OCH3 
OH OH OH OH OH OH 

FENÓIS GUAIACÓIS VANIUNAS CATECÓIS SIRINGOIS SIRINGALDEÍDOS 
CLORADOS CLORADOS CLORADAS CLORADOS CLORADOS CLORADOS 

EFLUENTES DE POLPAS KRAFT 

FigL,ra 4. Fenóis clorados predominantes (Kringstad e Lindstrom, 1984). 
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Est~o presente~ rfOS efluentes~ em peqL\enas propor~bes, compostos 

ácidos~ Estes podem ser subdivididos em c1nco c 

Kringstad e Lindstrom (1984): ácidos gra>~os, hidro>:iàcidos, àc1dos d1-

carboxilicos~ àcidos aromáticos e ácidos resinosos. Os àcidos acético 

e fórmico s~o quantitativamente os ácidos mais importantes. r da 

pequena concen ~o nos efluentes, os compostos ácidos contribuem em 

até 9(1% para a toxicidade dos efluentes (Cammarota, 1991). 

O metanol e vári0 tlemiceluloses s~o os compostos neutros 

nantes. O metano! é formado pela degrada~~o oxidativa dos grupos meto

>:ila da lignina residual~ Compostos neutros consistem de hidrocarbone-

tos clorados saturados e insaturadosf aldeidos, cetonas~ benzeno elo-

rados e vários ésteres. O caráter apoiar lipidico de alguns destes 

compostos sugere uma propensào à bioacLtHILtl nos tecidos vivosf ape-

sar de estarem presentes em pequenas propor~bes (Voss, 1983) 

1.7) CARACTERIZACAO DOS EFLUENTES DE BRANQUEAMENTO 

Os efluentes s~o caracterizados por sua DBO, DQO~ cor, mutageni-

cidade, e to>:icidade aguda e cr6nica. 

A DQO (demanda quimica de oxigênio) e a DBO (demanda bioquimica 

de oxi io) est~o relacionadas com a quantidade de oxigénio requeri-

do, no corpo receptor, para oxidar os compostos presentes no efluente. 

O= efluentes da polpa branqueada, além de apresentarem uma colo-

ra~~o escura possuem elevada carga organica. A cor indica a presen~a 
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de compostos inib1dores que em ser e}:tremamente deletérlDS rto am-

biente aquático~ Os componentes cromóforos do efluente El s~o princi-

palmente fragmentos poliméricos oxidados de lignina contendo cloro. 

A mu icidade é uma medida da capacidade do efluente em indu-

zir muta~bes genéticas~ sendo comumente determinada pelo teste de 

Ames~ o qual~ utiliza a bactéria Salmonella typhimurium TA 1535. 

A toxicidade aguda é definida como os efeitos decorrentes em um 

periodo curto de tempo, de 24 a 96 horas~ Os testes empregam, geral-

mente microcrustáceos (Daphnia similis), peixes (Cheirodon notomelas) 

e algas (Chlorella vulgaris) (Araújo e col. 1991) com uma restrita 

utiliza~~o também de bactérias, especificamente Spirillum volutansR 

A to}ticidade crónica é definida como os efeitos decorrentes da 

exoosiç~o ao efluente por longos periodos de tempo no minimo 7 dias~ 

Neste teste qualifica-se crescimento~ metabolismo e habilidade 

reprodutiva. Em geral empregam-se pe1xes (Truta arcoires) como or-oa-

nismos teste. 

o Fator de Emiss~o de Toxicidade (TEF) é determinado em ''m3 de 

' efluente letal' 1 por tonelada de polpa. Calcula-se utilizando-se a con-

centraçào média letal (LCsc1 ) para pei>:es ou outro~ organismos teste 

rague, 1991). 

média da libera~~o de efluente m3/ton de produto 

TEF = 
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1.8) METODOS EMPREGADOS NO TRATAMENTO DE EFLOENTES: NOVAS TENDENCIAS 

As técnicas atualmente empregadas no tratamento de efl 

lagoas aeróbias e plantas de lodo ativado~ As lagoas aeradas (Figura 

tanques, de profundidade média entre 2 e 5 metros, equi pc~clas 

com rotores de aera~~o. A vantagem das lagoas aeradas artificialmente 

~-ob!"e as 11 naturais 11 é a menor àrea ocupada e a possibilidade de 

troleT o teor de oxigênio dissolvido independentemente das condi~bes 

A maior desvantagem reside no custo dos equipamentos e 

no gasto de energia elétrica (Branco e Hess, 1975)n Normalmente a to-

xicidade aguda é removida nas lagoas aeróbias. Entretanto, 

Kolar (1985), demonstraram que ligninas cloradas de alto peso molecu-

lar nào podem ser degradadas por um consórcio de isolado 

destas lagoas. Este tratamento poderia ser mais efetivo se a biomassa 

pudesse ser separada do efluente e recirculada (Ek e Kolar, 199(1). Os 

lodos- (Figura 61 proporcionam uma melhor redu~~o dos c 

dos (40 %) do que as lagoas aer6bias (25 hJ~ (Eriksson 1992)~ O 

cesso consiste basicamente na agi ~o dos efluentes em pl·-esença de 

microrganismos e de oxig~nio atmosférico~ durante o tempo necessi.:u- i o 

para metaboli;:a,- e flocular uma grande parte lCd. 

(Branco e Hess~ 1975) Entretanto~ apesar de mais eficiente, o lodo 

ativado apresenta uma séria desvantagem~ que é a formaç~o 

de lodo. Atualmente já existem programas que consideram a bioremedia-

~ào deste lodo como fertilizante para o solo (comunic o pessoal de 

M. Ortolando, biólogo da Ripaea S.A.). 

A ultrafiltra~~o do efluente de extra~~o alcalina é uma ótima al 

ternativa, além de apresentar um custo razoável (3-4 USS/ton polpa) 



COMPRIMIDO 

(a} ( b) 

Figura 5. Lagoa aeróbia: modelos de tanques de 
a) com ar difuso e b) com aera~~o superficial. 
(Branco e Hess, 1975). 

A A L VADA M SSA MOLECUL R E E 

E STÁGIO E 
ULTRAFllJRAÇÃO 

ESTÁGIO co TRATAMENTO 

BIOLÓGICO 
E FLUENTE 
TRATADO 

Figura 7. Tratamento combinado Ultrafiltra~•o/Tratamento biol 1 

co (Eriksson, 1992). 
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ROTOR DE AERAcÃO Nt 1 

EFWENTE 

TRATADO 

Floura b. Esauema qeral de uma planta de lodo ativado 

(Branco e Hess, 1975) 
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tBoman e col. 1988)~ Entretanto~ aoós a ultraf1ltra~~o. D efluente 

permenece agudamente tó>:ico, fazendo-se imprescindivel um trate\mento 

biológico como complemento do processo de ultrafiltracào (Figura 7). 

O tratamento anaeróbio alternado ao aer6bio é a atLial tendência, 

s incrementa consideravelmente a eficiência do tratamento, reduzin 

do o tamanho das esta~bes e o tempo de residência (Fairbanks, 

Eriksson~ 1992 e Ek e Eriksson, 1989). Na Finlandia Já está sendo 

aplicado o tratamento combinado anaeróbio-aeróbio, chamado Enso-Ft•-

nox~ A redu~~o dos halogénios organicos adsorviveis íAOX) é semelhante 

ao de lagoas aeradas~ porém ao invés de 7 dias, o mesmo resultado ~ 

obtido após 7 horas. Nestes tratamentos menc1onados a porcào de massa 

molecular elevada dos hal ios org~nicos adsorviveis, nâo sào degra-

dadas (Ek e Eriksson~ 1989). 

alternativa aue está sendo analisada é a utiliza~~o de b.io-

Em um estudo realizado por Fahmy e coi. (1991)~ eles compa-

raram um reator aeróbio de leito flulzado (AFBJ com reatores 

bio-aeróbio em série (AAS) e anaeróbio-aeróbio com recircula~~o (~A~). 

detalhes:. s:,erão discutidos;. no tópico 11 bioreator·es 11
" blom e 

Salkinoja-Salonen (1991) estudaram um tratamento sequencial de reator 

anaeróbio de leito fluizado e reator aeróbio de leito recheado~ 

Outros tipos de tratamento n~o biológicos como absor~~o em carbo

no ativado ou resinas sintéticas~ osmose reversa~ oxidaç~o quimica ou 

fotoquimice<. ~ precipita~~o por poliaminas~ precipita~ào com 

aluminio e carbonatos~ irradia;ào ultravioleta e troca iônica, S~Q 

processos que apresentam limita~ôes tanto a nivel económico como t~c

nico, impossibilitando a aplica~~o industrial. 
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Sendo ass1m tratamento de efluer,tes por fungos lign1noliticos ~ 

um campo bastante prom1ssor. 

1.9) TRATAMENTO BIOLOGICO DE EFLUENTES 

A capacidade de fungos de descomposi~ào branca descolorar eflLlen-

te ~~raft e degradar cloroligninas é discutida há mais de 1(1 anos (Lan-

kinen e col~ 1991 e referéncias citadas)~ O processo MyCoR (Chang 

col~ 1987)~ já referido anteriormente~ utiliza o fungo P~chrysosporium 

imobilizado~ Neste tratamento há uma redu~~o marcada do cloro orgênico 

total (TOCJ) em 70% e da cor em 80 %, porém existem alguns problemas 

como alto consumo de oxigênio, tempo de residéncia restrito e perda de 

biomassa fungica, que tornam este processo inviável economicamente 

(Fitzsimons. 1990; Cammarota e Sant'Anna~ 1992). Vários estudos mos-

traram a habilidade de P~ chrysosporium em degradar muitos tipos de 

compostos aromáticos cloradcs e Gutros organopoluentes (Hammel. 1989). 

Recentemente, Bergbauer e col (1992) reportaram sobre um fungo co-

leomvcete, Stagonospora gigaspora capaz de mineralizar e solLtbiliz~r~ 

' sob certas condi~bes~ compostos derivados de lignlna~ removendo 9(1 

da cor de efluentes de branqueamento CEH~ Os efluentes da sequ~nc1a de 

tratamento EOP revelaram serem mais persistentes ao a ue T 

mesmo assim a to>:icidade aguda diminu1u consideravelmente nas dois ca 

so~ (44 e 88% respectivamente). O fungo Trametes versicolor~ estudado 

por Paice e col. (1989) e Reid e col. (1990) e Roy-Arcand e Archibald 

(1991) entre outros, demonstrou ter um potencial enzimático in teres-

sante, sendo estudado sob este aspecto também no branqueamento da pol-
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pa kraft (Bou~bor~nais e Paice~ 1992)~ Fenoloj:idases tipo-lacase s~o as 

principais enzimas O>:idativas secretadas por este fungo de descomposi-

~~o branca. Foi observada uma redu~~o considerável do ADX de eflL1entes 

de cloraçào e un1a completa mineraliza~ào de organoclorados tb>:icos. 

Hatak.ka e col ~ ( 1990) e::..::.tudaram fungos ligninoli.ticos com 

cial no tratamento de efluentes. Além de P» chrysosporium, Phlebia ra-

diata demonstrou uma grande perspectiva, especialmente por apresentar 

um 11 pooln de enzima_s li,:;:ninoliticas em meio contendo efluentE·~ A cor 

fo1 quase integralmente reduzida e observou-se 50-60 % de redu~~o de 

AO:X:~ 

fungos representarem o grupo de microrganismos ma1s 

aptos na mine~aliza~~o de compostos xenobióticos, existem estL1dos rea-

li:zado=:. com bactt~rie.s t::· le\Iedur-a-::; capazes de roetaboliZêiT cnnm,-,c. de-

r1vados de lignina. Duas patentes foram publicadas em 198(1 e 1984 por 

e Davis sobre a utiliz da bactéria patogênica Pseudomonas 

aeruginosa de e·f luente" Ct mesm2. 

Efici~ncia CC)f- e de o de DCID) 

se comparada aos fungos 1l!enclonado;:::: .• Outras como Acinetobacter sp., 

Alcaligenes sp.~ Bacillus subtilis e a levedura~ Candida albicans e~-

' tudadas por Vasudevan e Mahadevan (199(1) apresentaram potencial na de-

grada~ào de lignina. O actinomvcete Rhodococcus rhodochrous e cap0z de 

compostos modelo de lignina (Andreoni e col. 1991) utili-

zando este polimero como única fonte de carbono~ Esta é uma proprieda-

de intrinsicamente importante na escolha de micro~ganismos para trata-

mento de efluentes, pois um dos problemas é justamente a utiliza;~o de 

fontes adicionais de carbono e/ou nitrogênio, que transforma um trata-

menta eficiente, como os já mencionados acima em inviaveis economica-
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mente~ 

1.10) FUNGOS IMOBILIZADOS 

Nos ú 1 ti mos:, anos intensificaram-se as pesquisas sobre ct?lulas 

imobilizadas no tratamento de residuos industriais (Ancelmo e.Novais, 

1992 e referências citadas)~ E notório o crescente interesse na utili-

fungos filamentosos para tais propósitos~ Foi estudado 

Ancelmo e Novais (1992 a,b) o tratamento de residuos fenólicos por Fu-

sarium flocciferum imobilizado em poliuretano. Os resultados comprova-

ram o potencial de aplica~~o do micélio deste fungo imobilizado para 

remo~~o de compostos t6xicos. 

Foi estudado recentemente por Cammarota e Sant'Anna (1992), P. 

chrysosporium imobilizado em nylon em um biorreator de leito recheado 

para o tratamento de eflLtentes. Os resultados obtidos foram comparados 

com r~~ BC e co l ~ ~ 1987). O fungo imoblllzado em 

um bioreator de leito rect,eado foi tào efic1ente quanto o processo My-

CoF:, em de operar com um tempo de res1dênc1a ma1or e L!~l-

ar ao J..nvés- de o::-:.lg"ttTilO. 1~1e::::.sner e col~ (19B'~i) estudaram F'. 

chrysosporium imobilizado em um biorreator do tipo leito recheado. o 

processo foi denominado MYCOPOR. 

Além de P. chrysosporium e F~ floccuciferum também foram testa-

dos para imobilizaçào, outros fungos com resultados bastante interes-

santes como Coriolus versicolor. Este fungo imobilizado em alginato de 

cálcio remove 80 % da cor do efluente em três dias, com a utiliza~~o 

de sacarose como fonte de carbono (Livernoche e col. 1983). 
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Em um sistema semelhante ao RBC, Trichoderma sp~ demonstroL1 0.er 

eficiente, red~zindo 85 % da cor e 25 % da demanda quimica de o>: i 

nio, após três dias de cultivo, em condi~bes ótimas de crescimento 

(Prasad e Joyce, 1991). 

Segundo Cheetham e Bucl~e (1984) e Nicol e cal. (1988), sob cer

tas condi~bes~ a imobiliza~~o confere maior estabilidade e eficiencia 

ao processo~ 

1.11) FUNGOS: UM CONCEITO 

Neste trabalho utilizamos duas classes de fungos: Ascomycetes e Ba-

sidiomycetes. 

Foram reconhec1das até 1983~ 28#650 espécies de ascomvcetes. Estes 

juntamente com os basidiomycetes, são denominados fL1ngos superiores, 

devido a comple>:idade de sua estrutura. O micélio frequentemente forma 

pleténquima (tecidos de fur1go)~ especialmente em frutific A fu-

s~o sexual dos núcleos dos ascomycetes ocorre dentro de uma célula sa-

cul1forme~ o asco, principal caracteristica deste grupo. Ocorrem em 

uma ampla variedade de substratos~ solo~ esterco, madeira~ alem de se 

apresentarem no ambiente tico. E conhecida a aplica;~o de mLtitos 

destes fungos na produ~ào de enzim2s, ácidos org~nicos, antibibticosf 

na indústria alimenticia~ na produ~~o de proteína unicelular e contra-

le biológico de pragas (Webster~ 1980; Hawksworth, 1983; Seifert~ 

1991: Reyes e col. 1992). 

Os basidiomycetes, considerados como os mais evoluidos dent~e ou-

tras classes de fungos por apresentarem um sistema ligninolitico bas-



tante desenvolvido~ contam com 16.(1(1(• cies cosmopolltas~ Distinto 

das demais classes caracteristicamente pela produ~~o de esporos 

>:uais, basidi6sporos, os quais est~o conectados e>:ternamente ao 

basidioM Podem ser saprófitos, parasitas, simbióticos e micorrizicosw 

S§:o aplicados na indóstria alimenticia, na produ~~o de enzimas, 

biopolpac;:i::lo~ no biobranqueamento de efluentes, na forma~~o de ectomi 

corrizas, etc (Hawksworth, 1983; Seifert, 1990),. 

Os fungos s~o classificados conforme o tipo de degrada~~o que cau-

sam em: a.) Fungos dE· descomposic;ào branca ( "vJtlite-rot~') ~ os quais. ata

cam indistintamente os trés componentes da madelra (celulose, hemice-

lulose e lignina) com velocidades similares [Kirk e Farrell, 1987); 

b) Fungos de descomposi marr-om ( 0 brov.;n-rotu), os. quais degradam 

polissacaridica da madeira~ caLISando limitadas modific 

lignina~ sem altera~~o do anel aromático e sendo os princ1pais forma-

dores de humus~ c) FungDs de pc.1drid~o m,;:~cia. ("soft-r-c•tn)!< os. quais. de-

gradam lignina mais lentamente do quE os polissacarideos. produzindo 

um amolecimento caracteristico na superfic1e da madelra 

1990) ~ 

Ou.tro:::.~ fungos associados a deteriora~~o nào degradativa da madeira 

sâo os- chamado::. de tingimento azul ( "blue staining fungi" (Fengel e 

Wegener ~ .1984) ~ 

O basidiomiceto, de descomposi~ào branca, P~ chrysosporium, isolado 

no inicio da década de 70~ é o mais extensivamente estudado e conside-

rado o mais eficaz. Na F1gura 8 podemos observar um esquema hi ti co 

da degrada~~o da lignina por um fungo de descomposi~~o branca. 



Figura 8. hipotético da degrada~ào de l1gnina causada por um 

fungo de descompos ~o branca. 



25 

J.12) ENZiMAS 

O interesse crescente na aplica~~o de mic·rorganismos produtores de 

enzimas capazes de despolimerizar lignina, é notório dado o número de 

publica~bes na área de tratamento de efluentes. Até 199(1 foram regis-

tradas acima de 2.000 além de 250 trabalhos e documentos n~o pLtblica-

dos (Eysenbach e col. 1990). S~o vàrias as enzimas envolvidas na de-

ligninaw A seguir discutir-se-a aquelas consideradas as 

mais importantes para aplica;~o na bioremedia~~o de efluentes. 

A) FENOLOXIDASE (LACASE E PEROXIDASE) 

Estudos sobre lacase e outras enzimas o>~idantes de fenóis~ de-

monstraram que em adiç~o a capacidade de polimerizar fenó1s. também 

degradam lignina e compostos modelo, sob certas cond bes (Ferrara~ 

1988). 

LACA SE 

Sào proteinas ligadas ao cobre bivalente~ o qual é reduzido 

durante a o>:ida~~o de fen61s (Figura 9) e subsequentemente oxidado no-

vamente ao es io bivalente pelo o~:igénio (Forss e col 1989)~ As la-

cases catalizam a polimeriza~~o oxidativa de compostos fenólicos~ os 

quais s~o facilmente removidos por filtrai~O. Sob certas condiibes, 

clivam uma ampla gama de compostos fenólicos sintéticos e 

(Roy-Arcand e Archibald, 1991). 

biológicos 
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lacase + r2..d1cal ( l ) 

2 (Cu+)lacase + 1/202 + 2 H+ ~2 

• 

6- 6-&-ó, ., .. , 
r 

Figura 9. Esquema do mecanismo de aç~o das lacases~ 

normalmer1te envolve um mecanismo de remoç~o de um 

e um próton do fenol com 8 forma~~o de Llm radical mesomérico 

F'EF~O>: I DA~3ES 

Em um ciclo catalitico normal~ a forma férrica da enzima é oxi 

dada por peróxido de hidrogênio para oxi-ferril, estado conhecido como 

to I. O composto I é ent~o reduzido por duas transferências con-

secutivas de um elétron, para o Composto 11 (Figura 10). Fenóis ou 

e.minas aromáticas s~o os tipicos doadores de elétrons para 

tr-ansformando-se em radicais livres, os quais subsequentemente 

derivam produtos estáveis~ As peroxidases s~o sensiveis a excessivas 
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concentrac;.bE·:..s de podenoo~ sob certas condi~bes~ converter a en-

zima em um composto menos ativo, denominado Composto III (Figura 11)~ 

Lacases e Pero>:idases oxidam compostos fenólicos. Os produtos 

resultantes da o>:ida~ào pollmerizam-se espontaneamente formando com-

insolúveis; podendo ser removidos por precipita~~o, f i l à o 

ou centrifuga~~o (Davis e Burns, 1990). 

B) LIGNINA-PEROXIDASE OU LIGNINASE 

Em 1983 foi descoberta simultaneamente por ~~irk e Tien e Gold 

e cal., uma enzima extracelular em culturas ligninoliticas de P. chry-

sosporium~ Esta enzima estaria relacionada a O>~ida~~o de compostos mo-

noméricos e diméricos derivados da lignina e limeriza~~o parcial 

da mesma em presen~a de peróxido de hidrogênio. 

As ligninases~ uma classe de isoenzimas~ s~o hemo-proteinas de 

peso molecular" 42.00(1 Da e ponto isoelétrico 3~5 (Tien e ~~irk 1 <;;'84 : 

Gold e col~ 1984), que requerem para sua ativ1dade. Possuem um 

potencial de oxida~~o superior as pero>:idases tipicas como a pero>:ida-

se de raoanete (HRP)~ Apresentam uma ampla especificidade para uma sé-

de compostos aromáticos, sendo capazes de oxidar fen6is a quino-

suger--indo um acoplamento O>:idativo, permitindo a 

(Cammarota, 1991). Na Figura 12 está representada a quebra hipotética 

da lignina por ai~D de lignina-peroxidase. 



C.: - L igni na Oxidado L ignina 

Produ tas de 
degradação 

/ 

HzOz H20 

-"---=--_/"'---_._, ~eií? 

Composto I 

Lignina 

Lignina ox. 

~ 
~ 

Produtos de 
degradação 

Figura l(i. Fero>:idase: Clclo catalitico normal (~~irk, 1987). 

COMPOSTO li! FORMAÇãO DO COMPOSTO li! CICLO NORMAL DA PEROXIDASE 

F 11. Interrela~ào entre de de uma peroxida-

28 



OHC'© 

OHC'© 

H+ -• e 

Figura 12. Esquema hipotético da a~~o das ligninases sobre a 

lignina (Kirk, 1987). 

28 
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Cl MANGANES-PEROXIDASE (Mn-Pl 

Em 1984, Kuwahara e col. identificaram em culturas de P. chrysospo

rium uma outra peroxidase extracelular~ dependente de Manganés e de 

H202 oara a sua atividade. Manganês-pero>:idase é uma classe de isoen

zimas com peso molecular de aproximadamente 46.000 Da e ponto isoel~

trico entre 4~2 e 4,9qcontendo um moi de ferro porfirinico IX/mol de 

enzima (Glenn e Gold, 1985). A enzima oxida Mn II a Mn III conforme o 

esquema abaixo (Figura 13), com subsequente o~idaç~o de uma grande va

riedade de fenóis e corantesw 

Figura 13. Mn (li) é oxidada a Mn (III) por uma peroxidase dependente 

de 1"1n., 

Tanto Lignina-peroxidase como roxldase~ s~o importantes 

na descolora~~o do efluente Kraft. O papel destas duas enzimas no tra

tamento de efluentes foi discutido por l1ichel e cal~.~ (1991) ~ 

Dl BETA-GLICOSIDASE 

~-D-glicosidase (celobiase, ~-D-glicose glicohidrolase) catalisa a 

hidrólise de celobiose e oligossacarideos solúveis a D-glícose, porém 

nlo degrada celulose. Sugere-se o envolvimento do Anion carboxilato na 

atividade catalitica. A glicose é um potente inibidor da atividade de 
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l1cosidase possui ativ1dade transferàsica (Wood, 

1985) . Essa propr1 ade torna esta enzima essencial no tratamento de 

efluE•ntes~ s permite que o escasso a~úcar disponivel no eflLtente 

seja transferido para a lignina (Figura 14 >~ tornando este um subs-

trato adequado para o ataque fúngico. Foi demonstrado por ~~ondo e col~ 

( 1989) ' que a degrada~~o depende da atividade de transglicosila~~o de 

glicosidases secretadas pela maior parte dos fungos de descomposi~ào 

OH 

h?-1 
oH'-f ,;!3/ Q)o 

~-o . 

Llpnlng 

~ glicosidase 

Figura 14. Rea;ào de transglicosilaçào. 

Llgnlna 



1.13) BIORREAlORES 

O uso de biorreatores Ma àrea de tratamento de efluentes parece 

ser uma op~~o interessante na qualidade de tornar o processo mais efi-

ciente. A seguir seram descritos alguns dos modelos mais empregados 

para este fim. 

Contactor Biológico Rotatório (RBC): Foi testado com o fungo P. 

chrysosporium imobilizado por adsor~~o nos discos, os quais est~o par

cialmente submersos no efluente (Figura 15). Este processo perm1te a 

redu~•o eficiente do conteúdo de cloro ligado a moleculas orgànicas e 

cor produzida pelas cloroligninas (Chang e col., 1987 e Prouty, 

1990), como já comentado anteriormente. 

F . 15 Esquema de Contactor Biológico Rotatório. 

Lewandowski e col. (1990) testaram a degradailo d~ 2-clorofenol 

por P. chrysosporium em duas configuraibes de reatores: Reator de lei

to recheado, com madeira balsa para imobilizaiao do fungo (Figura 161 
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1 
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Fiaura 16~ Esquema de um reator de leito recheado. (1) tanque de arma-

zenamento; (2) bomba~ (~~) filtro de 21,...; (4) flu>:o de ar; 

(5) tubo para passagem do ar; (6) difusor poroso de ar; 

(7) leito recheado; (8) reator e (9) empacotamento (Reis e 

Sant'Anna, 1985). 
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02 um ree~tor de m.1sturc:1 perft:1i.tE\ (nwell-mi>:ed 11 ) quE\ utiliza_ esferas:. de 

alginato para imobiliza~~o. Os dois sistemas mostraram-se efic.1entes e 

aparentemente descreveram uma cinética michaeliana~ 

Outros experimentos com biorreator, utilizaram Phlebia radiata 

imobilizada em um suporte plástico para decréscimo de AOX. O bioreator 

consistiu em uma garrafa de vidro de 2 L de volume e foi operado em 

sistema semi-continuo~ Durante o primeiro dia, a remoçào da cor foi de 

mais r~.pidê:\ que a degradai~O de AOX ( 10 %) ' demonstrando Etparen-

temente cinéticas d1ferentes (Lankinen e col. 1991). 

Haggblom e Salkinoja-Salonen (1991), testaram um tratamento se-

de um reator anaeróbio de leito fluizado e um reator aer6bio 

de leito fi;.:o (Figura 17) com bons resultados na deg 

postos clorados de alto .e baixo peso molecular. O tratamento combinado 

reduz significativamente a DQO (30-65 %), a DBO (60-80 %) e AOX ( ~70 

4 

AMOSTRAm 

2 3 

Figura 17 .. de um tratamento sequencial: reator anaerbbio de 

leito fluizado/reator aeróbio de leito fi>:o~ 1. de 

a limem bomba de alimen bomba de reciclo 

(filtro anaeróbio) 4~ bomba de reciclo, , 6 e 7~ 

entrada e saida de ar. As amostras foram colocadas nos pon 

tos I (etlL;ente de entrada), I I tratamento anaerbbio) 

e III (após tratamento aeróbio). 
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A remo~áo de AOX (5(1 %) foi ma1s significativa no rea c. anaer6b1o 

do aue no aeróbio (2Ct-3(l %)~entretanto as ta>:as de DQO e DBO forarn 

muito bai>:as ou negativas no sistema anaeróbio. Esses resultados suge-

rem que a combina~~o dos dois sistemas anaer6bio/aer6bio é uma v1a 

atrativa e adequada no tratamento de efluentes~ 

A combinaç&o de um método fisico (ultrafilt com o tratamento 

biol lCO, foi estudado por Boman e col. (1991). Primeiramente o 

efluente El foi filtrado através da membrana e sucessivamente tratado 

em trés sistemas biológicos, lagoa aerada (Figura 18), reator fungico 

(Figura 19) e filtro anaeróbio (Figura 20). A cornbina~~o dos tratamen-

tos (fisico e biológico) demonstrou ser uma ótima alternat1va jà que 

reduziu os valores de DQO (72 %), DBO (95 %) e AOX (66 %)~ 

.Em 10 Internacional de Polpa;~o Quimica da Madeira~ 

em Paris~ Ek e Eriksson (4th Int. Symp. Wood Pulping Chem~, Paris) 

haviam apresentado um trabalho com a combina~~o destes dois métodos 

ico). O mesmo processo segue vigorando nos es-

tudos de Eriksson até o presente momento (Eriksson, 1992) 

A biodegrada~~o de compostos organicos clorados de um efluente (C 

e E) em um biofilme ad ado a um biorreator de leito flu1zado foi es-

tudado sob condi~ôes aeróbia/anaeróbia. Dois reatores combinados em 

série foram comparados com um di aeróbico simples (F2gura 21). 

Em geral o sistema anaeróbio~ reduz a DQO e AOX. Com um de 

residéncia de 18 horas em cada reator, a DQO e ADX decresceram normal-

mente de 15-32 % em cada reator aeróbio~ enquanto que no anaerbbio 

houve somente o decréscimo tipico é de 4-15% (Fahmy e col. 1991). 

Recentemente foi publicado por Cammarota e Sant'Anna (1992), o mo-

de lo, também empregado em nossos estudos, do reator de leito recheado 
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a 

Figura 18~ Sistema de lagoas aeróbias, a) efluente armazenado no re 

frigerador a 4°C, b) bomba de influente, c) três es lOS~ 

equivalente ao volume de uma lagoa aeróbia mantida a tempe 

ratura·ambiente (20-22°C), d) aera~~o, e} unidade de sedl 

menta~~o, f) reciclagem de sólidos, g) coleta do eflLtente 

(Boman e col~ 1991). 

b g 

e 

c 

a d 

Figura 19. Reator fungal. a) efluente armazenado no ref 

4°C, b) bomba de influente, c) fermentador "alrlift" d) ba-

nho termostatizado a 37 °C, e) suplemento de ar, f) efluen-

te, g) bomba sincronizada para o efluente com uma bomba pa-

ra o influente (Boman e col. 1991). 
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h 

Figura 20. Desenho esquemático mostrando um sistema de filtro anaerb-

.. bío. 2) efluente armazenado no refrigerador a , b) bom-

ba de influente~ c) aquecimento termostatizado, d) trocador 

de calor, e) medida do sistema de reduiao, f) banho termos-

tatiz2do 2 30°C, g) filtro anaeróbio (0,5 L) com um sistema 

de movimento lento e h) coleta do efluente. 
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Figura 21. Sistema de reator de leito fluizado íFB) ~ FB-reator de 

leito fluizado de duas fases~ AFB-·aeróbio simples, AASl-

primei~-o li O i o 

a.eróbio em FB no AAS,AAR1-anaer6bio FB no AAR~ AAR2-aerb-

bio FB no AAR, RP-bomba de recirculaç~o para fluidiz 

.. 
SRP-bomba de recircula~~o no reator AAR) de reciclo anae-

r·óbio-anaeróbio~ FP-bomba de retorno, GT-tanque de gàs (ae-

ra~~o ou oxigénio liberado por N2) , As linhas finas indi-

cam circula~~o interna do FB, as linhas grossas indicam o 

sistema de fluxo (alimen ~o, efluente, sistema de recir-

culaiàD) (Fahmy e col. 1991). 
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Gs dois sistemas? a) biorreator de leito 

recheado com P. chrysosporium 1mobilizado e b) MyCoR RBC foram compa-

rados na descoloraç~o do afluente Kraft El. 

Problemas como perda de biomassa, altas concentra~~es de oxigênio 

e tempo de residéncia nào foram encontrados no sistema (a). O fato 

deste operar com ar ao invés de oxigênio é uma das grandes van 

observadas além do tempo de residência# O biprreator de leito recheado 

pode operar, sem perda de eficiência por um periodo de apro>:imadamente 

70 dias. Os resultados obtidos foram 70 % de descolora~~o, 64 % de re-

mo~~o de fenóis, 50 % de DQO e 7 % do cloro org~nico. 

O balanço de substrato padr~o para um biorreator de leito recheado 

pode ser matematicamente tratado como: 

[dsJ 
OSs - OSo 

Se o modelo de Monod é assumido, tem-se que: 

[dsJ -1 
""-

[dtJ y >: /s 

·-1 
qs = 

\{ }~ / s:. 

-1 [ds] 
qs = 

;: [dt] 

(dsJ 
= - qs ;: 

[dtJs=se 

Onde: qs é a velocidade especifica de consumo de substrato. 

O é a fluxo de entrada do efluente (m3 d 
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V é o volume do liquido no reator (L ou 

X é a concentra~~o de bioma~sa (mg VS) 

Y>:/s é o coeficiente de redu~~o 

ux é a ta>:a de crescimento 

E segundo o modelo de Monod: 

[Se] 

Ks + [Se] 

[ds] [Ee] X 
= 

[ds] [Ee] 

A equa~~o final resulta em: 

l 
= + 

(So Se) K X Se 

Onde é o tempo de re:=.idência da fase liquid2. (1:- VIU} (h ou dia) 

Para maiores detalhes vide apêndice III. 
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OBJETIVOS 

Os objetivos propostos para a realiza~•o deste trabalho foram: 

Selecionar fungos xilófagos para bioremedia~~o de 

efluentes Kraft~ sem adi~~o de fontes de carbono ou nitrogênio, 

durante o processo de tratamento; 

Desenvolver estudos cinéticos da descoloraç•o, pH, DQO, fenOis 

totais com a cepa selecionada na primeira etapa; 

Definir quais os principais fatores envolvidos no mecanismo de 

descolora~~o e destoxica~~o do efluente; 

Avaliaç~o de uma possivel correla~~o entre atividade enzimàti-

ca e descolora~~o; 

- Aplica~~o do sistema a um biorreator de leito recheado; 

Imobilizaç~o do fungo em diferentes suportes (madeira e nylon) 

aplic~dos a um biorreator de leito recheado. Avaliaçg(o da efi-

ciência em ambos os sistemas~ 



3. EXPERII'1ENTAL. 

3.1 EQUIPAMENTOS 

Autoclave vertical AV 75 Phoenix 

Bioreator de Leito Recheado 

EspectrofotOmetro UV/Visivel Intralab mod. DMS-100 

Espectrofotómetro Micronal mod. B-382 

Espectrofotómetro UV/Visivel Beckmann DU-70 

tufa de cultivo Fabbe mod. 116 

Fluxo laminar Veco mod. VLFS 12 

Incubador rotatório série 25 New Brunswick Scientific 

Sistema cromatográfico LKB 2137 

3,2 REAGENTES 
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Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sendo que 

alguns deles, considerados mais especificas s~o listados a rw 

Albumina bovina. Sigma 

Alcool veratrilico. Aldrich 

Coomassie Brilliant Blue G-250. Fluka AG 

DEAE Sephade>: G-50. Pharmac i a 

Nylon. 3M Scotch Britet1R 



Cavacos de madeira de Eucalyptus grandis: O conte0do de lignina 

(24,8 %), celulose (44,3 %), hemiceluloses (28,6 %) e extrativos 

(5,8 %) foi determinado por Baeza e cal., (1991) 

:::; ... 3 11 I CRORGAN I Sf'-105 

Foram utilizadas 51 cepas de fungos xilófagos, listados a seguir: 

1. Xylaria sp.ICN-207 (Ascomycete) 

Basidiomycete nâo identificado UEC-2001 

3~ Coriolus sp.UEC-2002 

4. Pleurotus ostreatus UEC-2003 

5. Cordiopsis rigida UEC-2004 

Corticiaceae UEC-2005 

7. Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 

s. Trametes sp.UEC-2006 

9. Cordiopsis rigida UEC-2007 

10. Trametes rigida UEC-2008 

11. Coriolellus sepium UEC-2009 

1
., 
ko Cordiopsis rigida UEC-2010 -

13 .. Basidiomycete n~o identificado UEC-2011 

14. Xylaria sp.UEC-1002 (Ascomycetel 

13. Pycnoporus sanguineus UEC-2012 

14. Phaeocoriolellus trabeus UEC-2013 

15. Phanerochaete chrysosporium 446-ME 



16. Xylaria sp.ICN-155 (Ascomycete) 

17. Pycnoporus sanguineus UEC-2015 

18. Cyathus pallidus UEC-2016 

19. Cyathus striatus UEC-2017 

20. Lentinus edodes UEC-2019 

21. Cyathus stercoreus UEC-2020 

22. Lentinus edodes UEC-2021 

23 .. Polyporus sp.UEC-2022 

24. Phaeocoriolellus trabeus UEC-2023 

25. Chrysonilia sitophila TFB 27441 (Ascomycete) 

26. Stereum sp.UEC-2024 

27~ Polyporaceae UEC-2025 

28. Basidiomycete n~o identificado UEC-2026 

29~ Polyporaceae UEC-2027 

30~ Fibroporia gossypia UEC-2027 

31. Pycnoporus sanguineus UEC-2028 

32e Polyporaceae UEC-2029 

33~ Panus aida UEC-2030 

34. Rigidoporus lineatus UEC-2031 

35. Pleurotus florida UEC-2032 

36. Pleurotus sajor-caju UEC-2033 
\ 

~~~ Hohenbuehlia grisea UEC-2034 

38. Phaeocoriolellus trabeus UEC-20::".5 

::".9. Trametes sp.UEC-2036 

40. Basidiomycete n~o identificado UEC-2037 

41. Polyporaceae UEC-2038 

44 
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42. Panus crinitus UEC-2039 

43. Ganodermataceae UEC-2040 

44. Cyathus striatus UEC-2041 

45. Basidiomycete nào identificado UEC-2042 

46. Stereum sanguinolentum UEC-2043 

47. Trametes villosus UEC-2044 

48. Phaeocoriolellus trabeus UEC-2045 

49. Panus rudis UEC-2046 

50. Coriolus versicolor UEC-2047 

51. Basidiomycete nào identificado UEC-2048 

3 .. 4 1'1E I O DE CULTURA E INOCULO: 

As cepas fo~am mantidas em tubos contendo agar extrato de malte 

1,25 % (composi~~o especificada no apêndice 1) a 5 °C~ O meio agar 

extrato de malte é amplamente utilizado, especialmente para fungos 

basidiomicetos xilófagos (Seifert, 1990). 

Os funaos foram cultivados em placas~ contendo o meio agar e>:tra

' 
to de malte 1~25 % (aproximadamente 2(1 mL de meio/placa) no pH do 

meio durante 5 dias a 25 °C, na ausência de luz~ Após este 

periodo os fungos foram repicados para o meio liquido (25 mL), e>:-

trato de malte 1,25 % em Erlenmeyers de 125 ml, e cultivados por 5 

dias a 25 °C, a pH inicial 5,0, sob agitaç~o a 150 rpm para a forma-

~âo de ''pellets'', na ausência de luz. 
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O repique do pré-inoculo (melo sólido) para o inOculo (meio li-

quido) foi realizado com um pequeno tubo de vidro de O,~ mm de di~-

metro, O micélio foi recortado na zona de crescimento, em circulas~ 

Utilizamos em média 8 circulas para cada 25 mL de meio# 

Os '1 pellets' 1 ou a massa micelial formada durante o periodo de in-

cubac;â=to, foi f :i.l trada para a :::,eparac{;:<•o do liquido, PE,saoa e inocu 1 a-~ 

da no efluente Kraft sem fonte adicional de carbono ou nitrogênio, 

em Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de efluente e mantidos a 25 °C~ 

sob agita~ªo a 150 rpm, na auséncia de luz durante 5 dias# O pH ini-

cial foi ajustado para 5. 

3, 5 1'1ETODO DE SELEÇAO 

A sele~~o consistiu em testar vérios fungos em condiçôes pa-

drOes, citadas no item 2.4, na descoloraç~o do efluente Kraft El. Os 

fungos foram cultivados em meio sólido agar extrato de malte 1,25 %. 

Após 5 dias foram repicados para o meio liquido extrato de malte 

1,25 % e finalmente foram inoculados no efluen 
\ 

El, sem fonte extra 

de carbono e/ou nitrogênio, pH inicial 5,0, temperatura de 25 e 

sob agita~ào a 150 rpm. No final de um periodo de 120 horas, o pH do 

afluente tratado foi ajustado para 7,6 (com NaOH ou H2S04l e fil 

trado em membrana millipore 0,47 um para determinaç~o da a a 

465 nm. Foi entào definida a porcentagem de descolora~ào em relaiào 

ao efluente n~o tratado. A eficiência foi calculada com base na por-

centagem de dascolora~ào dividida pela massa micelial saca (mg) do 
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fungo em quest~o. 

:3. 6 EFI_UENTE: 

Utilizamos para este estudo dois tipos de efluentes, provenientes 

de duas empresas papeleiras (RIGUESA S~A Papel e Celulose~ S. C~, e 

RIPASA S.A. Celulose e Papel~ Limeira~ S.P.) respectivamente. Ambas 

empresas utilizam o processo Kraft de polpa~~o. As respectivas se

quências de estágios de branqueamento da polpa ~~raft s~o CDED e 

CEOHH. No primeiro caso trabalhou-se unicamente com o primeiro està-

gio de extra~~o alcalina (El), pH original entre 8 e 13 e no segundo 

foram testadas além do estagio El (100 %) pH entre 9 e 13, combina

çbes de Cl +Ela diferentes propor~bes:a) Cl (30 %) + El (7(1 %), pH 

7,0 e b) Cl (44,7 %) + E1 (55,3 %), pH 5,Ct~ 

O pH foi ajustado para 5~0 com 

te El RlGUESA foi diluido aproximadamente 10(1 vezes e filtrado com 

membrana millipore 0,47 um para dar uma leitura inicial de absorb~n

Cla entre 0,33 e (1,40. Os efluentes El e El + Cl da RIPASA foram 

quando necessário~ para pH 5,0 e utilizados diretamente, 

sem necessidade de dilu1r ou filtrar~ As absorb~nc1as variaram de 

0,44 para a), 0,6(1 para b) e (1,58 para El~ Em nenhum dos casos, o 

efluente foi esterilizado$ 
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3.7 INDUÇ~O ENZIMATICA 

Os fungos selecionados foram cultivados em agar-extrato de mal

te, utilizando-se efluente El (100 %) ao invés de água destilada co

mo meio de diluiç~o~ As condiçbes de cultivo foram as mesmas citadas 

no item 3.4. 

3.8 METODOS ANALITICOS 

Al DETERMINAC~O DA COR 

A cor foi avaliada de acordo com o método padrào CPPA conforme 

descrito por Livernoche e col. (1983). O do efluente, após ser 

deteminado, foi ajustado para 7,6 com NaOH 1N ou HCl lN. Após o 

ajuste do pH o efluente foi filtrado em membrana millipore 0~47 um 

para remover os sólidos em suspens~o. Foi determinada a absorb~ncia 

a 465 nm do liquido filtrado contra água destilada. 

As densidades óticas podem ser transformadas em unidades de cor 

(CU) de acordo com a equa~ào 

Onde: 

cu -

A1 é a absorbência de uma solu~ào padrào de platina-cobalto 

de :'•00 CU ( A465 = O, 132). 

A2 é a absorbência do efluente. 
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B) DETER14 I NAÇAO DE. FENO I?__:I_OHH S 

A determinaçao de fen6is totais foi estimada colorimetricamen

te segundo o método padr•o APHA (1989) de Folin-Ciocalteu. 

O principio do método é a reaç~o entre o reagente Folin-Ciocal 

teu, uma mistura dos heteropoliácidos fosfomolibidico e fosfotungs

tico e fenóis, com subsequente oxida~~o dos fenóis e 'formaçâo de um 

complexo azul de molibdénio e tungstênio, a uma taxa proporcional ~ 

concentraç~o de fenóis~ A mistura de rea;&o continha 4,(1 mL de amos-

tra, 1,0 mL de carbonato de sódio e 0,1 mL de folimn A leitura foi 

feita após 30 minutos, a temperatura ambiente. Para o branco utili

zou-se água ao invés da amostra. 

A forma~ào do comple>:o foi monitorada pela leitura da absorb~n

cia a 760 nm~ 

Foi utilizado fenol como padr~o e os resultados e>:pressos em mg/L 

de fenol (a curva de calibraç~o e cálculos respectivos utilizados 

para determinar fenóis totais encontram-se no ice II). 

C) 

A DQO foi determinada pelo método padr~o APHA (1975) do dicro

mato de potássio. O método tem por base a oxida;ao da matéria orga

nica por uma mistura em ebuli;~o de ácido crOmico e ácido sulffirico 

(dicromato de potássio em meio ácido). O excesso de dicromat~é ti-
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tulado com sulfato ferroso amoniacal, usando-se como indicador o 

complexo ferroso de orto-fenantrolina (ferroina). 

A utilizaç~o de sulfato de mercúrio, proporcionalmente à con

c2ntra~~o de cloreto na amostra minimiza os erros causados por este 

interferente. Os resultados s~o e>:pressos em mg/L de oxi lO. 

A determina~~o da DBO também foi realizada segundo o m~todo 

padr~o APHA (1975). Um volume determinado de amostra (volume total 

do frasco, sem forma~~o de bolhas) foi colocado em frascos de 3Ct(l mL 

(em média, pois a capacidade volumétrica exata, estava pré-fixada em 

cada frasco) com tampa esmerilhada e completado com água de dilui-

~ào~ rica em nutrientes inorg~nicos~ Os frascos foram fechados e se-

lados, a fim de evitar a entrada de ar~ e incubados a 20 °C~ durante 

5 dias, na ausência de luz. O oxigênio dissolvido foi determinado 

antes e o periodo de incuba~~o por titula;âo no próprio frasco 

de DBO com 2 mL de MnS04 e 2 mL de (NaOH + Nai + NaN3). Os resulta-

dos s~o expressos em mg/L de oxigên1o. 

D) 

1. FENOLDXIDASES (LACASE E PEROXIDASEl. 

Para atividade fenoloxidase foram utilizadas duas metodolo-

gias: a) Método modificado de Ander e Eriksson, (1976): este método 

baseia-se na oxidai•o do substrato enzimático siringaldazine sua 

forma quinona~ que apresenta uma absor~~o a 525 nm IE= 65.000 
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A determina,ào da atividade de fo1 feita adicio-

nando-se a 0,5 mL de caldo filtrado, 0,44 mL de tampào tart·ar·ato a 

pH 4,2, 25 uL de siringaldazine (solu~ào 5 mg/10 mL de eta-

nol) elevou-se o volume final a 1,5 mL com água destilada. Para a 

determina~ào da atividade peroxidas~ util1zou-se o mesmo procedimen-

to, por-ém ao invés de água adicionou-se 0!15 mL de H202 (0,015 M, 

concentra~~o final). 

bl Método de Szklarz (1989): A atividade foi determina-· 

da espectrofotometricamente, pela oxidaç~o de o-dianisidina a 460 nm 

(E= 29.400 M-1 cm-1). A mistura de reaç~o continha em um volume fi-

nal de 1 mL, 600 uL de caldo filtrado, 200 uL de tampào citrato-fos-

fato pH 5.0, 100 uL de o-dianisidina 1~0 mM e 100 uL de áoua . . . -

destilada. Para determinaçào da atividade utilizou-se o 

mesmo procedimento, porém a àgua foi substituida por H2D2 l,C• mM 

Uma unidade de atividade de lacase ou peroxidase corresponde a 

quantidade de enzima necessària para oxidar 1 umol de substrato por 

mint..tto~ 

.. 
2) LIGNINASE (Li-P) 

A atividade ligniriase foi determinada pela oxida~~o do ~1-

cool veratrilico a aldeido veratrilico segundo metodologia de Tien e 

Kirk (1984). Foram adic1onados 550 ul de caldo de cultivo filtrado e 

200 uL de, H2ü2 2,0 mM a 250 uL de uma solu~~o de álcool veratrilico 

8,0 mM, em tamp~o tartarato de s6dio 0,4 M (pH 3,0). O aparecimento 

do aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a absorbáncia a 310 
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nm IE~ 9.300 M-1 c )~Uma unidade de ligninase correspo· a quan-

tidade de enzima que oxida 1, O umol de álcool ver·atr.i. l1co r· ~~~r minu-

to. 

3) MANGANES-PEROXIDASE (Mn-P) 

A ~tividade Mn-P foi determinada segundo metodologia modi 

ficada de Kuwahara e col. (1984). A 0,5 mL de caldo de cultivo fil

trado foi adicionado 0,1 mL (concentraiâo final 0,01 %) de uma solu

i•O estoque de vermelho de fenol (0,1 %), 0,1 ml de lactato de sódio 

(concentra~~o final de 25 mM) (solu~~o estoque 250 mM), 0,2 mL de 

albumina bovina (concentrai•o final 0,1 %) (soluiâo estoque 0,5 %), 

50 uM de sulfato de manganês (concentra~~o final 100 uM) 

estoque 2 mM) e 50 uL de (soluiâo estoque 2mr1) a 100 ui'J de con-

centra~~o final em 1 mL de tampào succinato de sódio pH 4~5 20 mM. A 

mistura de rea~~o foi incubada por 5 minutos a 30 °C e a rea~~o foi 

inte~rompida pela adiiâo de 40 uL de NaOH 2 N. A absoriâo foi medida 

a 610 nm. Uma unidade de Mn-P foi definida como a quantidade de en

zima que o>tida 1,0 umol de vermelho de fenol por litro por minuto, 

usando um coeficiente de extin~~D de 4~460 M-1 crn-1, determinado por 

Michel e col. ( 1991). 
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4) BETA-GLICOSIDASE 

A atividade be 

dologia de Tan e co!. 

licosidase foi determinada segundo meto-

( 1987) . O p-nitrofenil-beta-D-glicosideo 

(pNPG) foi utilizado como substrato. A mistura de reaç~o continha 

('.J,l mL de caldo filtrado e 0,4 mL de uma soluc;t:â(o de O~' í: (p/v) de 

pNPG em tampiào acetato de sódio 50 ml'1 ( pH 4, 8). A incut:. ià'o foi a ~,(> 

°C, durante 30 minutos. Após a incubaç~o, a rea~ao foi interrompida 

pela adi~iào de 1,0 mL de uma soluiào 10 % (p/v) de bicarbonato de 

sódio. O p-nitrofenil liberado foi medido por absorb~ncia a 41(1 nm. 

Uma unidade de atividade be licosidase carresponde a quantidade 

de enzima que libera 1 umol de p-nitrofenol por minuto por ml, usan

do um coeficiente de e>:tin~~o de 18,5 M-1 cm-16 

5) DESCOLORAÇI'!O DE "F:E~1AZDL B!'ULLIANT BLUE" PARI'l DETEF;mNAÇAO 

DE PERDXIDASES. 

A metodolpgia seguida fo~ a de Ulmer e col. (1984). Este 

método baseia-se na degrada~~o do corante Remazol brilliant blue 

( F-:BB-F:) com concomitante perda de cor. A 100 uL de uma solu;~o de 

RBB 2,(1 %~ adiciona-se 10 mL de cultura~ Após 1 hora a temperatura 

ambiente, a cultura foi filtrada e 100 uL do filtrada foram diluidos 

com àgua destilada para 1,0 mL. Em seguida foram medidas as absor

blncias a 585 e 500 nm. O resultado foi expresso segundo a fórmula 

definida a seguir: 
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Raz~c de absorb~ncia - ABS 585/5(J(J (branco) - ABS 585/500 (amostra) 

A raz~o da absorbància do branco foi obtida utilizando-se 

meio de cultivo n&o inoculado. 

E) DETERM I NAÇI'iO DE AÇUCARES REDUTOF:ES 

METODO DO DNS (Miller, 1959). Para a determinai&o de acGcares 

redutores foram adicionados a 3 mL do reagente ácido 3,5-dinitrosa-

l icíl i co (DNS) 1,5 mL de amostra. A mistura foi incubada num banho 

térmico a 10(l °C por 5 minutos~ Resfriou-se a amostra até atingir a 

temperatura ambiente e a absorbancia medida a 550 nm foi comparada 

com uma curva padr~o de glicose. 

O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se em 1,4 L de 

água os seguintes compostos: 

Acido 3~5-dinitrosalicilico 10,6 g 
Na OH 19,8 g 

• KNaC4H406 300~0 g 
Fenol 7 ~ ml_ !' ,_! 

Bissulfito de sódio ~"' -., 
tj .. ,.;:, g 

F) DETERMINAÇAO DE PROTEINA SOLUVEL 

O teor de proteiria solGvel no caldo de cultivo ou no efluente 

tratado biologicamente foi determinado pelo método Bradford (1976). 

Adicionou-se 5~0 mL de reagente Azul de Coomassie brilhante G-250 a 

1,0 mL de caldo. A absorb~ncia da mistura foi medida a 595 nm. A 

concentra~lo de proteina foi determinada com uma curva de cali 
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com albumina bovina. 

O reagente Azul de Coomassie brilhante foi preparado dissol-

vendo 100 mg do reagente em 50 mL de etanol 95 %~ Foram adicionados 

100 ml de àcido fosf6rico 85 X p/v e a solui•O resultante foi dilui-

da para 1 L .. 

G) DETERt·1I NAÇI'iO DA ~1ASSA 1'1DLECULAR POR PERMEAÇI'iO E~1 GEL ( GPC) 

A uma coluna de Sephadex G-50 (53>: 1,5 em), preenchida até uma 

altura média de 23 em~ adicionou-se 0,5 mL de amostra (efluente tra-

tado e sem tratamento). O eluente utilizado foi LiCl 0,1 N e NaOH 

0,1 N, a um fluxo de 2,13 mL/min. A filtra~~o em gel separa as mo-

léculas por tamanho~ As moléculas pequenas difundem e sào retidas no 

gel mals facilmente do que as maiores, logo estas (moléculas de 

m~:<.ior- tamanho) ficam nos espa~os entre as esferas do gel e eluem 

Primeiro do oue as de menor tamanho. 
I . 

H) DETEF:m Nf:>,ÇPiO DA ADSORÇAO DO i'1I CELI D NO EFLUFNTE 

Para determinar a capacidade de adsor~~o do fungo é necessàrio 

testar o micélio inativo (morto). Durante um periodo de 5 dias de-

terminamos a porcentagem de descolora~~o causada pelo fungo morto~ 

No final do processo definimos quanto de descolaraçào era devida a 

adsort;ào. Para obten;•o do micélio inativo utilizou-se o seguinte 
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ao6s o De~io(Jo de cresc1men~L en• me1o d~ cwltivo 

quido, a massa micelial obt1da no oeriodo de 5 dias. a 

de 25 °C. sob aqitaç~o (15t:• rom) err; meio contendo e>:trato de malte 

% foi filtrada para seoarar o micélio do liquido. Em 

lavou-se com àgLLa destilada. pesou-se e autoclavDLI-se por 3(1 minutos 

a 120 °C, segundo método de Durén e col. (1991). 

O teste de toxicidade aguda foi realizado com a bacter1a 

Spirillum volutans. O método consistiu em testar a mobilidade e so-

bactéria em diferentes dilui~Oes da amrJstr·a de 

e f l uE:-n te com diferentes tempos 5~ 15 e 3(1 minutos. O pr-ocedimento 

seguido foi o de Goatcher e col. (1988). 

' 
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F·ara determirta~~o da natureza da cor antes e a 

seguiu-se o método de Momohara e col. (1989). Para 3 mL de El 

(absorbência inicial a 465 nm de 0,74, a pH 7,6), 85 mg de ditionito 

de sódio foram adicionados, o pH utilizado foi de 5,5. 

o pH foi ajustado para 7~6 e a amostra foi centrifugada a 1.2 ~()i) O 

!--pm, por 5 minutos~ Em seguida leu-se a absor~~o do sobrenadante a 

465 nm (cor referente a porç~o quinona)p Para 3 mL de El (absorb~n

Cla inicial a 465 nm de 0,74, a pH 7~6) foram adicionados 100 mg de 

borohidreto de sódio e o pH foi elevado a 10,5~ Após 24 horas, o pH 

foi ajustado para 7~6, a amostra foi centrifugada a 12~000 rpm, por 

~ minutos. A absor~~o do sobrenadante foi medida em 465 nm (cor re-

ferente a por~fuo total de quinona e carbonila). 

~.:;, .. 9) BIOEF<EATOE 

1 ) DESENHO DCI B I CIRF:EATCIF: 

O reator utilizado neste estudo foi um tipo modificado de 

leito recheado~ com uma capacidade volumétrica de 330 mL. A modifi

ca~~o consistiu na introdu~~o de um tubo interno de 3,6 em de diême

tro e 12,5 em de altura suspenso dentro de um tubo externo de vidro 

com 6 em de diêmetro interno e 17,0 em de altura (Figura 22). Esta 

modifica~ào foi baseada em dados experimentais realizados pelo gru

po de pesquisa do professor Lippel Sant'Anna da Universidade Fede-
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lizado em cultivo estacionário com L~ edodes imobili
zado~ 



ral do Rio de Janeiro e testado por Cammarota e Sant'Anna, (1991, 

1992). A nova configura~~o permite uma melhor circula~~o do liquido 

e do- oxigênio, n~o havendo a forma~~o de bolhas de ar e favorecendo 

o contato com o micélio. 

2) CONDIÇDES DE USO 

o biorreator foi esterilizado por 3CI minutos a 120 antes 

de sua utiliza~~o. As borrachas utilizadas para canaliza~ào do ar de 

entrada e saida e do meio de descolora;~o foram lavadas com álcool 

N~o foi empregada a jaqueta de aquecimento do reator~ para 

manter a temperatura~ pois os testes foram realizados a temperatura 

ambiente~ que esteve em torno de 28 A aeraç~o foi realizada peio 

fL1ndo do reator através de uma placa de vidro porosa. O flu}:O de ar~ 

proveniente de um compressor geral que supre o encanamento do labo-

ratório, foi controlado por uma vàlvula~ O ar cassava por uma solu-

saturada de permanganato de potàssio para manter a esterilidade 

e era 

L/min. 

o 

superior 

injetado no reator com uma vaz~o de 
I 

apro>:imadamente 0,43 

in6culo assim como o efluente foram introduzidos na parte 

do reator, por um funil de vidro previamente esterilizado 

pró>~imo a chama de um bico de Bunsen, para evitar a contamina~~o com 

eventuais microrganismos presentes no ar~ 



3) SUPORTES PARA IMOBILlZACAu DO FUNGO 

Al Nylon~ Cubos de nylon (::.t·i Scotch Brite l"lF<) de apro::-~ima.dc<. 

mente 1,0 ~. (l,5 em~ 

8) Cavacos de madeira de Eucalyptus grandis. 

4) CARREGAMENTO E INOCULAC~O DO REATOR 

Quando nylon fo1 utilizado como suporte para imobiliza~ào, a 

massa de e~ponja (3,6 g) foi introduzida no reator, no espa~o inter

no entre os dois tubos de vidro e esterilizada juntamente com o rea-

tor~ Após o resfrlamento a aparelhagem foi montada e o 

·foi inoculado com 200 mL de melo e>:trato de malte. O fungo cresceu 

5 dias imobilizado no nylon, quando ent~o o meio foi in te~-

gralmente retirado e 250 mL do efluente a ser tratado foi irltr-odu-

zido pela por~~o SL!perior do biorreator, retirando-se a cada 24 ho-

ras duas amostras de 5 mL aproximadamente para determlna~ào do pH, 

da cor, de fenóis totais e demanda quimica de O>:igénio. 

Para a imobiliza~~o do fungo na madeira o procedimento foi 

Em um frasco de apro>:imadamente 3(10 mL~ contendo meio 

agar-extrato de malte 1,25% foram colocados os cavacos de E. gran

dis, previamente umedecidos com água destilada e esterilizados, e 12 

circulas de micélio. Após 20 dias de crescimento micelial, os cava-
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c os imobilizados com o fungo foram transferidos para o 

assepticamente, e em seguida 250 mL de efluente foram colocados pela 

por~~o superior de biorreator. A cada 24 horas foram retiradas duas 

amostras de 5 mL aproximadamente para determina~~o do pH, cor e fe-

nói~. totais~ 

O pH inicial do efluente foi ajüstado em 5,0 com H2SD4~ Para 

evitar a forma~~o de espuma colocamos uma gota de silicone 

de um capilar no interior do biorreator. 

51 CALCULO DE EFICIENCIA PARA COR, FENOIS E DQC 

O cálculo de eficiência dos par~metros determinados para o 

bioreator é descrito abaixo como: 

valor da corrente 
de entrada 

-----·----·---

valor da corrente 
de saida 

valor da corrente de entrada 



4. RESULTADOS E DISCUSSAO: 

't. 1 SELEC:i'íü DE FUNGOS LI GN I NOLI TI COE> F'Af~A 

Kf":AFT. 

DE EFLIJENTE 

Foi realizada uma sei entre 51. cepas de fungos >:ilófagos para 

descolora~~o de efluente ~:raft, sem fonte adicional de carbono ou ni-

trogênio (Tabelas I e II). Dois destes foram tomados como controles: 

Phanerochaete chrysosporium BKM-F 1767 e Chrysonilia sitophila TFE 

27441, pertencentes as classes Basidiomycete e ete, respectiva-

mente~ O efluente utilizado, na primeira fase deste trabalho foi o da 

1° etapa de extra~ào alcalina (El) RIGUESA, onde estào presentes com

postos de elevada e reduzida massa molecular e de conhecida toxiclda-

de (Huynh e col~ 1985; Eriksson, 199Cl). Nas figuras 23 e 24 est~o 

ilustradas os fungos utilizados na sele~ào e a eficiéncia dos mesmos 

no tratamento do efluente Kraft, a um periodo de 12(1 horas. 

Desta sele~~o destacou-se Lentinus edodes UEC-2(119 com 73 % de des-

colora~~o e 0,97 de eficiência~ Comparado a P~ chrysosporium BKM-

F-1767, que apresentou com 52 % de descolora~~o e 0~94 % de eficiên-

cia, sob as mesmas condi~ôes, L~ edodes mostrou-se mais apto a manter

se ativo no efluente sem fonte extra de carbono ou nitrogênio~ N~o 

utilizou-se oxigênio puro durante os cultivos, porém os Erlenmeyers 

foram submetidos a agita~~o continua~ favorecendo assim a circula~~o 

de ai". 

P. chrysosporium possui exigências fisiológicas mais apuradas que 

L. edodes, o que dificulta, em termos econOmicos, sua aplica~~o em 

grande escala. 



Figura 

Selec~o de fLtnoos !IQfllnolit:cós pa~d descol 

efluente: ati~·~dade enzlmàtica em caldo (12(t h) e 

descolora~ào (120 h). 

Cepas 

Xyiaria sp. ICN-207 IAscomycete) 
Basidiomycete unknown UEC-200 1 
Coriolus sp. UEC-2002 
Pfeurotus ostrestus UEC-2003 
Cardiopsis rígida UEC-2004 
Corticiaceae UEC-2005 
P. chrysosporium BKM-F-1767 
Trametes sp. UEC-2006 
Cordiopsis rígida UEC-2007 
Tramstes rígida UEC-2008 
Coriolellus sepium UEC-2009 
Cordiopsis rígida UEC-2010 
Basidiomycete unknow UEC-2011 
Xylaria sp. UEC-1002 (Ascomycete) 
Pycnoporus sanguineus UEC· 201 2 
Phaeocoríole/Jus trabeus UEC-2013 
P. chrysosporium 446-ME 
Xylaria sp. ICN-155 (Ascomycetel 
Pycnoporus sanguinBus UEC-2015 
Cyathus pallídus UEC-2016 
Cyathus stn'atus UEC-2017 
LBntinus edodes UEC-2019 
Cyathvs stercoreus UEC-2020 
Lenünus sdodBS UEC-2021 
PoJyporus sp. UEC-2022 
PhaeocarioleJJus trabeus UEC-2023 
C. sitophíla TFB 27441 (Ascomycate) 
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12 0.00 0.00 6.0 26.0 
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14 0.80 1.20 8.0 45.0 
15 8.00 0.00 23.0 48.0 
16 0.00 0.00 19.0 18.0 
17 0.02 2.00 50.0 50.0 
18 0.80 1.20 8.0 50.0 
19 3.00 2.00 15.2 50.0 
20 0.40 1.60 0.0 34.0 
21 0.70 0.50 0.0 30.0 
22 0.00 0.00 12.7 73.0 
23 0.50 0.88 7.0 15.0 
24 0.13 0.05 16.0 42.0 
25 23.70 6.00 15.0 25.0 
26 0.00 0.00 273.0 24.0 

27 0.00 0.00 13.0 41.0 
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Medida da eficiência para um periodo de 120 h (cepas 
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efluente: atividade enzlmàtica em caldo (12(1 ~ 1 ). 

Cepas 

St11reum sp. UEC-2024 
Polyporeceee UEC-2025 
Basidiomycetc unknown UEC-2026 
Polyporaceae UEC-2027 
Fibroporis gossypie UEC-2027 
Pycnoporus sanguineus UEC-2028 
Polyporac&ae UEC-2029 
Panus aids UEC·2030 
Rigidoporus /ineatus UEC-2031 
Pleurotus florida UEC-2032 
Pleurotus ssjor~csju UEC-2033 
Hohenbuehfie grisea UEC-2034 
Phseocoriole/lus trsbflus UEC-2035 
7rsmstes sp. UEC-2036 
Basidiomycete unknown UEC-2037 
Polyporaccae UEC-2038 
Panus cdnitus UEC-2039 
Ganodermateceae UEC·2040 
Cyethus stn"stus UEC-2041 
Bas:idiomycete unknown UEC-2042 
StertJum ssnguinoJentum UEC~2043 

Trametes viJJosus UEC-2044 
Phaeocoriolellus tmbeus UEC-2045 
Panus rudis UEC-2046 
CorioJJus versicofor UEC-2047 
Basidiomycete unknown UEC-2048 
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10 4.0 9.0 
11 7.0 2.0 
12 12.0 0.0 
13 0,0 0.0 
14 0.6 0.0 
15 48.0 0.0 
16 48.0 0.0 
17 4.0 0.0 
18 0.3 0.0 
19 3.0 1.0 
20 5.0 0.4 
21 6.0 2.0 
22 4.0 1.0 
23 0.0 0.0 
24 4.0 2.0 
25 10.0 2.0 
26 3.0 0.0 
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Figura 24 Medida da efic1Sncia cara um periodo de 120 h (cepas 

refentes a Tabela II) 
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4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA 

Antes da inocula~~o no efluente, foram determinadas as atividades no 

caldo de cultivo (120 horas) de lacase, peroxidase e 1 inase (Li-P) 

com a finalidade de estudar a influência de algumas destas enzimas no 

processo de descolora~~o. Nào foram obtidas correlai~es muito claras 

com estes' primeiros resultados~ pois nem sempre uma alta atividade en

zimática correspondia a uma descolora~~o eficiente (Tabelas I e II, 

Figuras 23 e 24). Resultado bem evidenciado no caso de Phaeocoriolel

lus trabeus UEC-2023, que apesar de apresentar 273 U/L de Li-P, a re-

du~âo foi de apenas 24 % ao final de um periodo de 120 horas. 

comprovar a atividade ligninolitica desta cepa~ foi determinada a 

atividade com ''Remazol Brilliant Blue' 1
• A raz~o de absorb~ncia obtida 

foi de 8,4. A descoloraç~o de corantes parece ser um processo metabb

lico secundário bem como a atividade ligninolitica (Glenn e Gold, 

1983). 

Com relaç~o a fenolo>:idases podemos citar a cepa UEC-2037 basidio

miceto n~o identificado, com 48 U/L de lacase e 30 U/L de Li-P~ apre

sentando ao final do periodo de 120 horas um aumento na cor do efluen-

te tratado (Figura 24). 

Muitas das cepas testadas incrementaram a cor inicial do efluente 

(Figura 24). Segundo Larrea e col.(1989), o mecanismo de obten~~o de 

cor poderia ser um indicio da O>:ida~~o de catecol a estruturas quinoi 

didicas, as quais s~o altamente coloridas, devido principalmente à 

conjuga~~o de duplas liga;ôes. A possibilidade de que haja forma;•o 

de grupos cromóforos por microrganismos durante o tratamento de 

efluentes foi discutida por vários autores (Davis e col. 1978; Gane-
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1972). O aumento da cor poderia estar relacionado com a ati-

vidade de lacases~ que oxidam fenóis a quinonas (Lanki.nen e col. 

.1991). Além do mais~ deve-se considerar o fato de qLte alguns fungos 

possam liberar pigmento durante seu desenvolvimento~ 

Lankinen e col. (1991) compararam a atividade de ' . v""' r- 1. os funqcJ:;:;, de 

descomposição br-anca na descolora~&o do efluente~ Phlebia radiata, 

lacase, o>:idase, Li-P e manganês peroxidas~ (Mn-P); MerLtl ius 

tremellosus produz lacase, oxidase e Mn-P, porém n•o produz Li-P e P. 

chrysosporium produz Li-P e Mn-P, mas nào lacase ou oxidase. Li-P, de-

terminada pela oxida;•o do álcool veratrilico, nào foi detectada em 

nenhuma das culturas durante o processo de descolora~ào. Entretanto, 

nestes casos, a enzima poderia estar na sua forma iriativa~ Dos fungos 

produtores de lacase, M. tremellosus, é o menos ativo na descolora~~o 

do meio quando comparado a Pw radiata~ qLie produz Li-P. e 

col. (1989) sugerem que a descolora~ào do efluente El por P. chrysos-

porium n~o é catalisada por Li-P. Entretanto, Cammarota (1991) cons1 

dera que a remo~~o da cor do efluente El (diluido) por P~ chrysospo-

rium, depende parcialmente da atividade de Li-P presente no meio. Na 

auséncia de atividade a cor era ~eduzida em 14,5 %, 24 hor--as de 

enquanto que nos cultivos com atividades 20 e 69 U/1 a cor 

era reduzida em 37 e 42 % respectivamente~ Neste trabalho nào foi de-

terminada a atividade de Mn-P, o que seria de grande relevância na 

elucida~ão do mecanismo enzimático envolvido na descolora;ào do 

efluente bem como outras enzimas envolvidas no processo. Michel e col. 

(1991), realizaram um estudo comparativo das atividades de Li-P e Mn-P 

em P. chrysosporium. Na auséncia de Mn III) nas culturas e altas pro-

por;bes de Li-P, foi evidenciada uma reduzida descoloraiào do efluen-



te. Estas e outras observa~Oes correlatas levaram este grupo a con-

cluir sobre a predomin~ncia de Mn-P com rela~~o a L2-P na descol 

do efluente Kraft, apesar da reconhecida. import~ncia de ambas no pro-

cesso~ pois lacase e Mn-P aparentemente podem atacar e despolimerizar 

somente por~bes fenólicas da lignina, enquanto que Li-P parece ser ca-

paz de D>tidar também subestruturas de lign1na n~o fenólicas (Perez e 

Jeffries~ 199(,). 

4.3 CINETICA DE DESCOLORAÇ~O E pH 

Quatro cepas foram selecionadas para a realiza;~o de um estudo ciné

tico~ L. edodes UEC-2(119~ L~ edodes UEC-2021~ Polyporus sp~ UEC-2022 e 

f' • trabeus UEC-2023~ Ambas cepas de L~ edodes, devido às efic1encias 

demonstradas na descol de efluente (Tab.I). N~o obstante. à bai-

eficiência observada para Polyporus sp, este apresentou atividades 

enzimáticaE razoavelmente significativas, especialme11te par·a lacase~ 

P. trabeus, asslm como Polyporus sp~ apesar da restrita descolora~~o 

observada destacou-se, em relaç~o aos demais, quanto à alta produ~ào 

de ligninase~ Essas caracteristicas analisadas isoladamente, através 

destes fungos, auxiliaram na elucida;ào do vel mecanismo envolvi-

do na descolora~ào do efluente ~~raft# A Figura 25 ilustra o estudo ci-

nético em termos de eficiéncia de descolora~~o e 

o pH inicial foi ajustado para 5,C! com o objetivo de fornecer um 

meio mais adequado para a manuten~~o dos fungos= Observou-se que no 

caso de L. edodes, o pH sofreu um decréscimo que coincide com um pico 

de descolora~~o no periodo de 72 horas. O pH em torno de 3,5 poderia 
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estar favorecendo a atua~~o de certas enzimas oxidativas ativas duran-

te a cinética de descolora~~o. Poderia estar ocorrendo também precipi-

ta~~o de materias cromóforos, os quais seriam facilmente 

durante a filtraiàD em membrana millipore. Entretanto o pH fo1 ajusta

do a 7~6 com NaOH~ antes da filtra~~o~ ressuspendendo os grupos cromb

foros eliminando assim o artificio da precipi ~o~ 

Após o periodo de tratamento biológico, determinou-se as segu1ntes 

atividades enzimáticas no efluente: lacase, peroxidase, Li-P, Mn-P e 

be licosidase com o propósito de avaliar uma possivel inducào ou. 

inativacào destas atividades com a biodegradaç~o do efluente, descolo

rac~o, demanda quimica de oxigênio (DQO) e eficiência de descoloracào, 

definida como % de de~colora~~o/massa micelial seca~ Na Tabela III po

demos acompanhar estes resultados~ Aparentemente o efluente ativou o 

sistema. enzimático, provocando a apari~~o ou indu~~o de algumas enzi-

mas~ como lacase que n~o havia sido detectada em caldo de cultivo de 

Pu trabeus, ou houve um acréscimo das atividades lacase~ perox1dase e 

Li-P, observado em L. edodes e P. chrysosporium. as Polyporus sp. 

fugiu à regra, com o total desaparecimento de lacase e pero>tidase., 

Com8arando as atividades de beta-glicosidase, podemos sugerir que esta 

enzima é de considerável import~ncia,estando diretamente envolvida no 

mecanismo de descolora~~o e descontamina~~o do efluente, pois justa

mente nas duas cepas menos eficientes, a mesma n~o foi detectada~ 

A maior parte da glicose presente no efluente n~o é metabolizada 

(Yin e cal. 1989). A presen~a de beta-glicosidase se justifica pela 

rea;~o de transglicosilaç•o, facilitando o ataque do fungo às cloro

ligninas ou derivados, permitindo uma redui•O da cor e uma transforma-

do efluente a C02 e H20. Este tópico foi discutido em publicacôes 
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anteriores (Esposito e col~ 1991). 

4.4 DEMANDA QUIMlCA DE OXIGENIO 

No final do estudo sobre cinética de descolora~~o e pH, determina-

mos a DOO. Os resultados podem ser observados na Tabela III. Parece 

haver uma correla~~o entre descolora~~o, DQO e massa molecular, porém 

seria necessário a inclus~o de um acompanhamento cinético para confir-

mar esta posi~ão. 

4.5 MICELIO INATIVADO 

Para L~ edodes UEC-2()19, foi determinada a adsorç~o, por determina-

~~o da porcentagem de descolora~~o obtida com micélio inativado ou 

morto. Observou-se uma reduç~o média de 13 % na cor do efluente trata-

do após 5 dias~ Poderiamos atribuir o restante 6(1 % a atividade enzi-

màtica. Foi determinado para C. sitophila 30 % da descoloraiâo devido 
I 

a adsor~~o micelial (Durán e col~ 1991) e nessas condi~Oes~ considera-

das ideais, ocorre uma descolora~~o-de 75% em 4 horasg Sendo 45 

atribuido a atividade enzimática. 
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TABELA III. Efluente Tratado B1ologicamente, Após 12(1 h. 

·--·-------
Cepas Atividade Enzimática (LI/L) 

Gluc. 0 
DQO Descol 

Lac., 

P.chrysosporium 0,04 
E<KM-F-1767 
C.sitophila 0,00 
TFE<-27441 
Polyporus sp. 
UEC-2022 
L. edodes 
UEC-201 '? 
L. edodes 
UEC-·2021. 
P. trabeus 
UEC-2023 

0~00 

11,00 

2,10 

0,80 

Li-F'. 1'1n E f 

0,005 

O~üOü 7,0 

0,000 

3, 200 2::s , O 11,2 5~0 

0,400 260 89,7* o,o 

lC c ( ., ) . , . 

o , 94 :::::6 

o ' 64 41 

o ' 30 48 

o . 97 60 

o, 60 61 

o ' 26 ::".1 

d,b U/L. c percentagem de descolora~~o/massd micelial seca (mg). * U/mL. A DQO do efluente n~o tratado foi considerada 1(10 %. 

4.6 MINERALIZAÇAO 

Na Figura 26 está ilustrada a determin da massa IT•olecular~ 

( ~~ ) 

'i 'C• 
'· ~ 

41 

2:::! 

7:s 

42 

24 

Se 

pode evidenciar, através do decréscimo da massa, que há realmente ml-

neraliza~~o e n~o somente uma transformaç~o dos grupos cromóforos. P. 

chrysosporium perde 26 % da massa molecular-, Chrysonilia sitophila, 

20 L. edodes 2021, 65 %~ Polyporus sp~ 52 %, exceto P~ trabeus~ 

para o qual ocorre uma redistribui~ào da massa molecular sem redu~~o 

da mesma,. 

L. edodes UEC-2(119 fol o mals eficiente, nâo só na descolora~~o (73 

%) mas também na redu~~o da DQO (60 %) e massa molecularp Ocorre uma 

nitida mineraliza~~o, com a diminui~~o de 7(1 % da massa, reduzindo 

compostos de alta e baixa massa molecular. Recentemente Bergbauer e 

col. (1992), reportaram sobre o biotratamento de efluentes com um novo 

fungo Stagonospora gigaspora. Os autores discutir-am a detenninac;:lío da 

massa molecular após 5 dias de incubac;~o em efluente CEH. Considerando 
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F1gura 27. Determina~~o da massa molecular, a 5 dias de inCLI-
bac;ao com S. gigaspora (----), sem S. gígaspora (---) 
a) efluente CEH; bl efluente EOF'. (Bet-gbauer e c:ol. 
1992) 
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o comentário de que S. gigaspora causa uma clara limeriza~~o das 

fraçbes de massa molecular mais alta, degradando uma p~r~~o consider§

vel das ligninas presentes no efl0Ente, 2 comparando com nossos resul-

tados~ poderiamos concordar sobre a despolimeriza;~o, porém em termos 

de degrada~~o~ não demonstra ser esta uma cepa muito adequada (Figura 

apesar de reduzir até 90 % da cor~ Um tratamento eficiente de 

efluentes de branqueamento necessariamente deve incluir a elimina~~o 

de compostos clorados de alta e bai>:a massa molecular~ Durán e col. 

(1991) reportaram 56 % de perda de biomassa para C. sitophila após 40 

horas, permanecendo somente uma pequena por~~o de massa molecular mais 

alta~ Porém dentro das cond estabelecidas neste trabalho C. si-

tophila mostrou-se menos eficiente que L. edodes~ Cabe ressaltar 'que 

n~o trabalhou-se em condiçOes ideais de nenhuma das cepas. 



4.7. MECANISMO DE DESCOLORACAO DO EFLUENTE KRAFT FOR Lentinus 

edodes 

A cor pode ser dividida em três tipos conforme a reatividade 

do efluente (com ou sem tratamento) com ditionito (cor referente 

a quinona) e boroldreto (cor referente a quinonas totais e car-

boni 1 a) " o, a diferen~a entre os valores obtidos com boroidre-

to e ditionito determinam a cor ref~rente a porç•o carbonila. A 

colora<;:~o restante observada é denominada como 11 outros" por ~1omo-

hara e col. ( 1989). 

Na Figura 28 observa-se a distribui~•o da cor no efluente bio

tratado com L. edodes em rela;ào ao controle, efluente nào trata-

do~ 

A cor referente a ouinonas e carbonila foi removida mais efi-

cientemente do que a por~~o restante (outros). Entretanto, nào 

foi observado nenhuma especificidade quanto aos grupos cromófo-

ros, aoós um periodo de 120 horas~ Conclui-se, a partir destas 

·abserva~bes !I que L. edodes rada indistintamente quinonas e 

carbonilas., 

4.8 UTILIZAÇAO DE EFLUENTE El COMBINADO COM Cl EM DISTINTAS 

PRORORÇôES: EFLUENTE RIPASA. 

Para este estudo utilizamos o mesmo fungo selecionado na fase 

anterior, L. edodes UEC-2019, com o efluente RIGUESA. Os contro

les foram mantidos, sendo P. chrysosporium e C. sitophila. Deve-
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s0 salientar oue ~s caracterist1cas d1fer1ram multo entre um 

efluente e OLttro~ apesar de serem ambos provenientes do processo 

l<raft. a seau2nc1a empregada durante o branqueamento n~o era a 

mesma. No caso do efluente RIPASA n~o houve necessidade de dilui-

~~o, pois a absorb~ncia inicial n~o ultrapassou (1,80~ 

4.8.1) Mistura de efluentes: El (70 %) + Cl (30 %) 

Como orimeira tentativa de se utilizar efluente combina-

do, determinamos unicamente porcentagem de descolora~~o~ oH e 

eficiéncia (Tabela IV) e distribui~~o de massa molecular (Figura 

29). As condi~bes de oré-inóculo e inóculo foram mantidas. 

O comportamen das cepas neste efluente fol totalmente 

diferente ao observado com o efluente RIGUESA. Neste caso. ocor-

reu uma cinética veloz. porém nào houve degrada~~o satisfat6ria 

das cloroligninas. 

Tabela IV~ Efluente El (7() %) + C! (3(! %) biotratado até 12Cl ho 
ras, sem fonte adicional de carbono e/ou nitrogênio~ 

Descol~ pH E a 

_______ o; l -----------------------

P.chrysosporium 
BKM-F-1767 

C.sitophila 
TFB 27441 

L. 
UEC 2019 

Controle 
Efluente s/ 
tratamento 
( pH inicial 5,Cl) 

24 72 120 (h) 24 

44 60 40 6,9 

71 7~5 

67 68 4,5 

7,4 

-te-; 
f ~:.. 120 (h) 1~20 

7 
' 

7 7 
' 

7 0;<6 

8, 1 8,3 0,4 

3,7 3, 5 1,1 

7,8 8,0 

h 
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uma c1nética de descoloraç~o muito mais ràpida, do qLte a observa-

da com o efluente RIGUESA~ 

A partir destes dados decidiu-se utilizar uma porcerstagem de 

m1 tura que forneceEse diretamente um pH inicial de 5~(1 (El ~5,3 

% + Cl 44,7 %), sem necessidade de aJt!ste com H2 

dos est~o e>:pressos na Tabela V abaixo~ 

4.8.2) Mistura de efluentes: El (55,3 %) + Cl (44,7 %) 

1ABELA V. Efluente (E>:traç~o (55,3 %) + Clora~~o (44,3 %)) Com 
Tratamento Biológico Após 120 h de Incuba~~o~ 

P.chrysosporium 
Bt<!"1·-·F --17 6 7 

C.sitophila 
TFB 27441 

L.edodes 
UEC 2019 

Controle 
Efluente :::./ 
tratamento 

Descol . DDD DDD 
( ~~~ ) mg/L ( /~ ) 

·a 1 1478 o C··' • 

50,2 1427 . .::. 

;::9,3 1281 .1::::, 

To>: . b-·Glu9 

( -- ) 1 • 3 (J . (i o 
' 

(1 

( +) 

( +) 

a Eficiéncia (%de descolora~ào/massa micel1al seca ( )), b To-
>~icidade, teste realizado co~. Spírillum volu ans~ {+) >~lCD~ (:!.::) 
pouco tóxico,(-) nào tóxico' c Lacase (U/L)~ Peroxidase (U/L)~ 

e Ligninase (U/L), f beta-Glicosidase (U/L). 
Caracteristice:s 
(aju;;:::.tc:<.do com 

do efluente: Absorb2ncia inicial: (l,6033, pH 5 
a mistura Clora~ào + E>:tra~~o), Fóstoro total: 

(1~035 mg/L~ Nitrogênio: (I~ Carboidratos: 0,(12 %. 
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T~oela VI. El (5~.-· %) + Cl (44.7 %)~ CinétJca de Descoloraç~o e 
pH. 

Cepas Desco l. nH 
___ (%) ·--:-:-:-----:::-·-·------------------
24 72 120 (h) 24 72 120 (h) 120 h" 

P.chrysosporium 51 
BKM-F-1767 

59 

C.sítophila 
TFB 27441 

L.edodes 
UEC 2019 

Controle 
Efluente s/ 
tr·atamento 
(pH inicial 5,0) 

51 68 

62 66 

69 

"7 
' o 

60 4 ' 4 

5 !lo 

7 ' 
~ ,, 7 , 6 o fl6 

-----., 6 4 4 o 7 ·-·' ' ' ' 

5,0 6, é\ 

A cinética de descolora~ào foi mais rápida do -que na primeira 

mistur-a (Tabela IV). Com a determina~~o da distribLii~~o das mas_ 

sas moleculares, chegou-se a duas considera~6es importantes: 

a) O método de sele~~o deve ser exclusivo para Llm tipo de 

substrato~ especialmente tratando-se de efluentes, pois a presen_ 

~a e as propor;ôes de determinados c são alteradas; 

b) A presen~a do cloro parece afetar bruscamente o sistema en_ 

zimático dos fungos ... Algumas enzimas~ como Li-P, ficaram total_ 
I 

mente inibidas. A descolora~ào nestes casos 

c1ada a transforma~~o dos grupos cromóforos, há uma nova distri_ 

bui~ào de massa e despolimeriza;ào, sem levar ao final à minera_ 

lizac;ão. (Figura 30). 

A partir destes resultados, decidimos tratar o efluente prove_ 

niente do estágio de extra;lo alcalina (El). 
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F cura 3CI~ Distr1bu1çào da massa molecular: Efluente 

(1) 

(El 55.3 % + Cl 44,7 %) a s 120 h de tratamento biol 1co. 
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~ 4 
u 
z 
·~ 3 ID 
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ID 
~ 1 

o 
o 

42 

(efluente 

• 1 

+2 

84 154 

FRAÇÃO lmll 
nào tratado) e {~) P= chrysosporium BKM-F-1767 

48 119 
FRAÇÃO I ml l 

• 1 
+2 
*3 

182 

(1) Controle (eflLtente nil:o tratado); (2) L. edodes UEC-2019 

(3) C. sítophíla TFB 27441. 



4.8.3) Efluente El (100 %) 

TABELA VII • Efluente (Extra,~o) Com Tratamento B lógico, a 
120 h de incuba~~o= 

(%) mg/L (%) 

P .. chrysosporium 22,0 1200 17 (~) 0,01 0,12 0~0 
BI<M-F-1767 

C.sitophila 
TFB 27441 

L.edodes 
UEC 2019 

Controle 
Efluente s/ 
tr·atamento 

48,0 

47,0 

640 ~·5 

720 50 

( ±) o,o 0~0 o,o 

(+ ,o 

( +) 

29~1 

40,3 2,8 

4,5 8,4 

lu o 

a Eficiência (%de descclora~~o/massa micelial seca (mg)), b To
>:icidade, teste realizado com Spirillum volutans, (+) tóxico, 
(~) pouco tóxico, (-) n~o tóxico, c Lacase (U/L), d Peroxidase 
(U/L), e Ligninase (U/L), f beta-Glicosidase (U/L)~ 

Caracteristicas do efluente: Absorbftncia 1n1cial: 0,5792, pH 5 
(ajustado com H2S04), Fósforo: 0,36 mg/L, Nitrogênio: 5,6 mg/L, 
Carboidratos: 0,005 %~ 

Os valores de DBO foram 429 mgO~/L para 0 efluente controle 
~ 

(E1) sem tr·atamento, 162 mgD2 ;L para P. chrysosporium' 276 mgO--:>/L 
"-

para C. sitophila e 304 mg02 ;L para L. edodes. 
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24 

P. chrysospor i um z:. 48 
BK!1-F-1767 

C.sitophila 
TFB 27441 

L.edodes 
UEC 2019 

Controle 
Efluente s/ 
tratamento 
(pH inicial ::~,0) 

19 

::"8 

Ea = % de descolora~ 

~::~o 

40 

120 (h). 24 120 (h) 1.20 h 

6,6 7,6 7,8 

48 7,3 7,6 8~0 

47 

;:.,o 5,4 s,2 

Apesar dos resultados n~o apresentarem valores muito signifi-

cativos de descolora~~o, pOde-se observar um aumento nas ativida-

des enzimáticas ao final do processo de 12Cl horas~ Considerando 

os resultados anteriores (Tabelas XI e XII)~ este fato propbe que 

o cloro afeta consideravelmente a atividade enzimática~ 
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Visando otimiza~ as condi~bes estudadas em menor escala, pas-

samos o processo a um biorreator~ Utilizamos um modelo de leito 

recheado modificado e testado pelo grupo do Dr. Sant Anna da Es-

cola de Engenharia Quimica da UFRJ# 

O reator foi operado em estado estacionário onde L. edodes foi 

utilizado imobilizado. O emprego de fungos filamentosos para este 

propósito é fonte crescente de interesse~ devido às caracteristi-. . 

cas metabólicas e propriedades de aderência superficial (Ancelmo 

e Novais, 1992 e referências citadas)~ 

Para este modelo de biorreator pode-se supor que a fase liqui-

da é perfeitamente agitada. Embora n~o se tenha feito uma c~rac-

terizaç2io hidrodin~mica~ estudos realizados com reatores simila-

res (Guadalupe, 1985 ; Costa Reis e Sant'Anna, 1985) confirmam 

que a fase liquida é praticamente homogeneamente agitada. Dentro 

deste contexto, o reator testado, operado em batelada~ pode ser 

considerado um reator em batelada de mistura eita't em lngles 

l!BSTF~" { be.tch stirred tank reactor)" 

O balanço de massa para o microrganismo é dado pela equa~~o 

(dXlc V - QX dt + dX V 

Onde: 

(dX)c é o aumento da concentra;~o de microrganismos que 

ocorre no intervalo de tempo dt. 



' 
• 
• 
• 
~ 

• • • • • 
~ 

• t 

• • • • • .. 

por: 

dX é a variaç~o da concentraç~o obser-vada no mesmo int rva 

lo, já que n~o atingiu-se o regime estacionàrio. 

Assim a equa~~o poderia ser· escrita como: 

dX -Q 
= X + 

(dX) 

dt v (dt)c 

Q 
vaz~o especifica = D 

v 

dX (dX) 
= -DX + 

dt (dt)c 

1 dX 1 (dX) 
= -D + 

X dt X (dt)c 

Por defini~~o, a velocidade especifica de crescim~nto ~ dada 

1 (dx) 
ux = 

X é a concentra;•o no instante t • 



1 dj 

- ux - D 
X dt 

No reglme estacionário tem-se: 

dX 
- o 

dt 

Logo: ux - D 

Q 

ux= 
v 

Quando se trabalha com um único tanque~ sem microrganismos no 

liouido de alimenta;ào, a velocidade especifica de crescimento é, 

no regime estacionário~ igual a vaz~o especi~ica de alimenta~ào~ 

O balan~o de massa para o substrato é calculado pela sequinte 

equa~~o: 

(-dS)c V = QS dt + dSV 

Sendo: (-dS)c a massa do substrato consumida no intervalo de 

tempo dt; 

a varia~~o de massa observada neste intervalo de 

tempo, quando n~o atingido b regime estacionàrio. 



dS [I (dS) 
- (5o - S) + 

dt v (dt)c 

So é a concentra~~o limitante de substrato no tanque de cul-

tivo; 

S é a concentra~~o limitante de substrato no tanque de ali.-

menta.~ 2:\o ~ 

4~10 FUNGO IMOBILIZADO 

Foram testados do1s suportes para imobilizaçào do fungo, nylon 

e cavacos de Eucalyptus grandis~ A idéia de utilizar a !nadE., ir-a 

foi urna tentativa para que a mesma SEY"'VlSS:.e como 

substrato e suporte ao mesmo tempo~ Economicamente seria uma al-

ternativa viável~ já que no Brasil as indústrias papeleiras uti

lizam, geralmente, madeira de Eucaliptus para produ~~o de polpa e 

papel (Ara~jo e col. 1991). 
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f·or um ~ericJGo de 5 dias fo1 oeterminado cor~ pH~ fenb1s to-

tais e DQO. O cálculo de eficiéncia foi definido r1o item 5, da 

parte experimental. 

4.10.1) lMOBILIZAÇAO EM NYLON 

A eficiência deste processo em 12(1 horas foi de 70 % na redu-

~~o da cor~ 36 % na redu~~o de fenóis e 67 % na redu~~o de DQO. 

0,8103 - 0,2430 
Eficiencia (Cor, Abs.465 nm) - = 0,70 

0,8103 

49,0 mg/L - 31,5 mg/L 
Eficiência (Fenóis Totais) = = 0,36 

49,0 mg/L 

1.320 mg/L 02 - 436 mg/L 02 
Eficiência (DQO) = 

A maior :Vantagem foi a obten~~o de uma cinética mais ràpida e 

também uma redu;~o maior da DOO, embora n~o sendo t~o significa-

tiva em relac~o á obtida com micélio livre, é significativa quan-

do comparada à obtida com P. chrysosporium em condi~bes ótimas de 



cultivo (Canlmarota~ 1991). ~~~.Tabela IX, compa~an.os L~ edodes com 

P~ chrysosporium~ Neste caso deve-se re5saltar QL\e as condicbes 

de cultivo foran1 dife~entes~ N~o trabalhou-se em condi~ees btimas 

com L .. edodes~ já que o objetivo era a obten~~o de um processo 

economicamente viàvel. 

Vários trabalhos sobre imobiliz concordam com o aun.ento na 

efic1encia do processo. C~ sitophila imobilizada em nylon aumen-

ta 40% a descolora~~o de efluente (Duràn e col~ 1991). Ancelmo e 

Novais (1992) demonstraram um notável aumento na biodegrada~~o de 

compostos fenólicos por Fusarium flocciferum imobilizado em rela-

~ào ao micélio livre~ 

Tabela IX~ Tratamento Biológico de Efluente El Após 12(1 h em Bi.o 
reator de Leito Recheado (300 mL). Micélio Imobiliza 
do em Ny l ()n . 

"""""" ____ , ____________________ _ 
Fungo 

Fel- iodo (h) 

pH 

~:o de Fenói ~
Tctai=- p:) 

L. edodes 
(UEC-2019) 

----------
120 

4,1 (inicial 5~0) 

70 

36 

·-----------·-----·---c=--
Redu~~o de DQO (%) 67 

P. chrysosporium 
( Bi<f"1-·F -- .l 7 6 7) 

1:::'0 

6".? 

42 
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Tabela X. L. edodes imobili~2do em nylon em b1orreator dE leito 
rec heacJc• ~ 

-------------------------·--
Tempo (h) Descolora~~o (%) Fenóic totals (%) DQO (%) 

--::-;:--------:-::-----------:-::----------------
;".9' 4 24 18 12 

-----
48 :";8 15 

72 55 29 

96 62 31 54,0 

120 70 36 67,0 

Podemos concluir a partir destes primeiros resultados que a 

imobiliza~~o do micélio fúngico em nvlon em biorreator é um méto-

do ré do e eficiente~ permitindo um escalamento de processo, a 

longo prazo~ 

4.10.2) IMOBILIZAÇAO EM MADEIRA 

Os resultados obtidos da imobiliza~~o em madeira n~o foram 

muito promissores. A cor inicial do efluente sofreu um aumento 

significativo a partir do terceiro dia~ inicialmente inoculamos o 

fungo na madeira e após uma semana inoculamos o efluente com esta 

madeira. O processo mostrou-se eficiente até 72 horas,seguindo-se 

um incremento na cor, nos fenóis e também na massa molecular. Os 

cálculos de eficiência s~o definidos a seguir: 



~ficl~ncia (Cor, Abs. 465 nm) 

75,5 mg/L - 56,0 mg/L 
Eficiência (Fenóis totais) 

7;:,,5 mg/L 

A Figura 31 ilustra a permea~~o em gel se~':'hade>~ G-50 do 

efluente b.iotratado .. Observamos claramente um aumento da área, 

possivelmente devido a libera~ào de fenóis da madeira durante o 

tratamento com o fungo. Nas Tabelas X e XI est~o apresentados os 

resultados relativos ao estudo cinético dos dois processos testa-

do-:::. em biorreator e c~ F uras 32 e 33 interpretam graficamente 

os valores das cinéticas de descolora~ào e fenóis totais. Hà uma 

tendência da redu~~o de fenóis acompanhar a perda de cor~ tanto 

na imobiliza~~o em madeira como na imobiliza~~o em nylon Entre-

a velocidade de redu~ào de fen6is é 7~5 vezes ma1s r ~ _.J ·
..LU à 

na imobiliza~~o em madeira (k = 13 v 1 h -1 \ o· " , o q,_,e nêi imobili-

em nylon (k = 1,7 >: h-1 J !' provavelmente devido ao es-

timulo provocado pela madeira na produçà~ enzimática e consequen-

temente na degrada~~o de fenóis. Em termos de descolora~ào as ve-

lociàades praticamente n~o diferem, ~ =·6,9 x 1 h-1 para imo--· 

biliza~~o em madeira e k = 7,8 x 10-3 h-1 para imobilizaç~o em 

n)/lon ~ 

Concluimos que a madeira de Eucaliptus é um suporte que pode 

ser adequado para imobiliza~ào, se utilizado por um periodo menor 
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Fig. 31 Permea~ào em gel (GPC) sephadex G-50 do efluente biotra 

tado~ 

Co/Cf 

50 100 150 
TEMPO lhl 

li COR 

+ FENÓIS 

* DQO 
2:'303 log CD 

Ct 
k :,·cor) = -~ o v 1n-3 

~ •...: " ·~· 

k (fenóis) = 1,7 x 1 
k ( DllO) = 13,0 x 

Fig. 32 Imobiliza~ào em nylon: Cinética de descoloraçào, Fenbis e 

DQO. 
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c" 
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Fig. Imobiliza~~o em madeira: Cinética de descolora~~o, Fenóis 

e DQO. 



de temoo (72 h) e en~ um processo continuo, ou a, transferindo-

se o efluente jà tratado para um b1orreator com novo in6culo 

(fungo imobilizado na madeira). Apesar dos resultados serem menos 

significativos do que na imobiliza~~o em nylon, há uma velocidade 

consideravelmente maior na degrada~~o de fenóis até 72 horas, co-

mo se pode verificar nas Tabelas X e XI. 

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

Tempo (h) Descoloraç;ào (i;) Fenóis totais (%) 

24 29 

48 42 43,4 

72 49 41,0 

96 

120 

4.11 INDUÇ~O ENZIMATICA 

Para a indu~~o enzimática utilizamos o próprio efluente como 

meio de dilui~~o no cultivo do microrganismo, neste caso L~ edo-

des. 

Como podemos observar na Tabela XII houve, um incremento das 

atividades quando comparadas às determinaç;bes iniciais. Na pri-

meira etapa da seleç;ào foram determinadas as atividades fenoloxi-

dases e ligninase em caldo. Após o periodo de indu;ào, percebe-se 

que algumas enzimas que nlo haviam sido detectadas anteriormente 

como as lacases, que nesta fase puderam ser quantificadas. 



~abela ·XII. Atividade enz1mática de Lg edodes em caldo. 

--------·---------
femoo (horas) 24 72 12(1 12Cli 

Lc:1c c_':i_se ( U/L) 8,0 11,0 

F'í.o?r··o;.; ida se ( U/L) 0,2 

Lignina:=.e ( U/L) 1::, B 4,2 12 .~ 7 

Mn-Peroxidase (U/L) o,o 0,0 

Beta-Glicosidase (U/L) 9~0 8,0 

(i) atividades iniciais, medidas no caldo (dados refere11tes a 
Tabela I) 

do Oki e col~ (1981) e Leatha.m (.1986) 2. atividade ligni-

nolitica de L~ edodes aumenta durante o periodo dE crescimento 

VE:getati.\tO, onde as fontes de carbono e nitrogênio s~o abundan-

tes. Bonnarme e Jeffries (199(1) mostraram a oarticipa~ào de Mr, 

(II) na regulaçâo das atividades de lign1nase e Mn-peroxidase~ 



3. CONCLUBOES GERAIS 

A pa~tir de 51 cepas de fungos testados quanto a habilidade em 

descolorir· e descontaminar efluentes ~~raft provenientes de indús

trias de polpa e papel, selecionamos Lentinus edodes como a cepa 

de maior potencial, dentro das condi~bes propostas neste estudo. 

L. edodes foi capaz de descolorir eficientemente, reduzir 

massa molecular através do processo de mineraliza~~o~ reduzir as 

demandas quimica e bioquimica de oxigênio, reduzir os fen6is to

tais (cloroligninas) e a toxicidade aguda dos efluentes testados~ 

A condi~~o primordial foi a n~o utiliza~~o de fontes adicio-

nals de carbono e/ou nitrogênio após a inocLila~~o do ·fungo no 

efluente= c efluente possui Ltm conteúdo minimo de glicose, em 

torno de 0~06 %, sendo em alguns casos, o suficiente para manter 

o microrganismo ativo. 

o periodo de indu~~o com efluente~ a cepa mostrou-se c1-

neticamente mais eficiente na descolora~~o do efluente. 

Este pr-ocesso levado a escala de um biorreator, com o 

imobilizado em diferentes suportes demonstrou um bom potencial de 

aplica~~o, especialmente quando nylon foi utilizado como suporte. 

o obstáculo encontrado é a lentid&o no periodo de 

crescimento deste fungo em especial. 

A seleç~o deve ser especifica para cada substrato. Os resulta

dos podem variar enormemente com a mudan~a de um par~metro, haja 

visto os resulta os obtidos com o efluente misto (El + Cl). 

No caso de L. edodes, que apesar de nào possuir atividades en-

zimáticas relevantes, foi um dos mais eficazes, conjectu-



r ar que a mudan~a de caLisada pelo fur1go e um fator preponde-

rante no favorecimento da aç~o das enzimas ligninoliticasK Quando 

se compara L. edades com PB trabeus, existem duas diferen~as bà-

sicas a serem ressaltadas, pH e atividade be licosidase. P. 

trabeus leva a um aumento de pH em torno de 8, sendo desfavoravel 

para qualquer das enzimas testadas, e a n~o detecç~o de be li-

cosidase,. que realmente demonstrou ser imprescindivel para D 

ataque enzimático= 

Os objetivos propostos para este estudo foram atingidos. Como 

perspectiva futura pode-se pensar à nivel de modelamento matemà-

tico do biorreator utilizado durante este trabalho, para otimiza

~~o do p~ocesso de biotratamento de efluentes~ Entretanto, pode

se extrapolar á partir destes resultados uma associa~~o de dois 

tipos de tratamentos, como uma alte~nativa bastante promissora á 

nivel de aplica;~o industrial. Por exemplo a ultrafiltra~ào ou 

tratamento anaeróbio seguido de tratamento aeróbio com L~ edodes 

imobilizado em um suporte adequado, possivelmente seria um pro-

cesso altamente eficiente~ 
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7 GLOSSARIO 

Actinomicetes: bactérias ·filamentosas as quais, algumas vezes~ 

s•o classificadas como Fungos Imperfeitos. s•o ti

picamente saprofitas~ entretanto s~o conhecidas 

algumas poucas patogênicas para o homem, plantas 

e animais~ Outras sào importantes fontes de anti

bióticos (ex.: cicloheximida, estreptomicina) 

(Hawksworth e col., 1983). 

Ascomycetes: Um grande grupo de fungos~ os quais possuem como 

principal característica uma estrutura denominada 

asco, onde localizam-se os esporos ou, neste caso~ 

ascosporos (Hawksworth e cal~~ 1983)# 

Ascosporos: célula propagativa dos ascomycetos, encontram-se den-

tro do asco (Hawksworth e col. 1983). 

Basidiomycetes: Um grande grupo de fungos que possuem como pr1n

cipal caracteristica uma estrutura denominada ba-

Basid 

sidio, que comporta os basidi (Hawksworth 

e col. 1983). 

poros: célula propagativa dos basidiomycetes. s•o produ

zidas externamente nos basidios~ o que facilita a 

dispers•o e a variabilidade genética deste grupo, 

considerado como os mais evoluidos dentre os fun-

gos (Hawksworth e col. 1983). 

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

um agregado de muitos filamentos (hifas) (Hawksworth e 

col., 1983) 
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Micorrizas: fungos associados Slmblotlcamente a raizes da plantas 

(Hawksworth e col., 1983) 

Parasita: organismo que vive ou obtém os nutrientes necessàrios 

para seu desenvolvimento através de um outro organismo 

vivo (hospedeiro) (Hawksworth e col., 1983). 

Patógeno: um parasita capaz de causar enfermidades principalmente 

a seu hospedeiro (Hawksworth e col., 1983) 

Saprófita: microrganismo que se alimenta de matéria org~nica 

morta, comumente causam descomposi~~o(Hawksworth e 

co l.' 1983) 

Xilófago: microrganismos degradadores de madeira. 



APENDICE J. 

1. Meio de Cultura !sólido) 

Extrato de malte 
Agar 
Agua destilada 

2~ Meio de Cultura 

Extrato de malte 
Agua destilada 

7 
~~ Meio de lndu~•o 

Extrato de malte 
Agar 
Efluente El (100 %) 

4. Meio de Indu~•o 

Extrato de malte 
Efluente. E1 (20 %) 

12,5 g 
2Cl,Ct g 
1000 mL 

(liquido) 

12,5 g 
1000 mL 

(sólido) 

12,5 g 
20,(1 g 
1000 mL 

(liquido) 

12,5 g 
1000 rr;L 
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APENDICE li. 

Curva de Calibraçao para Determinaç•o de Fenóis Totais 

1,0 

0,8 

E 
c: 

I() 0,6 
<O 
1'-

o 
1<1: 
L> 0,4 
a: 
o 

"' ID 
<1: 

0,2 

0~~---L--~--~~~~--~--~--~~ 

o 2 4 6 8 lO 

FENÓIS TOTAIS mg I L l 

0~4 A 
Slope = = 0,089 = (mg/L) 

4,5 slope 

\11 . Ml = \12 . M2 

0!15 . ~11 = 5,1 . r·h 
~ 

Fenóis Totais = M1 



AF'ENDlCE III. 

Cálculos de Balan~o energético. 

E + S _ kl_____,. ES 

+----
k-1 

\/o = k2 [ESJ 

,_, E + p L __ .,. 

Vmàx. = k2 [E]t - k2 ([E] - [ES]l 

Formac;ào de ES: 

d (ES) 
= U [E]. [S] 

dt 

d ( ES) 
= kl [Et- (ES)].[S] 

dt 

Desaparecimento de ES 

d ( ES) 
= k2 [ES] + k - 1 [ES] 

dt 

d ( ESl d ( ES) 

-~ DL dt 

113 

Logo, ki ( [EJt [ES]I . [S] = k2 [ESJ + k-1 (ESJ = [ESJ • (k2 + k-1) 

(Et- [ES]I • [SJ k2 + k-1 
= l<m 

[ESJ ki 

Et [S] - [ES] . [SJ = Km [ESJ 
Et [SJ = Km [ESJ - [ESJ . [SJ = [ESJ . (Km + [SJ) 

Et . [ S J 
[ESJ = 

Km + S 

Vo = k2 [ESJ V o Et [SJ 
= 

k2 Km + S 

V o [SJ 

--=--=-- = 
k2 • Et Km + S 



1 

V c· [5] V o [SJ 
- =:::.::::::::;:: 

--·--·--
VmáY. rm ,. c Vmc'l>: Km + s . ;:) . 

k r) + k--1 
l<m = -·-----

k 1 

k-1 ,. > k:2 

k-1 
;::m - ;.:s 

!·: 1 

(S] 
Vo = Vm2.>: 

Km + S 

Equa~~o de Michaelis - Menten: V má>;.. [ S J 

Km + [SJ 

A partir da equa~~o anterior, tendo Monod estudado o crescimento 

bacteriano em cultivo continuo, onde a velocidade de crescimento ~ li-

mitada por um único substrato, .observa-se que seus dados e>:perimentais 

seguiam o tipo de curva michaeliana~ 

A equa~~o tipica de Michaelis-Menten, descrita acima, é reescrita 

como: 

[S] 

u>~ = umà>~"------
Ks + [S] 

Onde umàx~ é a velocidade máxima especifica de crescimento e Ks, a 

constante de saturaçlo que é igual a concentraçlo de substrato corres-

pendente a velocidade especifica de crescimento, igual a metade da ve-

locidade especifica màxima. 
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A dupla reciproca da equac~o é: 

1 Ks 1 1 
+ 

uméx. [SJ 

Esta equaç~o conduz a seguinte express~o para o crescimento de micror-

ganismos: 

dx (SJ 
= umá>:. X ou dS 1 

dt Ks + [S] = ux = X ------
dt Y>:/s 

O balan~o de material do microrganismo é: 

(dX)c V = Q X dt + dX V 

Onde: (dX)c é o aumento da concentra~ào de microrganismos ocorrido no 

intervalo de tempo dt; 

e dX é a varia~~o da concentra~~o no mesmo intervalo, pelo fato 

de n~o ter-se atingido o regime estacionàrio# 

A equa~ào anterior pode ser escrita como: 

dX Q (dX) 
X + 

dt v (dt)c 

Q (vaz~o especifica) 
= D 

v 

dX (dX) 
= - D X + 

dt (dt)c 



1 dX l ( d X l 
= ··- D + ----·- ----

X dt. X (dt.)c 

Por defini;lo, a velocidade especifica de crescimento: 

1 (dX) 

X (dt.)c 
Onde X é a concentraç~o no instante t~ 

Logo, 1 dX 
= U>< - D 

X dt 

No regime estacionário: d " l. 

dt 
:::;; o 

U>: -· D 
u>; -· Q 

v 
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Logo, quando se trabalha com um só tanque, sem microrganismo no liqui-

do de alimenta~~o, a velocidade especifica de crescimento no reglme 

estacionário é igual a vaz~o de alimenta~~o especifica~ 

Balan~o de material do Substrato: 

Q So dt - (- dS)c V = Q S dt + dSV 

Sendo (-dS)c a massa do substrato consumida no intervalo de tempo dt; 

dS a varia;~o da mas~a observada nesse intervalo de tempo, pe-

lo fato de n~o ser atingido o regime estacionário~ Portanto: 

dS Q (dS) 
= (So s) + 

dt v ( dt) c 

De acordo a: dX 
Y>:/s = 

dS 

So = concentra;~o do substrato limitante no tanque de cultivo. 
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A rela~~o entre a massa do microrganismo produzida e a· massa do 

substrato consumida para tal produ~~o (fator de conver·s~o substrato-

m1crorganismo) ~ 

e 1 (dX) 
U}; ::::: 

X (dt)c 

(dX) 
= U>: X 

( dt)c 

1 
U>: X 

(dt)c 

X = a concentraçào celular no tanque de cultivo. 

Logo~ na equa~~o de dS 

dt 
Temos ' dS 1 

(So - 8) -
dt 

X 
S = So -

Y>:/s 
No estado estacionário: dS 

= (l 

dt 

u;-: = D 

Reator de Leito Recheado: 

O balan~o de substrato ao redor do reator em estado estacionàrio: 



QSo dt - (-dSJc V = QS dt + dSV/dt 

QSo - (- dS) V = QS + dS 
v 

(dt)c dt 

V dS (dS) V 
Gl So - Qs = 

dt (dt)c 

Em estado estacionário: 

( dt) 

-v (dSl 
Gi So - GIS = 

( dt)c 

Logo~ 

(dS) 
== O Se - O So 

Se o modelo de Monod é considerado: dS 1 

qs = é velocidade especifica de 
consumo de substrato. 

Logo_~ (dS) 
= - qsX 

(dt) s=se 

Onde, segundo o modelo de Monod: 

Substituindo em 

u;.; X 
dt v~.: /s 

1 

Y;.;/s 

1 dS 
qs = 

X dt 

[Se] 

qs = qsmá;:. --------
,:.s + [Se] 

(dS) [Se] X 
qsmà><. __ _ 

(dt)s=se Ks + [Se] 

(dS) KX [Se] 
= 

(dt)s=se Vs + [Se] 
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então~ 

Logo ; 

(db) 
v ~- U ( Se·-So) 

(dt)s=se 

(- n: [Se]) 

I KS + [Se]) 

1n [SeJ) 

( KS + [Se]) 

= = tempo de residência 

a. equ2.<;:3o 

'-._ KX 

KS 

KX 

[Se] 

( So 

(So 

v ( n [SeJ) 

Ci O:S + [Se] 

i< E 
"C = 
- Se ) KX 

KS 
= 

- i:::) E' ) K>: 

-- Q ( St:?-So) 

-- Gl (Se-

= ::;o Se 

+ [Se] 1<5 
= ----

[Se] KX (Se] 

+ [Se] r~ 

'"' = 
[Se] KX [Se] 
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\' i \ 
~ ' 

( 1 ) 

+ l 

i< X 

+ 1 

------' " · .. }, 

um g~áfico de ~ I (So -Se) VS 1/Se, teria como intercepto 1/KX 

e a tangente seria KS/KX. 

Para um reator de leito recheado Costa-Reis e Sant'Anna (1985) en-

centraram um valor de 303 mg L-lh-1 de KX e de 410 mg L-1. 
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o cálculo de X e ~~ deve-se cons1derar qLie a massa flxada de 

mie ror-gani smos. é proporcional a àrea superficial do material de empa-

cotamento, ou sej'a -mb = beta at 

Onde: mb é a massa fixada da biomassa; 

at a área total da superficie de empacotamento. 

Graficando 

-------c:;..--

Tempo de exposição (h) 

reator o volume de beta ·fo.i de 

A equa~âo anterior pode ser reescrita como: 

Onde mb 
X -· 

v 

\j 

Para a* foi considerado -. Logo, X = 3,3 mg~cm-~ 
X = 5740 mg L--1 

é a concentra~~:o da biomassa 1 -ti>:ada~ 

é a área especifica do material de empacota 
menta. 

um valor de 
. 74 ·-1 .1., em 

1,74 

Para escalamento de processo, a equaçlo poderia ser escrita como: 

v = Q CSo - Se) 

K (> 
.. 

a Se 

CKs + Se) 


