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RESUMO

Os corantes sintéticos tipo azo (— N=N —) representam cerca de 70% do mercado mundial de
corantes, sendo mais largamente usados nos processo de tingimento de fibra téxtil, nos quais,
estima-se que de 10% a 20% dos corantes, sao perdidos, particularmente, durante as etapas
secundarias de beneficiamento téxtil. A aplicagdo de fungos em reatores biologicos para o
tratamento de aguas residudrias vem crescendo devido as suas caracteristicas fisioldgicas. A
capacidade dos fungos de suportar mudangas bruscas de matéria organica, rapida reprodugdo

e proliferacdo, tolerar grandes varia¢des de pH e de temperatura e se adequar a variagdes e
escassez de umidade e de oxigénio, sdo indicadores do potencial de aplicagdo destes micro-
organismos em tratamento biologico de aguas residudrias. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar a eficiéncia de um reator batelada seqiiencial (RBS) com inéculo de Aspergillus niger
AN400 para remover o corante vermelho do congo. O estudo foi realizado em duas etapas: na
primeira utilizou-se um reator em batelada seqiiencial com biomassa imobilizada de
Aspergillus niger AN400 em espuma de poliuretano em ciclos de sete dias, e na segunda, o
mesmo reator, contudo com ciclos operacionais de 48 h. Na etapa 1, o reator em batelada
seqiiencial com biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN400 apresentou boa eficiéncia
para a remoc¢dao de vermelho do congo (95%) e de matéria organica carbonacea (86%). O
processo foi otimizado pelo uso da glicose como cossubstrato, na concentragdo de 1 g'L
(Fase I). Os resultados da constante de velocidade (k£ ;) mostraram um maior ajuste dos dados
experimentais ao modelo de segunda ordem em todos os ciclos operacionais com valores de

R? variando entre 0,785 e 0,994; cujos valores foram de 0,0317 L/mg.h, 0,0145 L/mg.h e
0,0100 L/mg.h para as fases com 1g glicose/L, 0,5 g glicose/L e sem glicose, respectivamente.
Na etapa 2 o reator apresentou boa eficiéncia para a remocao de vermelho do congo (84% na
fase I e 83% na fase II) e de matéria organica carbonacea (87% na fase I e 64% na fase II),

para o tempo reacional de 48 h. Portanto, o reator em bateladas seqiienciais imobilizado com
Aspergillus niger AN400 aponta como uma tecnologia viavel para a remocao de corante de

agua residuaria téxtil.

Palavras-chaves: Reator Batelada Sequencial; Aspergillus niger;, Vermelho do Congo;

Biodegradagao; Biomassa imobilizada.
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ABSTRACT

The synthetic dyes azo (- N =N -) represent about 70% world market of dyes, being more

widely used in the dyeing process of textile fiber, in which it is estimated that 10% to 20% of

the dyes will be lost, particularly during the stages of secondary processing of textiles. The
application of fungi in biological reactors for wastewater treatment has grown due to their
physiological characteristics. The ability of fungi to withstand sudden changes in organic
matter, rapid reproduction and proliferation, tolerate wide variations in pH and temperature

and adapt to changes and lack of moisture and oxygen, are indicators of the potential
application of these micro-organisms in treatment biological wastewater. The aim of this
study was to evaluate the efficiency of a sequencing batch reactor was inoculated with
Aspergillus niger AN400 to remove the dye congo red. The study was conducted in two
stages: first we used a sequencing batch reactor with immobilized biomass of Aspergillus
niger AN400 in polyurethane foam in cycles of seven days and the second step, the same
reactor with the same characteristics, yet with cycles operating in 48 h.In Step 1, the
sequencing batch reactor with immobilized biomass of Aspergillus niger AN400 showed
good efficiency for the removal of congo red (95%) and carbonaceous organic matter
(86%). The process was optimized by use of glucose as cossubstrato at a concentration of 1

gL (Phase I). The results of kinetic constant (k ,) showed a larger set of experimental data to

the model of second order in all operational cycles with R ? values ranging between 0.785 and
0.994, with values of 0.0317 L/mg.h, 0.0145 L/mg.h ¢0.0100 L/mg.h for phases with 1 g
glucose/L, 0.5 g glucose/L and without glucose, respectively. In Step 2, the reactor showed

good efficiency for the removal of congo red (84% in phase I and phase II 83%) and
carbonaceous organic matter (87% in phase I and 64% in phase II) for the time reaction of 48

h. Therefore, the sequencing batch reactor with immobilized Aspergillus niger AN400 points

as a viable technology for the removal of textile dye wastewater.

Keywords: Sequential Batch Reactor, Aspergillus niger, Congo Red, Biodegradation,

Biomass Immobilized.
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1 INTRODUCAO

Os corantes sintéticos tipo azo (—N=N-) representam cerca de 70% do mercado
mundial destas moléculas (YANG et al. 2009), sendo mais largamente usados nos processo de
tingimento de fibra téxtil. Em geral, estima-se que de 10% a 20% dos corantes sdo perdidos
durante o processamento, particularmente, durante as etapas secundarias do beneficiamento
téxtil (LEVIN et al., 2004).

Os corantes possuem como caracteristicas serem persistentes no ambiente ao qual
serdo lancados e por este motivo, os problemas associados a presenca dos mesmos em
efluentes geram grande preocupacdo ambiental. Despejos industriais téxteis quando langados
no ambiente sem tratamento prévio, sdo altamente toxicos a vida aquatica e reduzem a
transparéncia de agua, afetando o processo de fotossintese e diminuindo a concentra¢do de
oxigénio dissolvido, o qual ¢ essencial a biota aquatica (OZFER et al., 2003, AKSU e
DONMEZ, 2003).

Desta forma, o tratamento de poluentes corantes se faz necessario, e a busca por novas
tecnologias para a descoloracdo de efluentes téxteis ¢ de grande atencdo (FU e
VIRARAGHAVAN, 2002). Neste contexto, o interesse na aplicagdo de fungos em reatores
biologicos para o tratamento de 4guas residudrias vem crescendo em fungdo das
caracteristicas fisiologicas destes micro-organismos. Os fungos se destacam pela capacidade
em suportar mudancas bruscas de matéria organica, apresentarem rapida reproducdo e
proliferagdo, serem tolerantes a grandes variagdes de pH e de temperatura e pela capacidade
de se adequar a variacdes e escassez de umidade e de oxigénio (SANTAELLA et al., 2009).

A viabilidade do uso dos fungos para a mineralizagdo de compostos de dificil
degradacdo presentes em diversas aguas residuarias vem sendo relatada como alternativa
promissora de aplicagdo, conforme os bons resultados apresentados em pesquisas sobre a
degradacdo de compostos fenolicos (RODRIGUES, 2006; LOPES, 2008; SHARMA et al.
2009), corantes téxteis (SANTAELLA et al., 2009), pesticidas (SAMPAIO, 2005), entre
outros.

O género Aspergillus tem mostrado ser capaz de sobreviver e crescer em meios
liquidos na presenca de compostos de dificil mineralizagdo e produzido bons resultados na

remogao destes compostos (FELIX et al., 2009).



A facilidade de degradar os mais diferentes substratos ¢ atribuida a producdo de
enzimas extracelulares que tornam o organopoluente acessivel para assimilagdo
(RODRIGUES, 2006), sendo que a espécie Aspergillus niger, em fungdo das condigdes do
meio, ¢ capaz de produzir mais de 19 enzimas diferentes, como, por exemplo, celulases,
lactases, lacases, xilanases e amilases (SPIER, 2005, FASANELLA, 2008), possuindo grande
potencialidade para a degradacao de diferentes compostos xenobioticos.

Assim, nesta pesquisa foi estudada a eficiéncia de um reator batelada sequencial com
inoculo de Aspergillus niger AN400 na remogdo de corante Vermelho do congo em agua

residuaria sintética.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia de um reator batelada seqiiencial (RBS) com inoculo de

Aspergillus niger AN400 para remog¢ao de corante Vermelho do Congo em meio aquoso.

2.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a cinética de biodegradacdo do corante Vermelho do Congo em meio aquoso;
e Avaliar a eficiéncia do sistema biologico na remocdo de corante, DQO, amdnia e
nitrato, operado em ciclos de 7 dias e 48 h;
e Verificar a influéncia da glicose na eficiéncia do processo de biodegradacao do corante

Vermelho do Congo em meio aquoso.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Industria Téxtil

A industria téxtil faz parte do grupo das maiores industrias do mundo, caracterizando-
se por requerer grandes quantidades de agua, corantes e produtos quimicos, utilizados ao
longo de sua cadeia produtiva. No Brasil, o setor téxtil constitui um fator importante para a
economia, sendo os estados de Santa Catarina e Sao Paulo os maiores podlos téxteis em
volume de produ¢ao (HASSEMER e SENZ, 2002).

O setor téxtil representa grande importancia para a economia mundial, sendo um dos
ramos que mais consomem produtos quimicos. Segundo a ABIT (Associacdo Brasileira de
Industria Téxtil), o Brasil é o sexto produtor mundial de produtos téxteis. No pais, este setor e
o de confec¢ao possuem mais de 30 mil empresas e gera 1,65 milhdes de empregos em toda a
sua extensa cadeia, que inclui fios, fibras e tecelagens (ABIT, 2009).

O Brasil compreende um dos maiores parques fabris do planeta e esta na lista dos 10
principais mercados mundiais da industria té€xtil, onde ocupa o 2° lugar no fornecimento de
indigo e o 3° quanto ao de malha, e ainda esta entre os cinco principais paises produtores de
confec¢do, sendo hoje um dos oito grandes mercados de fios, filamentos e tecidos (ABIT,
2009).

Os efluentes coloridos, como os téxteis, quando dispostos no meio ambiente sdo
extremamente deletérios. Esgotos contendo corantes podem ser toxicos, carcinogénicos €
ainda mutagénicos e estes possuem um sério perigo aos organismos de vida aquatica
(KHALAF, 2008).

A importancia dos corantes para a civilizagdo humana ¢ evidente. Os corantes sdo
extensivamente utilizados nas industrias téxtil e grafica e também como aditivos.
Aproximadamente 10.000 diferentes corantes e pigmentos sdo empregados industrialmente, o
que representa um consumo anual de cerca de 7 x 10 > tons no mundo e 25.500 tons no Brasil
(ZAMORA, 2001).

Os corantes sintéticos tipo azo (— N=N —) representam cerca de 70% do mercado
mundial de corantes (YANG et al., 2009), sendo o mais largamente usado nos processos de
tingimento de fibra téxtil e possuem como caracteristicas serem persistentes no ambiente ao
qual s3o lancados. Estima-se que de 10% a 20% dos corantes usados em processos industriais

sdo perdidos durante as etapas secundarias de beneficiamento téxtil (LEVIN et al., 2004).



Na Figura 1 estéd apresentada a estrutura quimica caracteristica de um grupo croméforo

do azo corante Vermelho do Congo.

NH,

O\}?
N 5—0~Na*

A\

O= N
HoN

Figura 1 - Estrutura quimica do corante azo Vermelho do Congo. Fonte: Kunz et al.

(2002) e Fu et al. (2002).

3.2 Fungos

Os fungos sdo classificados como seres eucarioticos, dividindo-se em unicelulares
(leveduras) e pluricelulares (filamentosos ou bolores), sendo a grande maioria das espécies
aerobias. Os filamentosos apresentam estruturas tubulares denominadas hifas originadas de
um unico esporo reprodutivo. Estas espécies podem reproduzir-se em forma de “pellets”
(quando as hifas formam esferas pequenas) ou de maneira filamentosa (quando as hifas
permanecem dispersas no meio) (PAPAGIANNI, 2004).

Mesmo nao sendo tdo exigentes como as bactérias, os fungos necessitam de nutrientes
para seu desenvolvimento. Segundo Griffin (1994), macro e micro nutrientes sdo de
importancia fundamental para condigdes ideais de crescimento. Na Tabela 1 sdo apresentadas
as fungdes de alguns macro e micro nutrientes para crescimento dos fungos.

A utilizacdo de fungos filamentosos nos tratamentos de aguas residuarias ¢ devido ao
seu grande potencial de biodegradacdo, sendo, de acordo com Lemos et al. (2008), alguns
pontos importantes, tais como: o crescimento micelial, que oferece vantagem na colonizagdo
de substratos insoluveis, ocorrendo a excrecdo de enzimas extra-celulares que degradam o
substrato; maior tolerancia a concentragdes altas de produtos toxicos, sendo também capazes
de crescer sob condicdes adversas (pH baixo, escassez de nutrientes, ambientes com umidade
relativa baixa). As enzimas envolvidas no processo sdo: citocromo P-50, lignina peroxidase,

manganés peroxidase e lacase.



Tabela 1 — Macro e micro nutrientes e suas funcdes no metabolismo fingico.

Elemento Fonte Funcio
Macronutrientes
NaNO;, NH4Cl Sintese de aminoacidos, nucleotideos e
Nitrogénio vitaminas
. KH,PO,4 Sintese de acidos nucléicos, transferéncia de
Fosforo : : . o
energia, metabolismo intermediario
Enxofre K,SO , C o
2o Sintese de aminoacidos e vitaminas
Elemento
Fonte Funcao
Micronutrientes
. Auxilia na atividade enzimatica e
Zinco ZnCl, . , .
metabolismo de &cidos organicos e outros
intermediarios
Cobre CuSOq, Auxilia na atividade enzimatica

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006).

O aumento da populagdo mundial e a constante intervencdo do homem no meio
ambiente estdo alterando a qualidade das aguas superficiais e subterraneas com descargas
poluidoras e tornando cada vez mais escassos os recursos hidricos.

Na busca do desenvolvimento sustentdvel e com o intuito de preservar as colegdes
hidricas e reutilizar efluentes tratados, aliando-se o crescimento industrial a preservagao
ambiental, novas tecnologias para o tratamento de aguas residuarias vém sendo pesquisadas.

O tratamento biologico de aguas residudrias nas suas formas aerobia, anaerdbia ou em
conjunto mostra-se relevante para atenuar o potencial poluidor dos despejos industriais, haja
vista que a legislacdo inerente a qualidade dos efluentes torna-se cada vez mais exigente para
o despejo final visando alcancar um patamar desejado de seguranga sanitaria.

Os fungos exercem papel importante dentro do saneamento, pois atuam nos processos
de transformacgao dos residuos organicos, onde funcionam como recicladores de matéria nos
diversos ecossistemas.

Como a atividade microbiana destaca-se como importante fator na eliminagdo de
produtos quimicos do ambiente, os fungos tém sido amplamente empregados, em processos
bioldgicos, para remoc¢do de compostos de dificil degradagdo, pois sdo capazes de reciclar
compostos como lignina, celulose, quitina, melanina e queratina, além de serem altamente

versateis no metabolismo de xenobioticos (PRENAFETA-BOLDU, 2002).



Algumas espécies fungicas ja sdo bastante empregadas na remocao de compostos de
dificil degradagdo devido aos seus sistemas enzimaticos especializados, tais como: ligninase,
mangangés peroxidase, citocromo P450 monoxigenase, entre outros.

Em seus trabalhos, Garcia et al. (2000) utilizaram as espécies Aspergillus niger,
Aspergillus terreus e Geotrichum candidum para remocdao de compostos fenolicos; Volke-
Spulveda et al. (2003) estudaram a biodegradacdo de hexadecano, através de processos de
fermentacdo, com Aspergillus Niger. Bruce et al. (1995) investigaram a degradacdo de
pentaclorofenol pelas espécies fungicas: Phanerochaete chrisosporyum, Trametes versicolor e
Inonotus dryophilus. Bending et al. (2002) estudaram a degradagdo de pesticidas empregando
fungos brancos da madeira.

Os fungos sao considerados biodegradadores eficientes de polimeros de plantas como
lignina e celulose, mas também degradam outros tipos de moléculas organicas como: ceras,
borrachas (BENNET et al, 2002), fenol, benzeno, tolueno, xileno e xenobioticos
(PRENAFETA-BOLDU, 2002). Eles sdo organismos eucaridticos e heterotroficos, na sua
maioria aerobios, e produzem longos filamentos chamados de hifas cujo conjunto forma uma
massa chamada micélio. Os fungos sao ainda componentes significantes da microflora do
solo, vivem também nos vegetais e na agua, espalhando-se amplamente pela natureza, em
conseqiiéncia da producdo de elementos de disseminacdo — os propagulos, sendo o ar
atmosférico uma das vias de disseminacdo. Os fungos dispersos pelo ar sdo chamados de
anemofilos e os mais freqiientes nas regides do Brasil pertencem aos géneros Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus, Curvularia, Rhodotorula, Candida, Aureobasidium, Fusarium,
Helmithosporium e Trichoderma (BITTON, 1994 e TRABULSI, 1999).

No processo de respiracdo dos fungos, em condi¢cdes aerdbias, a via de hexose
monofosfato responde por 30% da glicolise e em condi¢cdes anaerdbias, a via classica
utilizada pelas leveduras ¢ o ciclo de Krebs, que resulta na formacdo de piruvato
(TRABULSI, 1999).

Os fungos exigem para seu desenvolvimento, preferencialmente, carboidratos simples
como a glicose, entretanto, outras fontes podem ser utilizadas como sacarose, maltose ¢ até
mesmo, fontes mais complexas como amido e celulose. Na absorcdo, por oxidagdo de
moléculas que apresentam na sua estrutura anel aromatico, os fungos a fazem tipicamente por
co-metabolismo. E, dois sistemas enzimaticos tém sido identificados: citocromo P450

monoxigenase ¢ lignolitico (PRENAFETA-BOLDU, 2002).



Com relagao as condi¢des ambientais, os fungos crescem abrangendo ampla faixa de
temperatura (0 a 62°C) (PELCKZAR et al., 1996), e sdo os Unicos eucarioticos que incluem
membros capazes de crescer com temperaturas de 60 a 62°C (BENNET et al., 2002).
Contudo, a faixa 6tima para seu desenvolvimento ¢ de 22 a 30°C (PELCKZAR et al., 1996) ¢
tolera larga variacdo na concentracdo de ions hidrogénio e, de modo geral, o pH de 5,6 ¢
o0timo para seu desenvolvimento. Os fungos filamentosos podem crescer em faixa de pH
variando de 1,5 a 11 (TRABULSI, 1999).

Os fungos possuem uma estratégia nutricional Unica, pois suas células secretam
enzimas extracelulares, as quais quebram moléculas grandes, para que possam ser absorvidas.
Sdo considerados decompositores primarios e secundarios dos ciclos cldssicos da natureza,
sendo a decomposi¢do da lignocelulose, provavelmente, o processo mais simples e mais
importante do ciclo do carbono na terra (BENNET et al. 2002).

A espécie Aspergillus niger ¢ conhecida principalmente por sua habilidade em
produzir enzimas e acidos organicos por fermentacdo (EPA1997; PASHOVA et al.,1999;
PAPAGIANNI e MOO-YOUNG, 2002;CORAL et al., 2002), especialmente, acido citrico
(PAPAGIANNIet al., 1999; PAPAGIANNI e MATTEY, 2004). Contudo, muitas pesquisas na
area ambiental tém sido desenvolvidas com essa espécie com resultados promissores:
SANTAELLA, 1997; SANTAELLA,1999; SA, 1997; RODRIGUES ¢ SANTAELLA,2003;
RODRIGUES et al., 2004; GIFFONI, 2000; FACO et al., 2003; SANTOS et al., 2003;
SAMPAIOet al.,2004; VASSILEV et al., 1997; GARCIA et al., 2000).

Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentadas pesquisas utilizando diversas espécies de fungos na

remocao de diferentes substratos, nas duas tltimas décadas.

Tabela 2 - Pesquisas com uso de espécies fiingicas para remocao de diferentes substratos

em meio “in natura”.

Pesquisador Espécie do fungo Meio Remocio
Martirani et al. Pleurotus ostreatus Efluente da
(1995) producdo de azeite Fenois
de oliva
Vinciguerra et al. Lentinus edodes Efluente da
(1995) producdo de azeite Fendis
de oliva
Sa (1997) Aspergillus niger, Industria de Matéria
Aspergillus flavus e laticinios organica
Drechslera SP
Vassilev et al. Aspergillus Niger Producao de azeite Fenol

(1997) de oliva




D’Annibale et al. Lentinus edodes Efluente da Cor
(1998) produgdo de dleo de
oliva
Fitz Gibbon et al. Geotrichum candidum, Melago Cor
(1998) Coriolus versicolor, e
Phanerochaete
chrysosporium
Knapp e Newby Fungos brancos da madeira ~ Efluente de industria Corante
(1999) quimica diazo
Kim e Shoda Geotrichum candidum Melago Cor
(1999)
Zhang et al. Fungos brancos da madeira Efluente do Cor
(1999) branqueamento do
algodao
Garcia et al. Phanerochaete Efluente da Fenois
(2000) chrysosporium, Aspergillus producao de 6leo de
niger, Aspergillus terreus e oliva
Geotrichum candidum
Giffoni (2000) Aspergillus Niger Agua residuaria Matéria
sintética de organica
laticinios
Agellis et al. Abortiporus biennis, Efluente da Fenois
(2002) Dichomitus squalens, produgdo de dleo de
Inonotus hispidus, Irpex oliva
lacteus, Lentinus tigrinus,
Panellus stipticus,
Pleurotus ostreatus,
Trametes hirsuta,
Robles et al. Penicilium ssp. Efluente da Fenois
(2000) producao de azeite
de oliva
Tsiouopas et al. Pleurotus spp. Efluente da Fenois
(2002) produgdo de azeite
de oliva
Dias et al. (2003) fungos mesofilicos brancos Efluentes contendo Fenois
(denominado Euc-1) e fenois
Phanerochaete
chrysosporium
Oliveira et al. Candida Efluente de refinaria Fenois
(2004) de petroleo
Santos et al. Cladosporium herbarum, Efluente da industria Matéria
(2006) Aspergillus niger de beneficiamento organica e
da castanha de caju nutriente
Santos Aspergillus niger AN400 Efluente da industria Fendis
(2008) de beneficiamento

da castanha de caju




Tabela 3 - Pesquisas com uso de espécies fungicas para remocao de diferentes substratos

em meio sintético.

Pesquisador Espécie do fungo Meio Remocio
Masaphy et al. P. Pulmonaris Meio com atrazina Atrazina
(1997)
Kauffmann et al. Coprinus cinereus Agua residudria Fenois
(1999) sintética
Giffoni (2000) Aspergillus Niger Agua residuaria Matéria
sintética de organica
laticinios
Bending et al. Coriolus versicolor , Meio contendo Pesticida
(2002) Stereum hirsutum , pesticida
Phanerochaeta velutina,
Pleurotus ostreatus,
Flammulina velupites,
Hypholoma fasciculare e
Agrocybe semiobicularis
Kapdan e Kargi Coriolus versicolor Meio contendo COT
(2002) corante téxtil (Carbono
“Everzol Turquoise organico
Blue G” total) e cor
Prenafeta-Boldu Meio com Tolueno
(2002) Ladophialophora sp MYA — hidrocarbonetos
2335 (T), aromaticos volateis
Ladophialophora sp MYA —
2336 (T2), Pseudeurotium
zonatum MYA — 2337 (T3)
e exophiala sp (T4)
Rao e Aspergillus Niger Solu¢ao aquosa Fenois
Viraraghavan contendo fenodis
(2002)
Bollag et al. Trametes vilosa Solugdo aquosa Clorofendis
(2003) contendo clorofenois
Volke-Spulveda Aspergillus Niger Meio contendo Hexadecano
(2003) hexadecano
Denizli et al. Phanerochaete Solugdo aquosa Fenois e
(2004) chrysosporium clorofendis
Rodrigues et al. Aspergillus Niger Agua residuéria Fenol
(2004) sintética
Davila-Vasquez et Bjerkandera adusta. Meio com pesticidas Pesticidas
al. (2005) Halogenado
Rodrigues et al. Aspergillus niger AN400 Agua residuéria Fenois
(2006) sintética
Silva Aspergillus niger AN400 Agua residudria Vermelho do
(2009) sintética Congo
Pinheiro et al. Aspergillus niger AN400 Agua residudria Fenois
(2010) sintética
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3.3 Potencial de Degradacio Fiingica no Tratamento de Aguas Residusrias

A biotecnologia com emprego de micro-organismos de natureza bacteriana possui
conceitos bem estabelecidos adquiridos ao longo de décadas de estudo. Diferentemente, a
biotecnologia com uso de espécies fungicas ¢ algo novo que vem surgindo como alternativa
de biotratamento. As pesquisas ao longo dos anos ainda nao trazem experiéncias em escala
real para tratamento biologico de dguas residuarias. Em contrapartida muitos estudos em nivel
laboratorial t€ém revelado a importancia destes micro-organismos (fungos) como uma
alternativa viavel para o tratamento de esgoto industrial, haja vista as espécies fungicas serem
dotadas de caracteristicas idiossincraticas para tolerar baixo pH, variacdo de,Ono meio e
producao de enzimas extracelulares.

Pinheiro et al. (2010) estudaram um meio aquoso contendo 250 mg/L de fenol e macro
e micronutrientes o qual foi submetido ao tratamento em reator de leito fixo e escoamento
continuo, inoculado com Aspergillus niger. O reator foi operado sob tempo de detencdo
hidraulica de oito horas, dividido em duas fases de alimentagdo: na presenca (Fase I) e
auséncia (Fase II) de 0,5 g/L de glicose no meio. As remogdes médias de matéria organica,
medida em demanda quimica de oxigénio, e de fenol foram, respectivamente, de 92% e 99%,
na Fase I, e de 77% de matéria organica e de fenol, na Fase II. A perda de eficiéncia registrada
na Fase II foi atribuida a produ¢do excessiva de biomassa e de mucilagem, bem como pela
provavel diminui¢do da atividade enzimética dos micro-organismos envolvidos no processo.

Em outro estudo, Rodrigues et al. (2010) operaram um reator de escoamento continuo,
inoculado com Aspergillus niger AN400, que possuia volume total de 5 L a 29°C, com oito
horas de tempo de detengio hidraulica e 150 L.h ' de vazdo de ar, para remover 25 mg/L de
corante Vermelho do Congo de dgua residuaria sintética. A alimentagdo do reator foi realizada
em duas fases: Fase I, com 0,5 g/LL de sacarose e Fase II, sem sacarose. Na Fase I, foi possivel
observar eficiéncias de remogio de matéria organica (mg de DQO.L ') e de cor (mg Pt.L™") de
80+ 16% e 82 = 10% (mg Pt.L "), respectivamente. Na Fase II, a eficiéncia de remogio de
matéria organica foi de 75 + 13% e de cor (mg Pt.L ') de 89 + 7%. As maiores remogdes de
nutrientes foram alcangadas pelo reator na Fase I, com 25% de amonia, 93% de nitrato ¢ 21%
de fosforo. Aparentemente, a presenga de sacarose melhorou a remogao dos nutrientes.

A biodegrabilidade do corante Vermelho do Congo em meio aquoso sintético pela
espécie fungica Aspergillus niger AN400 em reatores em batelada foi estudada por Silva
(2009) que em seu experimento, numa primeira fase, foram utilizados 60 reatores com
biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400 e avaliado o melhor tempo de reagdo para a

remocao do corante e de matéria organica sob a influéncia da adi¢do de cossubstratos, glicose
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e etanol. O experimento foi operado em duplicata e abrangeu periodo de 10 dias, com tempos
reacionais estudados de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 7 dias e 10 dias. O modelo cinético de
primeira ordem representou bem a velocidade de decaimento do corante. Nos reatores onde os
fungos dispunham de glicose a constante cinética foi maior (0,139 Y, enquanto que nos
reatores onde os fungos tinham etanol como cossubstrato, a constante foi de 0,071d 1 valor
inferior ao encontrado nos reatores com fungos que nio receberam cossubstrato (0,078 d ).
Em uma segunda fase, o reator foi montado e operado com biomassa imobilizada do
Aspergillus niger AN400, sendo a glicose acrescida no meio sintético como cossubstrato, em
diferentes concentragdes, sendo identificadas como etapa I (1g/L), etapa II (0,5 g/L) e etapa

IIT (sem glicose), a fim de verificar a influéncia da glicose, como cossubstrato no meio, na
remogao de corante, de DQO bruta e dissolvida e nutrientes. Cada etapa era composta por trés
ciclos de 1 semana cada, para monitorar o comportamento do fungo na eficiéncia do
tratamento da 4agua residudria sintética. A espécie Aspergillus niger AN400 em estudo foi
determinante para a eficiéncia do processo € quando imobilizada nas espumas de poliuretano
houve aumento no percentual de eficiéncia, uma vez que a formagao de biofilme aderido a
superficie do suporte aconteceu com predominio deste sobre culturas livres em suspensao,
havendo a criacdo de micro-ambientes especiais pela interagdo entre as espécies, favorecendo

o conjunto como um todo e garantindo grande estabilidade das coldnias.

Em seus experimentos, Khelifi et al. (2008) pesquisaram a habilidade do fungo
Aspergillus alliaceus 121C em descolorir indigo ¢ Vermelho do Congo em meio solido,
verificando a influéncia de fontes de carbono e nitrogénio. O estudo mostrou que a atividade
de descoloracdo pelo fungo foi afetada fortemente pela natureza e quantidade dos nutrientes
empregados, especialmente nitrogénio, carbono e micro-elementos. A atividade de
descoloragdo foi estimulada por baixas concentragdes de nitrogénio como tartarato de amoénio
usado na descolora¢do do Vermelho do Congo, e tartarato de amodnio, peptona e extrato de
levedura na descoloracdo do indigo. Em contrapartida a atividade de descoloragdo foi
estimulada por altas concentragdes de carbono, que estimulou o sistema enzimatico do fungo.
Portanto, a espécie em estudo apresentou um potencial de descoloracao de 98,6% e 98% para
o indigo e o Vermelho do Congo, respectivamente, sendo indicada como despoluidora para
tratamento de 4guas residuarias.

A espécie Aspergillus ochraceus foi estudada na biodegradacdo do corante Reativo
Azul 25 NCIM-1146 e a pesquisa mostrou que o fungo foi capaz de descolorir por adsorcao e
degradar o corante numa concentracdo de 0,5 g/L em agua destilada. Além disso, a presenca

de glicose reduziu drasticamente o tempo de descoloragdo. Apds o processo de descoloracao
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testou-se a presenca das enzimas oxidativas, lacase e tirosinase, no sobrenadante, indicando
desta forma, o envolvimento no processo de degradagao do corante por meios da presenca dos
principais metabolitos - ftalimida e di-iso-butilftalato (PARSHETTI et al., 2007).

Em seu trabalho, Santos (2008) estudou o tratamento de aguas residuarias contendo
fendis, os quais representam um sério problema ambiental, pois ndo podem ser descartados
em cursos d’agua sem tratamento, por causa da elevada toxicidade. Nesta pesquisa, a espécie
fangica Aspergillus niger AN 400 foi empregada para a degradagdo de fendis presentes em
aguas residudrias de industria de beneficiamento de castanha de caju, por meio de tratamento

em reatores biologicos de bancada de leito fixo e fluxo continuo.

A pesquisa constituiu-se de quatro etapas. Na primeira etapa foram produzidos os
esporos de Aspergillus niger AN 400 utilizados na pesquisa. Na segunda etapa foram
encontrados niveis de toxicidade de fendis para o fungo empregado, através de um teste
realizado em placas de Petri. Na terceira etapa, em um ensaio em mesa agitadora foram
obtidas informagdes sobre a taxa de degradagdo de fendis. A quarta etapa consistiu na fase de
fluxo continuo na qual foram empregados dois reatores de bancada de leito fixo e fluxo
ascendente contendo espuma de poliuretano como meio suporte. Os reatores foram inoculados
com Aspergillus niger AN 400, aplicando-se tempos de detengdo hidraulica (TDH) de 12 e 8
horas. O teste de toxicidade demonstrou que a dgua residudria ndo inibiu o crescimento da

espécie fungica mesmo em diluicao.

No ensaio em mesa agitadora as melhores remogdes foram alcangadas para os reatores
com fungo e glicose (RFG) para a dilui¢do de 1:0, obtendo-se 54% de remoc¢do de DQO e
77% de remocao de fendis totais para o primeiro dia de experimento. Nos reatores de leito
fixo as remog¢des médias de fenois totais foram de 56 + 28% e 71 + 20% para os R1 e R2,
respectivamente, no TDH de 12 horas. No TDH de 8 horas as remocdes de fendis totais
foram: 52 + 23% (R1) e 64 + 19% (R2), tendo sido comprovado estatisticamente que a
diminui¢ao do TDH nao diminuiu a eficiéncia dos reatores na remogao de fendis totais, tendo
sido demonstrado também que o comportamento dos reatores, que foram montados em
duplicata, em relacdo a remocdo dos parametros analisados (DQO e fenodis totais), foi
homogéneo durante o tempo de duragdo da pesquisa. No teste de toxicidade aguda com
Artemia sp verificou-se que o reator R2 apresentou reducdo de toxicidade quando operado

com TDHde 12 e 8 h.

Em sua pesquisa, Ryan et al., (2006) estudaram a otimizagao de aspectos pertinentes

ao uso de Trametes versicolor em processos de biodegradagdo, tais como, remogdo de
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contaminantes fenolicos, idade da cultura e manutencdo da atividade microbiana. Na
metodologia foram utilizadas culturas da espécie, e mantidas em placas contendo extrato de
malte a 2%, sendo subcultivadas a cada 60 dias. Para a adaptacdo das espécies em meio
liquido, culturas de Trametes versicolor foram adicionadas, assepticamente, em 400 mL de
um meio liquido composto basicamente de glutamina, glicose e peptona, sendo que as
concentracdes das duas ultimas variaram de 20 a 2 g/L, a fim de se verificar o efeito da
concentragdo destes, no crescimento da espécie. Os frascos de 2 L, foram incubados a 28 °C e
mantidos sob agitacdo de 200 rpm. Apds quatro dias de incubagao, o contetido dos frascos foi
homogeneizado e usado como indculo nos experimentos de degradacao. Para os estudos de
degradacdo de compostos fendlicos foi utilizado um efluente de industria de bebida contendo
elevadas concentracdes de compostos fenolicos: fenol (82,8 mM), p-cresol (24,99 mM), m-
cresol (25,8 mM) e o-cresol (77,03 mM). As concentragdes estudadas do efluente foram:
2,5%; 5%; 10% e 20% e as amostras para os testes de degradacdo eram retiradas a cada quatro
dias. Com base no crescimento fungico, na producdo de enzima lacase e no custo-beneficio da
pesquisa, concluiu-se que o meio contendo 10 g de peptona e 10 g de glicose apresentou os
melhores resultados. A habilidade da espécie flungica Trametes versicolor crescer em
concentragdes superiores a 15 mM foi uma forte evidéncia do seu grande potencial de
biodegradagdo. A remocao de fenois no efluente a 20% foi realizada totalmente ap6ds 12 h de
tempo de reagdo. O fenol mostrou-se mais recalcitrante que os cresois.

Em sua pesquisa, Santos et al., (2006) estudaram a influéncia do tempo de detencao
hidraulica (TDH) em um sistema constituido de um reator anaerdbio tipo UASB seguido de
um reator biolégico com fungos (RBF) para tratar efluente de uma industria de
beneficiamento de castanha de caju. O trabalho foi dividido em uma fase de fluxo descontinuo
(batelada) e uma fase de fluxo continuo (UASB — RBF), que se constituiu de sete etapas (8h e
2h, 8h e 1h, 4h e 8h, 4h e 6h, 4h ¢ 4h, 4h ¢ 2h ¢ 4h ¢ 1h), onde se avaliou a influéncia do TDH
na remoc¢do de: DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), amonia, nitrato e ortofosfato. A
combinacdo que apresentou os melhores resultados foi a etapa de 4h (TDH do reator UASB) e
2h (TDH do RBF), apresentando remogdes de 93,8% de DQO, 86,7% de nitrato, 38,3% de
amonia e 16% de ortofosfato.

Em seus experimentos, Sampaio (2005) estudou a remogao de metil paration - inseticida
e atrazina - herbicida presentes em dgua, em reatores de bancada, com fungos. A pesquisa foi
dividida em quatro etapas: operacao em batelada com metil paration e micélio fingico, com e
sem glicose; teste de toxicidade em placas com Aspergillus niger AN400; operagdo em

batelada com os pesticidas atrazina e metil paration e esporos de Aspergillus niger AN400,
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com e sem glicose; e operagdo em reatores de leito fixo e fluxo ascendente. Na primeira etapa,

a remo¢ao de metil paration foi de 97% nos reatores sem glicose e 94% nos reatores com
glicose com 32 dias de rea¢do. Na operacao em batelada, com esporos, um modelo cinético de
primeira ordem representou bem a velocidade de decaimento de metil paration nesta fase,

principalmente, nos reatores que continham glicose. Para os experimentos sem adi¢do de
glicose, a constante cinética foi de 0,063 + 0,005 h , enquanto que para os experimentos com

glicose a constante foi de 0,162 + 0,014 h-l. Dessa forma, a adicao de glicose resultou
efetivamente em aumento na velocidade de conversdo do inseticida. Na fase experimental,
com atrazina e esporos de Aspergillus niger AN400, a presenca do substrato primario
(glicose) nao teve influéncia na remocdo de atrazina, sendo que os percentuais de remogao
foram muito proximos aos percentuais encontrados nos reatores sem glicose.

O estudo cinético, nessa fase com atrazina e esporos, revelou que para os experimentos

sem a adicdo de glicose, o valor da velocidade de conversio de atrazina (R s17) foi de 0,023 d’

1
, enquanto que para os experimentos com glicose (R atz) foi 0,022 d ', Portanto, a adi¢io de

glicose parece nao ter influenciado significativamente a velocidade de remogao do herbicida

por Aspergillus niger AN400. O teste de toxicidade demonstrou que metil paration e atrazina

ndo inibiram o crescimento do fungo nas vdrias concentragdes testadas, inclusive nas mais
elevadas, que foram 60 mg/L e 25 mg/L para metil paration e atrazina, respectivamente. No
reator de leito fixo a remoc¢ao de metil paration foi de 40% com 12 h de tempo de detengao
hidraulica, e 0,5 g glicose/L. Porém, quando a concentra¢do de glicose foi duplicada, a
remog¢ao de metil paration diminuiu para 35%. Neste reator o pH se manteve na faixa acida

3,4 a 5,2, considerada ideal para os fungos. Os resultados encontrados mostram a viabilidade

dos fungos para remocao desses pesticidas, considerados persistentes no ambiente.

Em seus trabalhos, Davila-Vasquez et al. (2005) estudaram a transformacdo de
pesticidas halogenados empregando a enzima peroxidase produzida a partir do fungo
Bjerkandera adusta. O ensaio enzimatico para transformacao dos pesticidas halogenados:
bromoxinil, dicamba, diclorofenol, ditoterb, diuron, propanil, niclosamida, pentaclorofenol e
diclorofention foram realizados em tubos de vidro de 4 mL. A mistura reacional (1 mL)
continha 30 — 50 uM do pesticida em um meio contendo acetonitrila (10% v/v) em tampao
malonato e 2 uM enzima peroxidase. Para atividade da enzima manganés peroxidase o pH foi
ajustado em 4 e para a enzima lignina peroxidade o pH ficou em 3 na auséncia de Mn (II). As
reagdes ocorreram a temperatura ambiente e foram iniciadas pela adicdo de perdxido de

hidrogénio com curso de dura¢do de 5 a 10 minutos. A enzima peroxidase transformou apenas
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os pesticidas bromoxinil, diclorofenol e pentaclorofenol. Pentaclorofenol mostrou uma
.. , .-l " . .-l

atividade especifica de 10,9 £ 0,9 min na auséncia de Mn (II) ¢ 0,23 +£ 0,9 min  na presenca

de Mn (II), enquanto bromoxinil mostrou atividade especifica de 68,1 + 0,7 min  na auséncia

de Mn (II) e 3,9 £ 0,18 miill na presenca de Mn(Il). Por outro lado a transformacdo do
diclorofenol ndo sofreu influéncia do Mn (I1), sendo na presenca de Mn (II) de 173,1 £4,5

.-l . .-l . .
min e na auséncia de Mn (II) de 184,7 £ 6,7min . As constantes cinéticas foram

determinadas em pH 4 e na auséncia de Mn (II), sendo bromoxinil considerado o melhor

substrato para peroxidase com constante catalitica — kcat de 409 min : e constante de
Michaelis e Menten Km de 31 puM para o pesticida. Os autores concluiram que a enzima
peroxidade a partir do fungo Bjerkandera adusta ¢ capaz de transformar in vitro
pentaclorofenol, dicloro fenol e bromoxinil. A natureza quimica dos produtos obtidos mostrou
que ocorreu desalogenacdo oxidativa produzindo quinonas e produtos poliméricos. A
suscetibilidade dos outros pesticidadas halogenados testados paraceu ser limitada pela
presenca de grupos fenoxil e por propriedades eletronicas dos substituintes do anel aromatico.
Em seus experimentos, Oliveira et al. (2004) objetivavam encontrar fungos capazes de
degradar fendis presentes em efluentes de refinarias de petréleo com espécies presentes neste
mesmo meio. Para a selegao das espécies, foi realizada uma caracterizacdo microbiologica do
efluente da refinaria Lubrificantes e Derivados de Petroleo do Nordeste
(LUBNOR)/Petrobras-CE. Os fungos presentes foram entdo identificados e produzidos em
larga escala a fim de serem utilizados em reatores. Na pesquisa, foi utilizado um efluente
sintético com as caracteristicas semelhantes as do efluente final da industria. Tal efluente
possuia a seguinte composicao: KH,PO,4 (400 mg/L); K;HPO,4 (400 mg/L); MgSQO4 (400 g/L);
NacCl (300 mg/L); CaCl, (50 mg/L); Sacarose (1000 mg/L) e fenol (50 mg/L). Dezoito frascos
de vidro com capacidade para 3 L foram usados como reatores. Experimentalmente, foram
montados lotes de dois reatores, um que recebia 1,5 L de efluente sintético e 25 mL de meio
de cultura, e outro que recebia apenas o efluente sintético e servia como controle. Os reatores
foram operados em nove tempos de desmonte (1, 2, 3, 6, 11, 15, 20, 26 e 34 dias), ap0s os
quais um par de reatores era desmontado para a determinag¢ao de parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos. O resultado da caracterizagdo microbioldgica do efluente industrial mostrou
que a espécie presente no tanque de equalizacao da empresa pertencia ao género Candida. No
entanto, segundo os pesquisadores, outras espécies poderiam ter sido isoladas, caso
ocorressem algumas modificagdes nas condigdes de cultivo. Em somente dois dias, a taxa de

degradacdo de fendis atingiu valores acima de 0,17 mg de fenol/UFC (unidade formadora de
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coldonia). Pelos resultados obtidos, concluiu-se que havia, no efluente estudado, fungos
capazes de remover fenois presentes em aguas residudrias.

Em escala laboratorial, Sampaio et al. (2004) estudaram um sistema continuo
constituido por um reator de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB), seguido por um
reator biologico com fungos (RBF), para tratamento de dgua residuaria de uma industria de
beneficiamento de castanha de caju. O sistema continuo foi alimentado por um periodo de 60
dias, e teve como objetivo verificar seu desempenho na remog¢ao de compostos causadores de
DQO, nitrato, amonia e ortofosfato. O reator UASB apresentou eficiéncia média de remogao
de DQO de 72%; 68% e 68% para os tempos de detencao hidraulica (TDH) de 12h; 10h e 8h,
respectivamente. Com relacdo aos SST, a remo¢ao média foi de aproximadamente 78% para
os TDH de 12 e 10 h e de 74% para 8 h de tempo de detencdo hidraulica. O RBF mostrou-se
viavel ao pos-tratamento do efluente do reator UASB, removendo compostos causadores de
DQO com eficiéncias de 84%; 74% e 61% para os TDH de 4 h; 2 h e 1 h, respectivamente. O
sistema UASB-RBF teve como melhor remo¢ao de DQO, um percentual de 95 % para 14 h
de tempo de detencao hidraulica, sendo 10 h no reator UASB e 4 h no RBF. A remocao de
nitrato foi eficiente, porém houve pouca eficiéncia na remog¢do de amoénia e ortofosfato,
devido as oscilacdes entre sintese € remocgao ocorridas nos reatores.

Em seus experimentos, Bollag ef al. (2003) investigaram a transformac¢ao enzimatica
de clorofendis pela espécie fungica Trametes vilosa. Os clorofentis utilizados no estudo
foram: 4-clorofenol, 2,4-diclorofenol e 2, 4, 6- triclorofenol, em solu¢des aquosas de
concentracdo 0,5 mM. As solugdes, em triplicada, foram incubadas a 25°C por 24 h com a
enzima lacase das espécies fungicas (2 ou 4 unidades de enzima ativa) em 10,0 mL de solucgdo
tampao 0,2 mM de fosfato a pH igual a 7. Experimentos com diferentes concentragdes do
substrato (0,1 a 1 mM), em misturas bindrias e terciarias, foram também realizados. Os
resultados demonstraram que enzimas, como a lacase, sdo capazes de oxidar clorofendis
isolados ou em mistura, embora tenha ocorrido uma ligeira reducdo na atividade catalitica se
mais de um clorofenol estivesse presente.

Em suas pesquisas, Dias et al. (2003) avaliaram o desempenho de um sistema
enzimatico nao lignolitico, claramente dominado por atividade de lacase, secretado por fungos
mesofilicos brancos (denominado Euc-1) durante a biodegradacdo de efluentes. Os autores
compararam a taxa de descoloragdo e de degradacao de compostos fendlicos do efluente por
estes fungos, com o da espécie Phanerochaete chrysosporium, uma espécie tipicamente
lignolitica pouco produtora de lacase. Foram preparadas culturas sélidas constituidas de dois

diferentes tipos de meio: um contendo agar (15% p/v) e outro rico em nutrientes com 3,9%



18

p/v de 4gar dextrose batata. Os experimentos foram feitos em triplicada, tendo sido usados em
cada um 15 mL do efluente em diluigdes de 20%, de 40%, de 60% e de 80%. A incubagao foi
realizada a 35°C para Phanerochaete chrysosporium e a 28°C para Euc-1. O crescimento e a
descoloragdo foram periodicamente analisados por inspecdo visual. Na dilui¢do de 20%
ocorreu a melhor descoloragdo, e, portanto esta foi escolhida para os ensaios subseqiientes. A
massa fingica cultivada foi inoculada a 28°C, por 24 dias, em frascos erlenmeyeres de 250
mL, contendo 100 mL de um meio com a seguinte constituicao: efluente (20% de diluigado),

10 g/L, de glicose; 2,2 g/L de tartarato de amdnia; 1,0 g/l de KH ,POy; 0,26 g/L de NaH,POy;
0,5 g/L de MgSO 4.7H,0; 2,9 g/L de 4cido 2,2-dimetilsuccinico; 1,0 mg/L de CuSO 4.5H,0;
74,0 mg/L de CaCl,.2H,0; 6,0 mg/L de ZnSO4.7H,0; 5,0 mg/L de FeSO,4.7H,0; 5,0 mg/L de
MnSO,4.4H,0; 1,0 mg/L de CoChL.6H,O e 0,5 mL de solu¢do de vitaminas. O meio foi
ajustado em pH 4,5 com NaOH 2 M. O sistema enzimatico excretado por Euc-1 apresentou
melhor descoloragdo do efluente que a espécie Phanerochaete chrysosporium, cuja principal
enzima € a lignina peroxidase, e removeu 90% de fenois, 73% de cor e 45% de DQO. Além
disso, segundo os autores as enzimas peroxidases requerem peroxido de hidrogénio como
substrato, que ¢ relativamente caro, sendo esta uma desvantagem em relacao as lacases.

Em seus experimentos, Rao e Viraraghavan (2002) investigaram o uso de células de
Aspergillus niger para remogdao de fendis de solugdes aquosas em concentragdes de 1000
ug/L. A espécie foi inoculada em um meio contendo dextrose (20 g/L); peptona (10 g/L) e
extrato de levedura (3 g/L) em dgua deionizada. O meio foi mantido em temperatura de 21 +
1°C, e apods dois dias, foi observado o crescimento dos fungos. Apos um periodo de
crescimento de quatro dias, a biomassa foi filtrada em peneiras de 150 um e lavada com agua
deionizada. Para os experimentos, foram preparados cinco frascos erlenmeyeres diferentes,
nos quais se procurou fazer um estudo da influéncia do pH na remocao dos fendis. Os valores
de pH foram ajustados inicialmente a 2, 4, 6, 8 e 10, em cada frasco, separadamente. A
dosagem da biomassa nos frascos foi de 0,2 g/L e o pH era ajustado com acido sulfurico 0.5
M ou hidroxido de s6dio 1 M. Os frascos foram mantidos em mesa agitadora a 125 rpm, ¢
eram retirados em intervalos de tempo determinados (30 horas). A remo¢ao maxima de fenol
foi observada em pH 5,1 com a biomassa tratada com é4cido sulftrico (aproximadamente 66%
de fenol removido em uma solucdo de concentragdo inicial de 1000 pg/L).

Em suas pesquisas, Kapdan e Karg(2002) empregaram a espécie fungica Coriolus
versicolor, para descoloracdo do corante téxtil Everzol Turquoise Blue G, ftalocianina, em

reator biologico de contato com rotagcdo (biodiscos). Foram considerados parametros de
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operacdo o tipo de disco empregado como meio suporte, a velocidade rotacional (10 a 40
rpm), a concentragdo de glicose (5 a 10 g/L) e a concentragdo de corante (50 a 500 mg/L). O
reator foi operado em batelada com tempo de reacdo de 48 h, temperatura de 28°C e pH entre
4,5 e 5. O sistema foi monitorado através das determinagdes de carbono organico total (COT),
concentracdo de glicose e concentracdo de corante. A concentragdo de glicose teve forte efeito
na descoloracdo do corante pelo fungo Coriolus versicolor. O fungo quando foi cultivado na
concentracao de 10 g/L, de glicose, resultou em melhor crescimento € em maior eficiéncia de
descoloragdo, quando comparada com a eficiéncia obtida com 5 g/L. O estudo revelou que a
diminuic¢ao na concentracdo de glicose para 2 g/L causou crescimento insuficiente e perda da
atividade fungica, levando ao decréscimo na eficiéncia de remogdo de cor. Com relagdo ao
efeito da velocidade rotacional, encontrou-se melhor remog¢do entre 30 e 40 rpm (75%),
enquanto que entre 10 e 20 rpm a remoc¢ao de cor foi de apenas 35%. A velocidade rotacional
também teve influéncia sobre a remog¢ao de COT, cujas remocdes foram de 65% e 80% para
20 e 40 rpm, respectivamente. Concentracdes de corante entre 50 e 200 mg/L,
proporcionaram percentual de descoloragdo da agua de aproximadamente 80% que diminuiu
para 33% com concentra¢do de 500 mg/L de corante.

Em suas pesquisas, Robles ef al., (2000) objetivaram avaliar a capacidade de sete tipos
de fungos da espécie Penicilium ssp isolados de lagoas de disposicao de efluentes de industria
de producdo de azeite de oliva na redugdo de carga organica e do conteudo fenolico destes
efluentes, tendo sido avaliada também a capacidade de crescimento das espécies. A obtengao
dos esporos foi realizada pelo cultivo das espécies, a 28°C, em um meio contendo: 5 g/L, de
peptona; 3 g/L, de extrato de malte; 3 g/L, de extrato de amido; 10 g/L, de glicose e 17 g/L, de

agar. Em seguida, 50 mL do efluente foram inoculados com 1 mL de esporos em solucdo

salina estéril, de forma a obter uma concentragao final de 1,0 x 10 ° esporos/mL. Os ensaios
foram realizados em mesa agitadora a 120 rpm. Os pesquisadores observaram que todas as
espécies cresceram efetivamente no meio em questdo, formando uma pelicula que cobria a
superficie do liquido. Contudo, o melhor resultado foi obtido com a espécie P4 que forneceu
21,5 g (peso seco) de biomassa por litro de agua residudria ndo diluida apés 20 dias de
incubacdo. Esta espécie também apresentou melhor reducao da carga organica (60,75%) e do
conteudo fendlico do meio (54,5%). Ocorreu elevagdo do pH, em relagdo ao inicial com todas
as espécies estudadas, ficando a variagdo entre 6,22 e 7,62.

Em seus experimentos, Garcia et al. (2000) estudaram a remoc¢do de compostos
fenolicos presentes em efluentes de industria de dleo de oliva, empregando os fungos

Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Geotrichum candidum.
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Inicialmente, estes fungos foram colocados para crescer em meio sintético por 48 h, com 40 g
glicose/L, 5 g de peptona de caseina/L, 5 g de peptona de malte/L e pH ajustado em 7,3. Em
seguida as espécies fungicas foram adaptadas ao efluente por 48 h, a 26°C sob agitagdao de 200
rpm. O processo de fermentagao entre o efluente e cada fungo, foi realizado em reator de 5 L,

sob agitagdo de 500 rpm, pH ajustado entre 4,5 ¢ 6,5 a 26°C em condigdes estéreis. As
variaveis investigadas foram DQO, SSV, concentrag¢do de fenoéis e de orto-difenol. A espécie
Phanerochaete chrysosporium removeu 75% de DQO, 90% de fenois totais e 100% de orto-
difenol, Aspergillus niger removeu 73% de DQO, 76% de fendis totais e 82% de orto-difenol,
Aspergillus terreus removeu 63% de DQO, 64% de fendis totais e 76% de orto-difenol,
Geotrichum candidum ndo promoveu remog¢do de fenodis totais nem de orto-difenol, mas a
remocao de DQO foi de 46%. Com relagdo a SSV o percentual de remogao foi de 60%, de

53%, de 66% e de 55% para Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Aspergillus

terreus e Geotrichum candidum, respectivamente. As fermentagdes seguiram o modelo de

Monod e as constantes cinéticas determinadas foram de 0,06; 0,09 e 0,09 h_1 para
Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger e Aspergillus terreus, respectivamente e K
(DQO) de 4000 mg/L; 18000 mg/L e 1200 mg/L. para Phanerochaete chrysosporium,
Aspergillus niger e Aspergillus terreus, respectivamente. A taxa de crescimento celular (Yx/s
DQO) foi de 0,31 mg/mg; 0,26 mg/mg e 0,49 mg/mg, respectivamente. A relacdo de fenois
removido por mg de microrganismo gerado (EF/X) foi de 0,055 para Phanerochaete
chrysosporium; 0,061 para Aspergillus niger e 0,031 para Aspergillus terreus. Os autores
concluiram que a melhor resposta encontrada em relagdo & remocdao de fendis e ao
crescimento celular seguiram a seguinte ordem: Phanerochaete chrysosporium > Aspergillus
niger > Aspergillus terreus.

Em suas pesquisas, Zhang et al. (1999) estudaram a descoloragdo do efluente do

processo de branqueamento do algoddao empregando fungos brancos da madeira, sendo

observado uma atividade de degradacdo ideal na temperatura de 279C, concentragdo de
glicose de 5 g/L, pH 5 . Os resultados mostraram remogao de 70% de cor, porém, apenas uma
pequena parte da DQO foi removida. O estudo também mostrou que foi necessaria glicose

como fonte de carbono para manter a atividade da enzima manganés-peroxidase no processo

de descoloracdo, entretanto a adi¢do de NH4 ™" inibe este processo.
Em suas pesquisas, Kauffmann et al. (1999) estudaram a remog¢ao de fenois de agua
residudria sintética com uso de peroxidase da espécie fungica Coprinus cinereus e BD,.

Fenois, H,0, e enzima fingica foram misturados em 10 mM de solucao tampao fosfato para
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produzir uma solu¢do de fenol de 0,1 mg/mL, 1| mM de JD, e 1 U mt! da enzima. A
mistura foi incubada em frascos erlenmeyeres por 3h a 25°C sem a presenca de luz. O
precipitado formado foi removido por centrifugacdo, sendo o sobrenadante analisado com
relacdo a fendis. Os pesquisadores verificaram que em pH neutro e aumentando a
concentracao de H,O, de 1 para 1,5 mM a remocao de fenois atingiu 99%.

Os fungos dos géneros Fusarium, Penicilium, Epicocum, Geotrichum ¢ Trichoderma
foram testados por Santaella (1993), em reatores de leito fixo e fluxo ascendente, com o
objetivo de tratar 4guas naturais com cor elevada devido a presenga de substancias hlimicas.
Dentre os meios suportes estudados como o carvao ativado e a manta de poliamida, a manta
foi escolhida como melhor opg¢ao para o reator de fluxo continuo. A autora concluiu que, com
tempo de deteng¢do hidraulica de 20 dias e fonte primaria de carbono de 0,5 g/L, 80% das

substancias humicas foram removidas por acao fungica.
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada em duas etapas: na primeira utilizou-se um reator em
bateladas seqiienciais com biomassa de Aspergillus niger AN400 imobilizada em espuma de
poliuretano em ciclos de tratamento de 7 dias e na segunda 0 mesmo reator com as mesmas

caracteristicas, contudo para ciclos adicionais de 48 h.

4.1 Indculo

Para os estudos de biodegradagao foi utilizada a espécie Aspergillus niger AN400, na
forma de suspensdo de esporos, a qual foi preparada a partir do crescimento dos
microrganismos em placas de Petri, contendo meio de cultura Saboraud Dextrose, por
incubagdo a uma temperatura de + 30 °C, durante cinco dias, em estufa bacterioldgica. Apos o
periodo de crescimento, os esporos foram removidos das placas com auxilio de alca de
Drigalsky e de solugdo de tween, tendo-se efetuado a contagem dos esporos em microscopio

optico, aumento de 400 vezes, com ajuda de uma camara de Neubauer.

4.2 Agua Residuaria Sintética
A agua residudria sintética foi preparada com d4gua de torneira e possuia

caracteristicas fisico-quimicas particulares, conforme descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Principais caracteristicas fisico-quimicas da agua residuaria sintética

empregada nas trés fases operacionais.

Fase
. r 1 DP 11 DP 111 DP
Variavel
pH 5.2 +0,3 3,7 +0,5 4,3 +0,5
Corante (mg/L) 10 +1,5 10 +0,5 10 +1,0

DQO dissolvida (mg/L) 1034 +130 423 +239 51 +10

Amodnia total (mg/L) 30 +1,8 30 +1,0 30 +1,3

Nitrato ( mg/L ) 5 +1 5 +2.5 5 +34

Complementarmente, foram adicionadas fontes de zinco (40 mg/L), magnésio (250
mg/L), ortofosfato (200 mg/L), célcio (10 mg/L), cobre (80 mg/L), manganés (50 mg/L) e
ferro (100 mg/L).
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4.3 Imobilizacdo da Biomassa

A espécie Aspergillus niger AN400 foi imobilizada em espuma de poliuretano
cortada em cubos de 1 cm de aresta, previamente esterilizados a + 171, fazendo uso de
frascos erlenmeyeres de 250 mL, contendo 5 g/LL de glicose e meio basal contendo todos os
nutrientes, a exce¢ao do corante. Em geral, os cubos apresentaram massa média de 2,0 g.

O indculo foi adicionado nos erlenmeyeres na forma de suspensdao de esporos, na
concentracio de 2 x 10° esporos.mL™'. Os erlenmeyeres foram mantidos em uma mesa
agitadora horizontal, sob agitacdo de 150 rpm e + 28°C durante 72 h, de modo que ao
completar 24 h, o meio anterior foi substituido por um novo. Apoés a etapa de imobilizagao, as

espumas foram transferidas para o reator em batelada para a partida do mesmo.

4.4 Montagem e Operac¢io do Reator Batelada Sequencial

O reator utilizado foi confeccionado em vidro e apresentou volume total de 5 L e
volume util de 4 L. A operagdo em regime de bateladas seqiienciais compreendeu na primeira
etapa a execugdo de trés fases reacionais: fase I (ciclos 1, 2 e 3), fase Il (ciclos 1, 2 e 3) e fase
III (ciclos 1, 2 e 3) caracterizadas em fungdo das diferentes concentragdes de glicose
adicionadas como cossubstrato, respectivamente de 1 g/L; 0,5 g/L e auséncia de carboidrato,
conforme apresentado na Tabela 5. Um reator controle (sem os fungos) foi montado nas
mesmas condigdes operacionais a fim de se estimar a capacidade de adsor¢ao do corante pelos
cubos de espuma, considerada as condi¢des de assepsia do meio. Na segunda etapa repetiu-se a
mesma operacdo da primeira, entretanto, somente para niveis de glicose de 0,5 e 1,0 g/L e

tempo reacional de 48 h.

Tabela 5. Distribui¢cdo dos ciclos de operacio do reator em regime de bateladas

seqiienciais em funcido da concentracio da glicose.

Etapa Fase Ciclo Glicose (g/L) Tempos de reacdo
I | 1,2,3 1,0 1,2,3,4,5,6,7 dias
11 1,2,3 0,5 1,2,3,4,5,6,7 dias
11 1,2,3 Ausente 1,2,3,4,5, 6,7 dias
I I 1,2,3,4, 1,0 8h
5,6,7,8
I 1,2,3,4, 0,5 48 h
,6,7,8
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O ar (0,6 L/min) foi fornecido por meio de mini-compressor e a alimenta¢ao do reator
foi feita com meio sintético, exceto em relagdo a glicose, uma vez que o reator foi operado
com adigdo e também na auséncia desta. O volume amostral maximo retirado para a
realizacdo das andlises foi de apenas 10% do volume util do reator por ciclo estudado. O
reator foi coberto com sacos pretos de polietileno a fim de evitar a fotodegradagao pela acao
da luz ambiente.

Experimentalmente, as andlises de: matéria organica dissolvida, em termos de DQO,
nitrato, amonia e pH foram realizadas segundo os procedimentos descritos em APHA (2005).
A concentragdo de corante foi determinada via andlise espectrofotométrica (DOS SANTOS,
2001, e SILVA FILHO, 2006). Assim, foi construida uma curva de calibragdo com o uso de
solucdes de concentragdes conhecidas de Vermelho do Congo (entre 0 e 50 mg/L) no
comprimento de onda de maxima absor¢ao do corante (510 nm). Durante o acompanhamento
reacional, antes da leitura, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos a fim

de minimizar os erros analiticos da observacao.

4.5 Analises Microscopicas

Nesta fase do estudo foram retiradas amostras do biofilme para realiza¢ao de exames
microscopicos no final da operacdo do reator. O biofilme aderido a manta suporte foi
removido com ajuda de pérolas de vidro e¢ agua destilada esterilizada (121°C e 1 atm),
procedendo-se posteriormente diluigdes de (1:10, 1:100 e 1:1000) para melhor visualizar as

estruturas dos micro-organismos quando do uso do microscopio optico.

Para a analise microscopica foi retirado 1 mL de cada diluigdo para adi¢do em placas
de Petri, contendo meio de cultura Saboraud Dextrose, as quais foram mantidas em estufa a +
30°C, durante uma semana para verifica¢do das colonias. Amostras das placas que receberam
as dilui¢des foram fixadas em laminas com agar, realizando-se, em seguida, a contagem em

microscopio Optico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudos de Biodegradacio do Corante Vermelho do Congo com Biomassa

Imobilizada de Aspergillus Niger AN400 para Ciclos Operacionais de 7 dias (ETAPA 1)

Nesta etapa do estudo experimental adotou-se uma concentragdo inicial média de
corante no meio foi de 10 mg/L e os valores iniciais de pH foram caracteristicos de meio
acido, de 5,6, 3,7 e 4,3, respectivamente, nas fases I, II e II1, o que foi benéfico aos fungos,
pois 0s mesmos sao micro-organismos que possuem grande capacidade metabdlica em meios
acidos (GRIFFIN, 1994). Além disso, o pH baixo ¢ fator minimizador da atividade de
eventuais bactérias contaminantes (RODRIGUES, 2006).

Parshetti et al. (2007) estudaram a descoloragdo e degradagdo do corante “Reactive
Blue 25 na concentracao de 25 mg/L por Aspergillus ochraceus e verificaram a influéncia do
pH neste processo. Os autores observaram que o corante foi completamente adsorvido (4
horas) e descolorido (7 dias) a pH 5,1.

Em relacdo a remogao de corante nas fases estudadas (Figuras 2, 3 e 4) verificou-se
que os melhores resultados foram alcangados quando da adig¢ao de 1 g/L de glicose ao meio
(fase I), quando foi observado uma eficiéncia média de remocdo de corante de 90%, com
percentual maximo de remogao de 99% obtido no segundo ciclo para um tempo reacional de

96 h, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Remoc¢ao de corante Vermelho do Congo na etapa I para reatores em batelada

seqiiencial contendo 1,0 g/L de glicose em ciclos operacionais de 7 dias.
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As variagdes dos percentuais médios de remogao do corante nas fases II (0,5 g/L) e III
(sem glicose) estdo representadas nas Figuras 3 e 4. A adicdo de glicose na concentracdo de
0,5 g/L ndo apresentou resultados distintos da operagao com 1,0 g/L, correspondendo a 92%

de remocao de corante, e foi levemente superior a operagao sem este agucar, respectivamente
de 84%.
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Figura 3 - Remocio de corante Vermelho do Congo na etapa I para os reatores em

batelada seqiiencial contendo 0,5 g/L. de glicose em ciclos operacionais de 7 dias.
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Figura 4 - Remocao de corante Vermelho do Congo na etapa I para reatores em batelada

seqiiencial sem glicose em ciclos operacionais de 7 dias.
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Com base nos resultados de remo¢do do corante apresentados nas Figuras 2 a 4
realizou-se a modelagem cinética para o processo de biodegradagdo segundo os modelos

classicos de primeira e segunda ordem, descritos a partir das Equacdes 1 e 2 a seguir.

In < = —k, .t Eq. 1
Co

Onde: C ¢ a concentragdo do corante em um dado tempo reacional #; Co € a concentraciao

inicial do corante e k; € a constante de velocidade de primeira ordem.

I Eq.2

Onde: C ¢ a concentracdo do corante em um dado tempo reacional # Co € a concentragao

inicial do corante e &, ¢ a constante de velocidade de segunda ordem.

Nas Figuras 5 a 13 estdo apresentadas as cinéticas de degradacdo do Vermelho do
Congo para as trés condicdes estudadas: 1,0 g glicose/L; 0,5 g glicose/L e sem glicose, nos

diversos ciclos operacionais.
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Figura 5 — Cinética de degradacio de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial contendo 1 g/L. de glicose

(etapa I-fase I) no 1° ciclo operacional de 7 dias. T = 27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 6 — Cinética de degradacio de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial contendo 1 g/L. de glicose

(etapa I-fase I) no 2° ciclo operacional de 7 dias. T = 27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 7 — Cinética de degradacio de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial contendo 1 g/L. de glicose

(etapa I-fase I) no 3° ciclo operacional de 7 dias. T = 27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 8 — Cinética de degradacio de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial contendo 0,5 g/L. de glicose

(etapa I-fase IT) no 1° ciclo operacional de 7 dias. T = 27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 9 — Cinética de degradacio de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial contendo 0,5 g/L. de glicose

(etapa I-fase IT) no 2° ciclo operacional de 7 dias. T = 27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 10 — Cinética de degradacdo de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial contendo 0,5 g/L. de glicose

(etapa I-fase IT) no 3° ciclo operacional de 7 dias. T = 27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 11 — Cinética de degradacdo de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial sem glicose (etapa I-fase III)

no 1° ciclo operacional de 7 dias. T =27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 12 — Cinética de degradacdo de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial sem glicose (etapa I-fase III)

no 2° ciclo operacional de 7 dias. T =27 °C, Co = 10 mg/L.
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Figura 13 — Cinética de degradacdo de primeira (a) e segunda (b) ordem do corante
Vermelho do Congo para reatores em batelada sequencial sem glicose (etapa I-fase III) e

no 3° ciclo operacional de 7 dias. T =27 °C, Co = 10 mg/L.
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Na Tabela 6 sdo apresentadas os resultados da modelagem cinética a temperatura
ambiente (27 °C) para a degradagdo de corante vermelho do congo por Aspergillus niger

AN400.

Tabela 6 - Parimetroscinéticos de biodegradacio do corante Vermelho do Congo nas
fases I, I e I1I da etapa I (ciclos operacionais de 7 dias) segundo os modelos de primeira

e segunda ordem. T =27 °C, Co = 10 mg/L.

Fase I: 1,0 g/L de glicose
Ciclo Modelelo de 1* ordeztm Modelo de 2* ordezm
ky(h) R k, (L/mg.h) R
1 0,0265 0,8829 0,0317 0,9073
2 0,0296 0,7756 0,0726 0,7854
3 0,0154 0,7767 0,0085 0,8981
Fase II: 0,5 g/L de glicose
Ciclo Modtlelo de 1?* ordgm Modelo de 2° ordeim
ki(h™) R k, (L/mg.h) R
1 0,0173 0,6281 0,0145 0,7874
2 0,0187 0,7791 0,0173 0,9004
3 0,0146 0,6034 0,0093 0,8421
Fase I1I: 0,0 g/L glicose
Ciclo Modtlelo de 1* ordgm Modelo de 2° ordeim
ky(h") R k, (L/mg.h) R
1 0,0168 0,8793 0,0101 0,9334
2 0,0150 0,9071 0,0067 0,9416
3 0,0131 0,8768 0,0053 0,9935

Na Tabela 6 ¢ mostrado um maior ajuste dos dados experimentais ao modelo de
segunda ordem em todos os ciclos operacionais das diferentes fases em estudo, com valores
de R? variando entre 0,785 e 0,994; bem superiores aos encontrados na descri¢ao de primeira
ordem, que variaram entre 0,603 e 0,907. Em geral, para a mesma fase de tratamento, os
valores da constante de velocidade £ , (L/mg.h) nos sistemas contendo glicose aumentaram na
ordem: ciclo 2 > ciclo 1 > ciclo 3, principalmente na operagdo com 1 g/L de glicose onde as
velocidades do ciclo 2 s3o de 2,3 a 8,5 vezes superiores as dos ciclos 1 e 3, respectivamente.
Na fase IIl sem a presenca de glicose como substrato sdo observadas as cinéticas mais
desfavoraveis, ratificando a importancia deste agiicar no desenvolvimento reacional.
Experimentalmente a capacidade méxima do material suporte ¢2 g de espuma de
poliuretano) em adsorver o Vermelho do Congo foi de 0,005 g de corante/g de espuma (reator
controle), enquanto o sistema fungico removeu aproximadamente 0,018 g de corante/g de

espuma (admitindo uma eficiéncia média de 90% de degradagdo), o que equivale a uma massa
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3,6 vezes superior aquela retida pelo material suporte no equilibrio. Estes valores
comprovaram a hipotese que € a via bioldgica o mecanismo principal de remocao do corante
Vermelho do Congo, ainda que no balango de massa ndo tenha sido considerada a parcela de
corante adsorvida na propria biomassa imobilizada.

Particularmente, a constante de velocidade (k;) registrada no primeiro ciclo da fase I (1
g/L de glicose) foi de 0,0317 L/mg.h, um valor de 2 a 3,2 vezes superior aos encontrados nas
fases II e III (0,5 g/L de glicose e auséncia de glicose, respectivamente), indicando que a
concentracdo de 1 g/ de glicose proporcionou maior eficiéncia para o processo bioldgico
quando considerado os contextos simultdneos de conversdo bioldgica e cinética reacional.

Finalmente, observaram-se em ambas as fases de tratamento em que se empregou a
glicose como cossubstrato, um aumento significativo da cinética reacional, embora com
remogdes praticamente equivalentes, entre o primeiro e segundo ciclo reacional, seguido de
redu¢do dos valores de &, no terceiro e ultimo ciclo de operagdo. Este comportamento denotou
uma tendéncia a adaptacdo e crescimento da biomassa fingica no primeiro ciclo operacional,
seguido de uma mais intensa atividade enzimatica no ciclo seguinte e uma reducdo da
atividade microbiana provavelmente por efeitos de toxicidade e/ou morte, no terceiro ciclo
reacional.

As variagdes das demais varidveis de processo ao longo dos ciclos operacionais de
tratamento bioldgico estdo apresentadas a seguir. Na Figura 14 esta apresentada a variagdo de
matéria organica, em termos de DQO, ao longo da fase I (1 g/L). Nesta fase I foram
registradas as melhores remocdes de matéria organica carbonicea, medida em termos de
DQO, sendo que o maior percentual de remog¢dao ocorreu no tempo reacional de 96 h do
primeiro ciclo operacional (99%). Nesta fase, a remo¢do média de matéria organica foi de

86%.



39

Fase | DQO

100 -~
__ 80 -
s
o 60 -
us
<1
b= 40 -
7]
=

20 -

0 T T T T 1
48 72 96 120 168
Tempo (h)
m Ciclo| Ciclo!ll mCiclolll

Figura 14 — Remocio de DQO na etapa I para reatores em batelada sequencial contendo

1 g/L de glicose e ciclos operacionais de 7 dias.

Nas fases II e IIl, embora se tenham alcancados percentuais de remog¢do média de
corante, em torno de 86%, observou-se diminui¢do acentuada da remog¢do de matéria
organica, correspondentes as médias de remogdo nas referidas fases de 48% (fase 1I) e 5%
(fase IIT). Nas Figuras 15 e 16 estdo apresentadas as variagdes dos percentuais de remogao

DQO nas fases Il e II para os ciclos operacionais estudados.
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Figura 15 — Remocio de DQO na etapa I para reatores em batelada sequencial contendo

0,5 g/L de glicose e ciclos operacionais de 7 dias.
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Figura 16 — Remoc¢io de DQO na etapa I para reatores em batelada sequencial sem

glicose e ciclos operacionais de 7 dias.

Assim, a adi¢@o da glicose na concentragao de 0,5 g/L (fase II) e a auséncia desta (fase
IIT) resultaram numa menor atividade fingica com conseqiiente acimulo de matéria organica,
conforme mostrado nas Figuras 15 e 16 o que ndo foi observado na fase I. Como,
particularmente, nas fases II e III, a remog¢ao de matéria organica dissolvida foi muito inferior
a de corante, a presenca de glicose, na concentracdo de 1,0 g/L, pode ter favorecido a agdo dos
micro-organismos na remoc¢ao dos sub-produtos formados no meio, como, por exemplo, as
aminas aromaticas. Neste caso as aminas aromaticas se originaram a partir da ruptura da
molécula do corante, conforme relatado na literatura (VAN DER ZEE ¢ VILLAVERDE, 2005
e MUSTAFA e SPONZA, 2007) e foram mais dificeis de serem assimiladas pelos micro-
organismos, pois requerem gasto energético maior, o que pode ter sido suprido pela adi¢do a
niveis mais elevados de agucar.

Segundo Marzzoco e Torres (1999), a glicose ¢ o principal substrato de mais facil
assimilacdo e oxidagao pela maioria dos organismos para a obtencdo de energia pela célula,
sendo importante ressaltar que, conforme os dados apresentados, para 1 g/LL de glicose, ndo se
observou inibicao pelo excesso de substrato, tendo ocorrido nesta situagdo remogdes dtimas
tanto de corante quanto de matéria organica.

Outrossim, a glicose e outros cossubstratos, como por exemplo, sacarose, maltose,
amido, etc., possuem um papel relevante para a remocao de compostos de dificil
biodegradagdo, contribuindo para a assimilacdo dos mesmos pelos micro-organismos, uma
vez que mediante reagdes secundarias envolvendo estes compostos menos reativos € os

produtos formados pela oxida¢do enzimatica do cossubstrato, de maior reatividade, ha
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aumento da remocgao do poluente (SINGH, 2006).

Existem relatos dos beneficios da adicao da glicose para a remocao de cor de meios
contendo os mais diversos corantes (PARSHETTI ez al., 2007, ALI et al., 2008 e KHELIFI et
al., 2009), contudo a concentragao 6tima a ser empregada, aparentemente, depende de fatores
como a espécie fingica, a estrutura molecular do corante, o regime de operagao do reator e a
idade do biofilme, entre outros (SINGH, 2006).

A glicose ndo apenas ¢ substrato necessario para o crescimento celular, mas também
para a produg¢do de enzimas responsaveis por facilitarem a assimilagdo do poluente pelo
micro-organismo (QUINGXIANG, 2008). Os fungos consomem e crescem rapidamente
quando ha disponibilidade de fontes de carbono, produzindo como resultado do metabolismo
secundario enzimas extracelulares, mediante presenca de concentragdes adequadas de carbono
e de nitrogénio (KHELIFI ez al., 2009).

O efeito da adi¢do da glicose sobre a degradagdo do corante reativo diazo Vermelho
acido 151 por Aspergillus niger foi estudado por Ali et al. (2008). Estes autores isolaram a
linhagem fungica de efluente téxtil industrial e a inocularam em frascos contendo 100 mL de
efluente sintético o qual possuia 20 mg.L ' do corante e glicose em diferentes concentragdes.
Os frascos foram mantidos sob agitacao orbital (100 rpm) ao longo de 8 dias, sendo que foi
obtida remogdo maxima de cor de 77 % quando da adigdo de 5 g.L ' de glicose, porém para
adicdes na concentragdo de 10 gL, verificou-se diminuigdo acentuada da remogdo de cor
(38,2 %), como possivel resposta ao excesso de substrato disponivel no meio.

Também Khelifi et al. (2008) estudaram o efeito de fontes de carbono e nitrogénio na
degradacdo dos corantes indigo e Vermelho do Congo pela espécie fungica Aspergillus
alliaceus 121 C e verificaram a remog¢ao de cor de 98% para Vermelho do Congo e 98,6%
para o indigo com 9 dias de incubagdo e adigdes de 25 mM glicose/L. Este percentual ¢ muito
proximo ao encontrado nesta pesquisa, (95% de remocao) com 7 dias de incubagdo e 1,0 g
glicose/L. Outras pesquisas de descoloragdo do Vermelho do Congo espécies flngicas,
Schizophyllum sp, P. chrysosporium e L. edodes relatam percentuais de remocao de 91,6%,
92,1% e 92,4%, respectivamente.

Em suas pesquisas, Radha et al. (2005) verificaram elevada afinidade de fungos pelo
corante Vermelho do Congo (0,02 g/L), na presenga de glicose (5 g/L), em meio mineral. Os
autores utilizaram a espécie Phanerochaete chrysosporium imobilizada em esferas de alginato
de sodio (2, 3, 4, 5 e 6 mm), tendo obtido para a constante de afinidade (K j,) valores entre

0,203 g/L a 0,253 g/L, em fun¢do do tamanho das esferas.
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Em relagdo ao pH, ao longo dos ciclos operacionais foi mantida a caracteristica acida
do meio, o que foi observado em todas as fases de estudo, resultando em valor médio de 2,5
para a fase I; 3,1 para a fase Il e 4,1 para a fase IIl. A diminui¢do dos valores de pH no final
dos ciclos operacionais foi, possivelmente, relacionada a producdo de acidos organicos,
devido a utilizagdo das fontes de carbono pelos fungos (RODRIGUES, 2006, SINGH, 2006 ¢
EL-RABIM, 2009).

Em seus experimentos, Pessoa-Wanderley (2007) estudou a remog¢ao de Vermelho do
Congo por Aspergillus niger em reatores em batelada convencional, utilizando biomassa
imobilizada e glicose (1,0 g/L) como cossubstrato. Os reatores foram operados durante 25
dias e as maiores eficiéncias, quanto a remogao do corante, 85% e 87%, ocorreram quando o
meio apresentou pH baixo (3,2 a 3,7), respectivamente. O valor do pH nos reatores utilizados
como controle foi superior a 7 e ndo foi observada remocao significativa de corante (12%).

Uma maior eficiéncia de remocao dos corantes té€xteis azul acido 62 (125 uM) e 40
(211 uM), azul reativo 81 (124 uM) e preto direto (92,25 uM) em meio aquoso, em diferentes
valores de pH, por enzimas lacases, produzidas pelo fungo Cerrena unicolor foram obtidos
Michniewicz et al. (2008). Os autores variaram o pH do meio de 2 a 7 e alcangaram maior
producdo de lacase em pH 3.5; correspondendo a 100% da atividade enzimatica, a qual
diminuiu drasticamente em pH = 7 para apenas 20% do valor inicial.

Os meios com valores baixo de pH sdo mais propicios aos fungos (ASSADI e
JAHANGIRI, 2001) e o grande nimero de enzimas secretadas por eles possuem sua atividade
otima em pH cujos valores encontram-se nesta faixa acida, sendo que a partir de 7, a atividade
enzimatica tende a diminuir (MICHNIEWICZ, 2008), ocorrendo, consequentemente, a perda
da eficiéncia de remocgdo do poluente.

No final da operagdo do reator, as analises de microscopia confirmaram a presenc¢a do
Aspergillus niger AN400 e nao foi observada contaminacdo do meio por micro-organismos
aloctones. A contagem do namero de coldnias revelou concentragio de esporos de 8x10

UFC/mL.
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5.2 Estudos de Biodegradacio do Corante Vermelho do Congo com Biomassa

Imobilizada de Aspergillus niger AN400 para Ciclos Operacionais de 48 h (ETAPA II)

Nesta etapa, com base no perfil cinético apresentado na etapa I operaram-se os
reatores em bateladas seqiienciais (RBS) para tempos reacionais de 48 h e em duas fases
operacionais: fase I com 1,0 g/L de glicose e fase Il com 0,5 g/L de glicose. Assim, pretendeu-
se neste periodo manter ou melhorar a eficiéncia do sistema RBS via aumento do tempo de
retencao celular, com diminuic¢do significativa do periodo de ciclo operacional. Os resultados
foram expressos para um maior nimero de ciclos reacionais (8 tratamentos seqiienciais) e
optou-se pelo monitoramento analitico somente ao final de cada batelada.

Nas Figuras 17 e 18 sd@o mostradas as remocdes de corante com adigdo de glicose a 1,0
g/L e 0,5 g/L que sao praticamente iguais se considerarmos a eficiéncia média de remogao,

respectivamente de 84% e 83%.

Etapall (1,0 g glicose/L)
120
100 -
80 -
60 -
40 -
20

C1 c2 Cc3 c4 C5 C6 c7 cs

B Corante ENTRADA (mg/L) = Corante SAIDA (mg/L)

B Remocao (%) M Eficiéncia Média (%)

Figura 17 — Variacdo da concentracio de corante Vermelho do Congo e eficiéncia de
remo¢iao para reatores em batelada seqiiencial contendo 1 g glicose/L em ciclos

operacionais de 48 h.
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Etapall (0,5 g glicose/L)
120 -+

100 -

40 -

20 -

1 2 3 4 5 6 7 8

B Corante ENTRADA (mg/L) = Corante SAIDA (mg/L)

H Remocado (%) m Eficiéncia Média (%)

Figura 18 — Variacdo da concentracio de corante Vermelho do Congo e eficiéncia de
remoc¢io para reatores em batelada seqiiencial contendo 0,5 g glicose/L. em ciclos
operacionais de 48 h.

A eficiéncia média de remog¢ao do corante no RBS na segunda etapa foi de 83,5%. O
biofilme formado, aderido ao meio suporte, favoreceu a utilizacdo do substrato com 48 h de
tempo reacional. Na operagcdo do RBS na primeira etapa obteve-se uma eficiéncia média de
remogao de corante de 90% com 1,0 g glicose/L para um tempo reacional de 7 dias. Neste
caso para os percentuais de remocao alcangados, os quais foram relativamente proximos nos
diferentes tempos empregados, 7 dias e 48 h, ficou demonstrado a influéncia do aumento do
tempo de retencdo celular, como fator preponderante na adaptacio da biomassa e
consequentemente na eficiéncia do sistema. Segundo Papagianni e Mattey (2004) as técnicas
de imobilizacdo conduzem ao aumento na producdo de dacidos organicos, enzimas e
oligossacarideos, além de minimizar problemas relacionados as formas morfologicas
produzidas, pois eliminam os riscos de autdlise central causada por efeitos difusionais.

Segundo Sampaio (2005) ao estudar a remogao de metil-paration por Aspergillus niger
AN400 em reatores em batelada com biomassa dispersa e em reator de leito fixo e fluxo
continuo verificou que os percentuais de remocdo do pesticida pelos dois sistemas
operacionais foram proximos, contudo o tempo de operagao dos reatores em batelada foi de
27 dias e do reator continuo de 12 h. Assim, o tempo de retencdo celular influenciou
consideravelmente na qualidade do sistema continuo alcangando percentuais proximos aos da
operacdo em batelada, porém com uma diferenga considerdvel de tempo, como observado

também neste trabalho.
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Nas Figuras 19 e 20 estdo apresentadas as variacdes de concentragdo de DQO e as
eficiéncias de remogdo na presenca de 1,0 g glicosee 0,5 g glicose/L em reatores batelada

seqiienciais (RBS) na etapa II para ciclos reacionais de 48 h.

Etapall - DQO - (1,0 g glicose/L)

1400
1200 -
1000 +
800 -
600 -
400 -
200 ~

C1 c2 C3 c4a C5 C6 c7 cs Cc9 C10

B ENTRADA DQO (mg/L) = SAIDADQO (mg/L)
B Remocio (%) B EFICIENCIA MEDIA (%)

Figura 19 — Variacdo da concentragio de DQO e eficiéncia de remoc¢iao para reatores em

batelada seqiiencial na etapa II contendo 1 g/L de glicose em ciclos operacionais de 48 h.

Etapall - DQO - (0,5 g glicose/L)

700 -+
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Ciclol Ciclo2 Ciclo3 Ciclo4 Ciclo5s Ciclo6 Ciclo7 Ciclo 8

m ENTRADA DQO (mg/L) m SAIDADQO (mg/L)
B Remocio (%) W EFICIENCIA MEDIA (%)

Figura 20 — Variacao da concentragao de DQO e eficiéncia de remoc¢ao para reatores em

batelada sequencial na etapa Il contendo 0,5 g/L de glicose e ciclos operacionais de 48 h.
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Para este estudo, ao se observar as varia¢des de matéria organica verificou-se que a
maior remo¢do média (87%) obtida quando da adigdo de 1 g/L de glicose ratificou os
resultados cinéticos obtidos na Etapa 1, quando foi estimado o maior parametro cinético k ;
(0,0317 L/mg.h), porém em um tempo reacional total de 7 dias no segundo ciclo de operagao.

A menor remoc¢ao de matéria organica (64%) observada quando da fase I1 (0,5 g/L de
glicose) pode estar relacionada a maior dificuldade de degradar os subprodutos gerados da
quebra da molécula de corante, possivelmente, aminas aromaticas, conforme relatado por
Barbosa (2008) que ao empregar Aspergillus niger como indculo de reator de escoamento
continuo ¢ TDH de 8 h verificou aumento da remo¢do de matéria organica de 55% (sem
cossubstrato) para 82% (com cossubstrato) ao adicionar na alimentacdo 0,5 g/L de sacarose,
outro acucar de facil metabolizagdo, em meio sintético contendo Vermelho do Congo (30
ppm).

Conforme relatado por Eltaif et al. (2008) a melhor eficiéncia registrada na fase I (1
g/L de glicose) pode ser explicada pela facilidade dos fungos terem a sua disposi¢do
substratos de facil assimilagdo quando expostos a moléculas de estrutura complexa
(cometabolismo). Outrossim, Singh (2006) relatou que a glicose ao ser utilizada como
cossubstrato gera produtos muito mais reativos que o corante, os quais reagem facilmente
com o poluente, gerando compostos passiveis de serem metabolizados pelas enzimas
produzidas pelo micro-organismo.

Nas Figuras 21 e 22 estdo mostradas as variagdes de pH no RBS na etapa 2 com 1,0 e

0,5 g glicose/L, respectivamente.

pH - (1,0 g glicose/L)
5 -
L 2 £ L 2
4 - ¢ ¢ L 2
<+
3 A L 4
)
o
2 -
1 -
0
o} 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ciclos
+ ENTRADA SAIDA

Figura 21 — Variacdo do pH para reatores em batelada seqiiencial na etapa II contendo

1,0 g /L de glicose em ciclos operacionais de 48 h.
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pH- 0,5 g glicose /L)

6 -
5 .
. . . ° . ¢
. 4
3
2 -
1 -
O T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ciclos

¢ ENTRADA ISAIDA

Figura 22 — Variacao do pH para reatores em batelada seqiiencial contendo 0,5 g/L de

glicose em ciclos operacionais de 48 h.

Os valores de pH médios registrados no final dos ciclos operacionais foram de 3,2 e
2,7; respectivamente nas fases I e II, o que foi benéfico aos fungos, conforme a microscopia
realizada no final da operacdo do reator que confirmou a presenga da espécie fungica,
Aspergillus niger.

Nas Figuras 23 e 24 estdo apresentadas as variacdes dos compostos nitrogenados

(amonia e nitrato) ao longo da biodegradacdao de Vermelho do Congo.

40 -
35 A
30 A
25 A
20 A
15
10 -

Concentragao (mg/L)

— —
T ARG

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6 Ciclo7 Ciclo 8

B Aménia Entrada O Amdnia Saida O Nitrato Entradaz& Nitrato Saida

Figura 23 — Variacio da concentracdo de amonia e nitrato para reatores em batelada

sequencial na Etapa Il com 0,5 g /L de glicose em ciclos operacionais de 48 h.
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Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6 Ciclo 7 Ciclo 8

B Aménia Entrada O Amdnia Saida O Nitrato Entrada:E Nitrato Saida

Figura 24 — Variacdo da concentracio de amoénia e nitrato para reatores em batelada

sequencial na Etapa II com 1,0 g /L de glicose e ciclos operacionais de 48 h.

No tocante as variagdes das concentragdes de nutrientes nitrogenados, na fase I com
adi¢do de 1,0 g/L de glicose foi registrada a maior remocao de nitrogénio amoniacal (83%),
obtida no ciclo 6, enquanto a menor remog¢ao 11,6% foi verificada no terceiro ciclo de
operacao.

De forma semelhante, na fase II (0,5 g/L de glicose) a maior remogao de nitrogénio
amoniacal foi de apenas 50% no segundo ciclo de operag¢do e a menor de 15,7% no quinto
ciclo operacional. Papagianni et al. (2005) afirmaram que ions amdnio armazenados no
interior da célula fungica reagem com a glicose para formar glucosamina, composto
energético de reserva utilizado pelos fungos. Desta forma, a maior eficiéncia de remogao de
nitrogénio amoniacal registrada na fase I provavelmente esta relacionada a maior
disponibilidade de glicose nesta condi¢ao do estudo experimental.

Particularmente, na fase I (1 g/L de glicose) em quase todos os ciclos operacionais
observou-se baixa eficiéncia de remocdo de nitrato, e na pratica houve grande acimulo deste
ion no meio durante os ciclos de degradacao biologica. Neste caso a maior concentragdo de
nitrato produzida foi observada no primeiro ciclo de operagdo (6,8 mg/L) e a média de
acumulo observada foi de 82,3%. Em contra partida, na fase I ndo se verificou acaimulo de
nitrato nos ciclos operacionais, sendo a menor remog¢ao observada ainda no primeiro ciclo de
operacdo (18%). Os maiores acimulos de nitrato no meio na fase 1 estdo provavelmente
relacionados ao fato de que nesta fase o nitrogénio amoniacal foi melhor assimilado do meio,

0 que restringiu a acdo das enzimas nitrito e nitrato redutase.
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6 CONCLUSOES

Na Etapa I (ciclo operacional de 7 dias) o reator em bateladas seqiienciais com
biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN400 apresentou boa eficiéncia para a remogao
de Vermelho do Congo (90%) e de matéria organica carbonacea (86%). O processo foi
otimizado pelo uso da glicose como cossubstrato na concentragao de 1 g/L (fase I), resultando
no maior valor estimado para a velocidade de remogao de corante (k, = 0,0317 L/mg.h).

Os resultados mostraram um maior ajuste dos dados experimentais ao modelo de
segunda ordem em todos os ciclos operacionais com valores de “Rvariando entre 0,785 e
0,994, cujos valores foram de 0,0317 L/mg.h, 0,0145 L/mg.h ¢ 0,0100 L/mg.h para as fases
com lg glicose/L, 0,5 g glicose/L e sem glicose, respectivamente

Na Etapa II (ciclo operacional de 48 horas), o reator apresentou boa eficiéncia para a
remoc¢do de Vermelho do Congo correspondente a 84% na fase I com 1,0 g/L de glicose e
83% na fase Il com 0,5 g/L de glicose e de matéria organica carbonacea (expressa em DQO),
correspondente a 64% na fase II (0,5 g/L de glicose) e 87% na fase I (1,0 g/L de glicose).

Os resultados obtidos na presente pesquisa indicam a viabilidade do sistema
empregado para o tratamento de 4guas residudrias téxteis contendo corante Vermelho do
Congo, devendo ser realizados novos experimentos que confirmem sua potencialidade para a

acdo em efluentes “in natura”.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao trabalho sugere-se:
- Testar outros tipos de meio suporte para o reator de bateladas seqiienciais;
- Verificar a eficiéncia de remogao do corante e DQO com ciclos operacionais de 24 h para
reatores de bateladas seqiienciais;
- Utilizar um reator de fluxo continuo e leito fixo a fim de otimizar uma melhor eficiéncia
com um menor tempo de detengao hidraulica (12 h; 6 h);
- Estudar o metabolismo de nitrogénio e fosforo em reatores de bateladas seqiienciais

alimentado com 4gua residudria rica em corante Vermelho do Congo.
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