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RESUMO

O presente trabalho visa avaliar a eficiéncia dos métodos de biorremediacéo e
fotocatélise para o tratamento de efluente da area de producdo de medicamentos de uma
industria farmacéutica da regido de Goiania-GO. Foram coletadas cinco amostras de 20,0 L
cada em amostragem simples do efluente e mantidas a 4° C. O tratamento biol6gico foi
efetuado por meio da inoculagdo dos fungos: Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor,
Trametes villosa, Lentinus edodes, Phanerochaetes chrysosporium, Schizophyllum comnune e
Ganoderma applanatum. Os fungos foram colocados em meio de cultura sélido, esperando-se
5 dias para crescimento a temperatura ambiente e em auséncia de luz, exceto o Pycnhoporus
sanguineus. O processo biologico foi efetuado em mesa agitadora refrigerada (New
Brunswick Scientific) a temperatura de 28° C e 180 rpm na auséncia de luz, sendo que foram
colocados 100,00 mL de efluente em um erlenmeyer de 250 mL e acrescentado 0s conteudos
das placas (meio de cultura + fungo). O processo fotocatalitico foi efetuado em reator provido
de sistema de refrigeracdo por &gua corrente e capacidade total de 500,00 mL, com
borbulhamento, agitador magnético, TiO, em suspensdo (Degussa P-25) e iluminacdo
artificial. As formas de tratamento aplicadas foi usando ambos métodos separadamente e as
formas conjugadas. O efluente foi caracterizado de acordo com Standard Methods of Water
and Wastewater, bem como a foi determinada a atividade enzimatica de lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase. A melhor forma de tratamento visando a diminuicdo de DQO
da amostra 1 e 5 foi usando-se o fungo S. commune (78 %), sendo o efluente in natura e com
indutor em meio sélido em 48 h de tratamento (amostra 1) e tendo o efluente in natura sem
tratamento prévio da amostra (78 %) em 48 h de tratamento, para amostra 5. A maior
producdo de lacase (amostra 1 e 5) foi do T. versicolor em 96 h de tratamento, usando o
indutor em meio sélido e para a amostra 2, a maior producdo foi usando o efluente
autoclavado e efluente in natura. A producdo de manganés peroxidase teve maior expressao
na amostra 1 quando se usou o P. chrysosporium em efluente autoclavado em 48 h de
tratamento e G. applanatum em 72 h de tratamento de efluente fotocataliticamente tratado
durante 7 min. Para a amostra 5, o P. chrysosporium com efluente autoclavado tratado em 24
apresentou maiores resultados e P. sanguineus em 72 h de tratamento com efluente
autoclavado . N&o foi detectada a enzima lignina peroxidase nas fomas de tratamento
bioldgico estudadas. Os processos combinados de tratamento bioldgico inicial seguido da
fotocatalise vice-versa, ndo apresentaram eficiéncia que pudesse ter os dados comparados
com 0 processo in natura.

Palavras Chave : Tratabilidade, fungos, fotocatalise, DQO.
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ABSTRACT

This paper tended to assess the efficiency of bioremediation and photocatalysis
methods for the treatment of the effluent from a pharmaceutical industry in Goiania-GO. Five
20L-samples were collected and kept at 4°C. The bioremediation treatment was done with the
inoculation of the following fungi: pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Trametes
villosa, Lentinus edodes, Phanerochaetes chrysosporium, Schizophyllum commune e
Ganoderma applanatum. The fungi were inserted in a solid culture medium and kept for 5
days to grow at room temperature and in the absence of light, except the Pycnoporus
sanguineus. The biologic process was done with the use of a Shaker (New Brunswick
Scientific) at 28°C and 180 rpm in the absence of light. It contained a 250mL-Erlenmeyer
filled with 100mL of the effluent and the contents of the dishes (culture medium + fungi).
The photocatalytic process was performed in a reactor with a total capacity of 500,00 mL
equipped with running water refrigeration system, bubbling, magnetic shaker, TiO2 in
suspension (Degussa P-25) and artificial lightning. Both conjugated forms and separate
methods were used in the forms of treatment. The effluent was categorized according the
Standard Methods of Water and Wastewater as well as the enzymatic activity of Laccase,
manganese peroxidase and lignin peroxidase The best form of treatment aiming the reduction
of COD of the samples 1 and 5 was using the fungus S. commune (78%) with the effluent in
natura and with inductor in solid medium in 48h of treatment (sample 1) and having the
effluent in natura without previous treatment of the sample (78%) in 48 h of treatment for
sample 2. The highest production of Laccase (samples 1 and 5) was from T. versicolor in 96h
of treatment using the inductor in solid medium and for sample 5, the highest production was
using the autoclaved effluent and the effluent in natura. The production of manganese
peroxidase had its greatest expression in sample 1 when P. chrysosporium in autoclaved
effluent in 48 h of treatment and G. applanatum in 72h of treatment of effluent treated
photocatalytically during 7 minutes were used. Regarding sample 5, P. chrysosporium with
autoclaved effluent treated in 24 h and P. sanguineus in 72h of treatment with autoclaved
effluent showed better results. Lignin peroxidase enzyme was not detected in the forms of
biological treatment studied. The process combined with the initial biological treatment
followed by photocatalysis presented low efficiency due to the absorption of soluble
microbial products, especially in sample 5, which presented higher concentration of organic
components.

Key word: Treatmente, fungi, photocatalysis, COD.
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toxicidade da Amostra 5. As amostras correspondem a 96 h de tratamento. 118
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massas

CLAE/EM/EM cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a dois

espectrometros de massas em série
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CG-EM/EM

CLso
BGA
P/V
oD
GA
LE
PC
PS
SC
TVe
TVi
CONAMA
e
max

PMS

cromatografia gasosa acoplada a dois espectrometros de massas em
série

Concentracdo Letal média

Meio agar batata

relacdo peso volume

Oxigénio Dissolvido

Ganoderma applanatum

Lentinus edodes

Phanerochaete chrysosporium
Pycnoporus sanguineus
Schyzophyllum commune

Trametes versicolor

Trametes villosa

Conselho Nacional do Meio-Ambiente
coeficiente de absortividade molar
comprimento de onda maximo

Produto Microbiano Soluvel
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kg quilograma

km quilémetro

m>.dia™* metro cubico por dia
mg.L? miligrama por litro

h hora

kDa quiloDalton

mvV miliVolt

g.mol™ gramas por mol

u unidade

ng.L* nanogramas por litro
ng.L? microgramas por litro
g.kg? gramas por quilograma
L litro

NTU Unidades de Turbidez
rpm rotacdes por minuto
nm nandmetro

mg.L™ de Pt/Co miligrama por litro de platina cobalto
mg miligrama

mg de O,.L™ miligrama de oxigénio por litro
pm micrometro

atm atmosfera (pressao)

°C graus centigrados

m massa

z carga

m/z relacdo massa carga

g grama

Eo Potencial de oxi-redugéo
R Substrato

P Produto

cm centimetro

mm milimetro

Eo Potencial

pL.min™ microlitro por minuto
pL microlitro

mol.L™? mol por litro
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u.mL? unidade por mililitro

mmol.L .cm™ milimol por litro por centimeto

mmol.L* milimol por litro

DAbs mL *min* Variac¢do da absorbancia por mililitro por minuto
mL min™ milimol por minuto

J.m?st Joules metro quadrado por segundo

Min minuto
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INTRODUCAO

A Quimica é um importante instrumento para o desenvolvimento sdcio-
econdbmico de um pais e partindo desse pressuposto, a sintese de novos produtos que
atendessem a demanda industrial foi incrementada a fim de atender as necessidades da
industria moderna. Mas com a industrializacdo, a geracao de rejeitos tomou outra conotacdo
no meio ambiente, pois, por exemplo, para a industria farmacéutica especializada em sintese
organica para produzir 1 kg produto final, gera-se de 25 a 100 kg de lixo quimico (CORREIA
et al., 2002).

Com a evolugdo dos processos industriais e 0 consequente surgimento de
inimeros produtos que rapidamente tornaram-se de primeira necessidade, a atividade
industrial adquiriu um caréater essencial na sociedade contemporanea. Embora sua importancia
seja indiscutivel, a atividade industrial costuma ser responsabilizada, muitas vezes com justa
razdo, pelo fendbmeno de contaminagdo ambiental, principalmente gracas a dois fatores de
extrema importancia: o acumulo de matérias-primas e insumos, que envolve sérios riscos de
contaminagdo por transporte e disposicdo inadequada e ineficiéncia dos processos de
conversdo, 0 que necessariamente implica na geracao de residuos (FREIRE et al., 2000).

Embora exista a preocupagdo universal em se evitar episédios de contaminacao
ambiental, estes eventos prejudiciais continuam acontecendo, principalmente porque, em
funcdo dos fatores acima comentados, grande parte dos processos produtivos s&o
intrinsecamente poluentes. Ao longo das décadas, a atividade industrial tem produzido rejeitos
gasosos, liquidos e s6lidos nocivos ao meio ambiente (FREIRE et al., 2000). Os processos
industriais que utilizam grandes volumes de &agua contribuem significativamente para a
contaminacdo dos corpos d’agua, principalmente pela auséncia de tratamento para 0s grandes
volumes de efluentes liquidos produzidos. Dentro deste contexto, uma importante parcela do
processo de contaminagdo no Estado de Goiés, pode ser atribuida as atividades das diversas
indUstrias farmacéuticas, principalmente a partir do final da década de 90.

Substancias farmacéuticas sao quaisquer substéncias ou produtos usados que se
pretende usar para modificar ou explorar sistemas fisiologicos ou estados patoldgicos em
beneficio de quem o recebe (WHO, 1972). Elas sdo um grupo de substancias que até
recentemente vinham sendo expostas ao meio ambiente com muito pouca atencdo. A partir da
década de 80 encontram-se relatos de dados sobre a ocorréncia destes produtos na superficie
de &guas naturais e nos efluentes de estagbes de tratamento de esgoto (HALLING-
SORENSEN et al., 1998; HIRSCH et al., 1999). Mais recentemente, compostos farmacéuticos
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tém sido detectados no solo e na agua potavel, mas pouco se conhece sobre o risco imposto
aos humanos por esta contaminacdo (KUMMERER, 2000). Diante destas constatacdes, 0
monitoramento de residuos de drogas no ambiente aquatico tem ganhado muito interesse
(HIRSCH et al., 1999).

Segundo Arjona e Ruiz (1997), as indUstrias de medicamentos sdo produtoras de
uma quantidade consideravel de residuos, devido ao descarte de medicamentos acabados que
séo rejeitados pelo controle de qualidade, das perdas inerentes aos processos e, sobretudo, das
embalagens que transportam 0s insumos e matérias primas.

A pesquisa das substancias possivelmente encontradas nos efluentes da industria
de medicamentos se justifica na medida em que somente serd possivel propor um tratamento
adequado aos residuos desse tipo de industria quando estes estiverem bem conhecidos e
quantificados. O tratamento do efluente da indUstria farmacéutica tem maior complexidade,
pois esté relacionada diretamente ao processo produtivo como a sintese, a fermentagdo, a
extracdo e formulacdo. Além de uma grande variedade de produtos langados no efluente da
industria farmacéutica, a fracdo organica biodegradavel e refratéria apresentam relagdes com
grande varidncia, o que pode apresentar maior dificuldade para os tratamentos biol6gicos
mineralizarem tais contaminantes (BALCIOGLU, OETKER, 2003).

No Brasil varias indUstrias farmacéuticas utilizam sistemas como lodo ativado e
lagoas aerobias e anaerdbias. Os sistemas de tratamento das industrias farmacéuticas do
estado de Goias estdo sendo implantadas agora, sendo que algumas ja possuem o sistema de
lodo ativado. Diante do que foi exposto, fica clara a necessidade de pesquisas nesta area, para
se definir sistemas eficazes no tratamento de efluentes de industria farmacéutica.

O presente projeto visa avaliar a eficiéncia dos métodos de tratamento bioldgico
com fungos e fotocatélise para o tratamento de efluente de uma industria farmacéutica, por
meio da inoculacdo dos fungos: Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Trametes
villosa, Lentinus edodes, Phanerochaetes chrysosporium, Schizophyllum comnune e
Ganoderma applanatum e para a fotocatélise, usando-se fonte de radiacdo artificial,
bombeamento de ar e agitacdo magnética, com o catalisador (TiO,) disperso. Os métodos de
tratamamento aplicados foi usando ambos métodos separadamente e as formas conjugadas.
Para a avaliacdo das melhores formas de tratamento, foram usados os dados gerados sobre a
relagdo entre DQO (Demanda Quimica de Oxiénio) e a DQO inicial, a producdo enzimatica
de lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, diminuicdo da absorbéancia no

comprimento de onda caracteristico.
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2-REVISAO BIBLIOGRAFICA

Um caminho obrigatorio a ser seguido pelas industrias farmacéuticas, autalmente,
seja pelos fundamentos da competitividade, seja por motivos éticos, é a obtencdo de um
certificado 1SO 14000, tendo reconhecimento mundial e pode representar um alivio para a
populacdo, principalmente nos tempos atuais em que os usuarios de produtos farmacéuticos
sdo atemorizados pela frequente adulteracdo de medicamentos. A logica desse caminho é
I6gico, considerando-se que, ao mencionar a industria farmacéutica, faz-se referéncia direta a
um setor que tem como objetivo o prolongamento e a melhoria da qualidade da vida humana,
0 que s6 pode ser possivel no contexto de um meio ambiente saudavel (GONCALVES, 2000).

Partindo de avaliagbes do impacto ambiental relativo ao efluente da industria
farmacéutica, faz-se necessario estudo do processo degradacdo dos contaminantes, sendo que
de acordo com os principios da quimica verde que propde o uso de catalisadores no processo
de tratamento de residuos (PRADO, 2003), a tratamento bioldgico com fungos (fungos) e
fotocatélise heterogénea tém grandes perspectivas no uso como técnica de mineralizacdo de
compostos recalcitrantes presentes nas aguas residuarias da industria farmacéutica. Melo e
colaboradores (2006) propGem além de descontaminar o efluente, avaliar a toxicologia
usando-se microrganismos (Selenastrum capricornutum), eles também propdem um estudo de
citotoxicidade, usando-se celulas (fibroblastos), a fim de melhorar a avaliagdo da viabilidade
de processos de tratamento.

O efluente da industria farmacéutica objeto deste estudo € despejado na rede de
esgoto da empresa de saneamento local, sendo o despejo final no rio Meia Ponte,
considerando que essa bacia cobre cerca de 10% da area do estado de Goias e esta relacionada
a 43% da populacdo goiana e muitos municipios lancam seus efluentes em rios dessa bacia,
embora, cerca de 42% do manancial abastece a populacdo da capital, Goiania. Em muitos
pontos do percurso, a agua se mostra impropria para consumo e a degradacao do rio, ja pode
ser observada em vérios trechos, o que compromete o abastecimento de &gua potével a
populacdo dessa regido (www.meiaponte.org/bacia.htm). A bacia hidrografica do rio Meia
Ponte ocupa uma area de11480 km? que se distribui pelo centro-sul do Estado de Goias, entre
as coordenadas 48° 46” 48” e 49° 44’ 51” de longitude oeste e 16° 06° 38” a 18°32’ 53” de
latitude sul. Esta bacia, que abrange 35 municipios, tem como rio principal o Meia Ponte, cuja
extensdo é de 546,372 km, sendo afluente do rio Paranaiba e pertencente a bacia hidrografica
do rio Parand, estando sua bacia incluida na regido das cabeceiras ou “Espinha Dorsal” (IPH,
1998).Existem 248 industrias instaladas ao longo da bacia, o langamento de residuos solidos é
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da ordem de 10 toneladas/dia e o lancamento de esgoto doméstico 183 mil m®.dia™, no trecho
do rio percorrido em Goiania, 0 comprometimento das aguas € devido principalmente aos
frigorificos, laticinios, esgotos domeésticos e lixo hospitalar. Devido a alta taxa de
concentragdo populacional e das atividades econdmicas, a regido apresenta inumeros
problemas ambientais, como a ocupacao desordenada do solo, que acarreta processos erosivos
e assoreamento dos cursos d’agua, e os depdsitos de lixo que contaminam as aguas

superficiais e do lencol freatico (IPH, 1998).
2.1- Efluente da IndUstria Farmacéutica

Substancias farmacéuticas ja foram detectadas em efluentes liquidos hospitalares,
domiciliares, aguas superficiais e em aguas de abastecimento. Muitos paises ja pesquisaram a
presenca de tais contaminantes : Brasil (STUMPF et al., 1999 e UMBUZEIRO,2001), Canada
(TERNES et al., 1999a), Inglaterra (ASHTON et al., 2004), Franga (ANDREOZZI et al.,
2003), Alemanha (HEBERER, 2002; TERNES, 1998; TERNES et al., 2001), Grécia
(KOUTSOUBA et al., 2003), Italia (CALAMARI et al., 2003), Espanha (FARRE et al.,
2001), Suica (SOULET et al.,, 2002; GOLET et al., 2002; BUSER et al., 1998), Suécia
(ANDREOZZI et al., 2003) e Estados Unidos (KOLPIN et al., 2002) .

Embora compostos farmacéuticos sejam farmacologicamente e clinicamente
testados, dados sobre a ecotoxicidade destes compostos ativos sé&o geralmente limitados.
Valores de toxicidade aguda sdo nas faixas de mg.L* (HALLING-SORENSEN et al., 1998;
WEBB, 2001), embora, niveis mais baixos foram detectados em &aguas superficiais, o que
podera ser possivel avaliar apenas a toxicidade crénica (WEBB,2001).

As 4guas residuarias, principalmente as industriais que contém compostos
organicos e metais pesados, quando langadas no meio ambiente, sem tratamento adequado,
provocam profundos danos tanto a vida aquatica como ao homem. O impacto da descarga
dessas substéncias no corpo receptor, com rios e lagos, tem sido muito forte. Uma
consequéncia imediata e bastante visivel é a ocorréncia de peixes mortos cada vez mais
freqlentes nas aguas de superficie. Além disso, efeitos subseqiientes como bioacumulagéo ou
penetracdo na cadeia alimentar dos sistemas aquaticos também sdo detectaveis, causando
disfuncdo do sistema enddcrino reprodutor dos seres que vivem nesse meio, o que influencia a
propagacdo das espécies (BERTOLETTI, 1989).

Suspeita-se que muitos destes compostos tOxicos sejam potentes agentes
carcinogénicos (BERTOLETTI, 1990). Além disso, como as aguas residuarias normalmente
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contém na sua composi¢cdo mais de um composto organico, deve-se levar em consideracéo o
efeito sinergistico desses compostos (BERVOETS et al.,, 1996; VANEGAS et al., 1997).
Outro aspecto relevante relativo a toxicidade do meio aquético é a concentracdo de matéria
orgénica encontrada nos efluentes que interagindo com metais ou compostos organicos ,
podem influenciar na toxicidade desses agentes (KOPPINKE; POERSCHRMANN;
STOTTMEISTER, 1995).

Antibidticos tem efeitos diferentes que 0s outros xenobioticos, pois seu alvo
especifico sdo as bactérias. O aumento do uso de antibi6ticos nas Gltimas cinco décadas
causou uma selecdo genética de bactérias mais resistentes (JORGENSEN; HALLING-
SORENSEN, 2000). Considerando que o desenvolvimento da resisténcia a antibioticos é
favorecida pela poluicdo das concentracbes deles na agua e sedimento (KUMMERER ;
HENNINGER, 2003).

Nos ultimos anos, ha um crescente interesse no efeito de genotoxicidade
provenientes do langamento de compostos genotoxicos ao meio ambiente. A genotoxicidade é
medida pela capacidade de substancias danificarem o DNA e cromossomos das células.
Muitas substancias farmacéuticas sdo genotoxicas, bem como citostaticas (SORSA et al.,
1985). Tais substancias sdo muito toxicas a humanos (mutagénico, carcinogénico e
teratogénico), sendo este grupo de importante estudo para o efeito ambiental (DAUGHTON;
TERNES, 1999). A toxicidade pode mascarar a genotoxicidade, principalmente se a amostra
for um agente mutagénico fraco, fazendo-se necessario o uso de teste de toxicidade e de
genotoxicidade, a fim de se ter uma melhor avaliagdo dos resultados (KARGALIOGLU et al.,
2002). Muitos estudos retrataram mutagenicidade de aguas residuarias (FILIPIC; TOMAN,
1996; JOLIBOIS; GUERBERT; VASSAL, 2003; JOLIBOIS; GUERBET, 2005) em aguas
superficiais (UMBUZEIRO et al., 2001; KUTLU et al., 2004) e &guas de abastecimento
(PARK et al., 2000). A auséncia de atividade mutagéncia em efluentes ja foi relatada em
muitos estudos (SHISHIDA et al., 2000; MONARCA et al., 2000) e outros autores relataram
a reducdo parcial de compostos mutagénicos por tratamentos bioldgicos (ONO et al., 1996;
HU et al., 2003).

As indastrias farmacéuticas do Estado de Goids apresentam uma producéo
diversificada, podendo-se citar antibidticos, antiflngicos, antigripais, broncodilatadores,
antivirais, vitaminas, produtos dermatoldgicos, hormonios, dentre outros. Sabe-se que a
industria farmacéutica é uma das que contribui ao processo de contaminagdo ambiental de
seus residuos gerados, principalmente durante 0s processos de sintese de farmacos que
utilizam uma gama de compostos halogenados, tanto como reagente, solvente ou
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intermediario (NEW et al., 2000). O emprego destes solventes organicos é responsavel pela
presencga de compostos toxicos no residuo, inclusive fenais.

Os fendis compBem uma familia de compostos organicos aromaticos
caracterizados por um grupo hidroxila ligado a um atomo de carbono do anel aromatico, de
origem bioldgica ou sintética. Estas moléculas sdo antropogénicas e xenobioticas. Podem
ocorrer como liquidos incolores ou sélidos brancos & temperatura ambiente, muitos
apresentam odor forte e caracteristico e sdo altamente tdxicos e causticos. Estes compostos
sdo poluentes ambientais provenientes de efluentes de industrias diversas, inclusive da
industria farmacéutica (KUMARAN; PARUCHURI, 1997).

Embora o uso de fenol como um agente anti-séptico no tratamento de ferimentos e
em cirurgias foi de um inquestiondvel valor no estabelecimento da importéncia de técnicas
assépticas na medicina e tenha ajudado a salvar a vida de muitos pacientes, a toxicidade deste
composto ja era evidente, quando do seu uso popular e contemporaneo como um agente
suicida, quando administrado oralmente (POWLOWSKI; SHINGLER, 1994). Enquanto 0 uso
do fenol como um anti-séptico tenha acabado por volta de um século, sua aplicagdo como um
desinfetante geral continuou, a medida que novos usos para o fenol e seus derivados surgiram.
Fenol e seus derivados clorinados, 2-clorofenol (2-CP), 2,4-diclorofenol (2,4-DCP), 2,4,6-
triclorofenol (2,4,6-TCP) e pentaclorofenol (PCP), sdo contaminantes fendlicos comuns.

Grandes quantidades de diferentes corantes quimicos sdo usadas em varias
aplicaces industriais, sendo que uma significante proporgdo destes aparece na forma de
residuos. Neste contexto, os diversos corantes utilizados em varios segmentos industriais
aparecem como um grande problema ambiental. Muitas dessas substancias possuem
propriedades mutagénicas e/ou carcinogénicas. Adicionalmente, o descarte de corantes em
rios e lagos prejudica a absor¢do de energia luminosa, alterando 0s ecossistemas aquéaticos
(FERREIRA et al., 1999), afetam também o efluente quanto a estética e a solubilidade do gas
na agua (FU ; VIRARAGHAVAN, 2001).

Os corantes azo s@o o tipo de corante artificial mais comumente usado na
industria téxtil, farmacéutica, de papel, de alimentos, de cosméticos e outras inddstrias
(KNAPP; NEWBY, 1995) e eles sdo responsaveis pela alta coloragdo presente nas aguas
residuarias.

Outra questdo também bastante preocupante sdo os residuos gerados na producdo
de antibidticos porque o ndo tratamento ou um tratamento ineficiente destes residuos pode
levar a uma grande alteracdo da microbiota do leito receptor do efluente, acarretando

inclusive o desenvolvimento de microrganismos resistentes (KUMMERER, 2004). Os
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antibiéticos encontram-se distribuidos em varias classes, sendo o grupo dos compostos b-
lactdmicos o de maior destaque, considerando-se a diversidade de compostos e principalmente
0 grande uso dos mesmos pela populagdo, implicando obviamente numa grande producdo
industrial e conseqlientemente uma grande descarga de residuos b-lactdmicos nos efluentes
industriais.

Certamente além das substancias mencionadas, outros compostos organicos,
biodegradaveis ou ndo, sdo descartados nos efluentes destas inddstrias. O resultado desta
complexa geracdo de residuos é um efluente apresentando grande variacdo quanto aos
parametros fisico-quimicos, biol6gicos e quimicos como Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Sélidos Totais (ST) e pH. Nos processos de
sintese quimica e de fermentacdo estes pardmetros encontram-se elevados e com uma
variacdo de pH de 4 a 11 e de 4 a 8 respectivamente. Para a extracdo de produtos naturais, 0S
valores de DBO, DQO e ST apresentam-se em niveis baixos e o pH varia de 6 a 8 (USEPA,
1983). Saravane e colaboradores (2001) apresentaram o efluente desta indUstria como
contendo varias formas de drogas degradadas, que contribui para a uma alta demanda quimica
de oxigénio (DQO), de solidos volateis e de solvente organico.

2.2 - Tratamentos do Efluente Liquido da Industria Farmacéutica

Existem diferentes tipos de tratamento de efluentes, sendo necessaria a
caracterizacdo do efluente final a ser tratado para melhor escolha do tratamento a ser adotado.
Uma crescente preocupagdo com as questdes ambientais vem estimulando o estudo de
alternativas para o tratamento de efluentes industriais. Na industria farmacéutica, uma larga
variedade de compostos estruturalmente diferente sdo usados dentro de um curto periodo de
tempo e por isso seu efluente é extremamente variavel em composigdo. Esta inespecificidade
certamente acarreta dificuldades na definicdo do melhor sistema de tratamento a ser realizado,
mas é sabido que para sistemas bioldgicos de tratamento, a inespecificidade como requerido
para o tratamento do efluente farmacéutico, pode ser obtida usando-se ou as lignina
peroxidases de fungos lignoliticos ou processos inespecificos de reducdo catalisadas por
varias bactérias sob condi¢fes anaerdbias (STOLZ , 2001). Rosén e colaboradores (1998)
estudaram em escala laboratorial e piloto um tratamento bidlogico (lodo ativado) para o
efluente de uma industria farmacéutica e demonstraram que a combinacdo de fungos e
bactérias no tratamento removeu maior toxicidade do efluente do que o tratamento

convencional com bactérias.
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Para o tratamento do efluente da industria farmacéutica tem-se relato do emprego
de processos fisico-quimicos (YIANG BIAN et al., 1998) e de processos bioldgicos aerdbios
e/ou anaerébios (EL-GOHARY et al., 1995; NEW et al., 2000; SARAVANE et al., 2001;
MOHAN et al., 2001; NANDY ; KAUL, 2001).

Atualmente hd uma forte tendéncia em incrementar o tratamento biolégico de
efluentes industriais de uma maneira geral, visto que este processo acarreta menores
conseqliéncias ao meio ambiente se comparado aos tratamentos fisico/quimicos. Ha na
literatura indmeros estudos e avangos sobre o biotratamento de residuos gerados em
atividades produtivas diversas como a industria téxtil, a de papéis, a de soda, a de alimentos e
a indastria quimica em geral. A maioria dos estudos relacionam-se a residuos de corantes (
KAPDAN et al., 2000; FU ; VIRARAGHAVAN, 2001; STOLZ, 2001; NOVOTNY et al.,
2001; ROBINSON et al., 2001). De forma mais pontuada, pode-se citar também pesquisas
sobre o tratamento de produtos quimicos distintos tais como anilina (O’NEILL et al., 2000),
compostos fendlicos, compostos aromaticos policiclicos (ROCKNE ; STRAND, 2001).

Estudos preliminares, realizados recentemente pelo grupo de pesquisa do
Laboratdrio de Enzimologia da Faculdade de Farmécia da UFG, do lodo coletado na estacdo
de tratamento de uma industria farmacéutica em Anapolis, demonstraram a ocorréncia de
diferentes fungos de coloracdo micelial branca. Esse fato, somado ao grande numero de
estudos e resultados positivos obtidos com o emprego de fungos de decomposi¢do branca no
tratamento de produtos quimicos diversos, levaram a definicdo da escolha deste tipo de
microrganismo a ser testado frente a um efluente farmacéutico, além da utilizacdo de

bactérias.

2.3-Processos Biologicos para Tratamento de Efluentes

Embora biorremediacdo seja um termo relativamente novo, ele descreve um
processo que tem existido desde o inicio da vida. Uma grande variedade de compostos
organicos recalcitrantes e toxicos ocorrem naturalmente, existem na natureza e ela tem
desenvolvido caminhos para mineraliza-los. A biorremediagdo utiliza as fung¢bes naturais dos
microrganismos de transformacdo, mineralizacdo ou complexacdo de compostos,
direcionando-as para o controle de poluentes ambientais organicos ou inorganicos.

Segundo Kunz et al. (2002), a possibilidade de usar microrganismos versateis
capazes de degradar de maneira eficiente contaminantes é de grande importancia
principalmente devido ao baixo custo operacional. Outra grande vantagem € a possibilidade
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de uso em grandes volumes, com a total mineralizacdo dos compostos organicos em CO- e
H,0 (ou CH4 e COy) (FREIRE et al., 2000).

O processo aer6bio, caracteristico dos fungos que produzem enzimas
extracelulares, vem sendo bastante estudado, principalmente na degradacdo e transformacao
de compostos organoclorados em compostos menos toxicos (FREIRE et al.,, 2000). A
degradacéo por fungos pode ser classificada por fungos de decomposicéo branca que possuem
a capacidade de degradar simultaneamente os componentes da parede celular da madeira,
lignina, hemicelulose e celulose, enquanto os fungos de decomposi¢cdo marrom apresentam a
capacidade de despolimerizar os polissacarideos da parede celular da madeira, hemicelulose e
celulose. As enzimas envolvidas nestes processos de degradagdo correspondem a espécies de
grande atividade quimica, que podem, portanto, ser utilizadas na degradacdo de compostos
quimicos de estrutura diversa (ALEXOPOULUS, 1996). O Quadro 1 relaciona os tipos de
fungos e dois tipos de substrato para a acdo enzimatica.

Em esséncia, a biorremediagdo fundamenta-se na utilizagdo dos compostos
toxicos de interesse como substrato para o crescimento e a manutengdo de Microrganismos.
Dependendo da natureza do aceptor de elétrons, os processos biolégicos podem ser divididos
em aerobios ou anaerdbios. Nos aerdbios, que levam a formacéo de CO; e H,0, o aceptor de
elétrons é oxigénio molecular. Nos anaerobios, que degradam a CO, e CH,, 0 oxigénio
molecular estd ausente, sendo que algumas formas de carbono, enxofre e nitrogénio
participam como aceptores de elétrons (ex. NOs, SO4?, CO.) (FREIRE et al., 2000).

Quadro 1 - Tipos de rea¢des de degradacao de madeira por fungos e espécies enzimaticas envolvidas
(ALEXOPOULUS et al., 1996).

TIPO DE FUNGO CELULOSE LIGNINA
HIDROLITICAS
(endo e exoglucanases)
Decomposicéo OXIDATIVAS FENO.L .OXIDASES
. Lacase, lignina peroxidase,
Branca (celobiose)

OXIDOREDUTASES manganés peroxidase

(celobiose-quinona redutase)

DESPOLIMERIZACAO
OXIDATIVA (radicais livres de
Decomposicéo oxigénio, metaloproteinas)
Marrom HIDROLITICAS
(endoglucanases, complexos
polipeptidicos).
O Processo aerObio mais utilizado estd representado pelos sistemas de lodos

DESMETILACAO

ativados. Este processo consiste na agitacdo dos efluentes na presenga de microorganismos e

ar, durante o tempo necessario para metabolizar e flocular uma grande parte da matéria
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organica (KUNZ, 2002) Infelizmente, o processo apresenta 0 grande inconveniente de ser
bastante susceptivel & composicdo do efluente (cargas de choque), além de produzir um
grande volume de lodo (KUNZ, 2002). Um dos graves problemas associados ao tratamento
aerobio de efluentes, corresponde a perdas de substratos tdxicos por volatilizacdo (FREIRE,
2000).

O uso de fungos capazes de degradar compostos organicos parece ser um método
bastante promissor para o tratamento deste efluente, em particular, os fungos de
decomposicdo branca que possuem um sistema enzimético extracelular capaz de tolerar altas
concentragdes de poluentes toxicos (BARR; AUST, 1994). Entretanto, em organismos
eucariotos, 0s xenobioticos podem promover a alteracdo de sistemas enzimaticos responsaveis
por processos vitais, como cita Jonsson (2005):

Aumento da atividade enzimatica no meio extracelular por extravasamento da proteina
para este meio, com consequente diminui¢do desta atividade no meio intracelular;
Aumento da atividade enzimatica no meio extracelular ou intracelular por ativagdo
enzimatica, através da interagdo direta do agente quimico com a enzima;

Aumento da atividade enzimatica intracelular por indugdo na sintese da proteina;
Diminui¢do da atividade no meio extracelular ou intracelular por inibi¢do, através da
interacdo direta do agente quimico com a proteina.

Os principais fungos de decomposicdo branca que tem sido utilizados como
agentes biotransformadores sdo Trametes versicolor, Lentinus edodes, Trametes villosa ,
Phanerochaete chrysosporium (KAPDAN et al.,, 2000; FU ; VIRARAGHAVAN, 2001,
STOLZ, 2001; NOVOTNY et al., 2001; ROBINSON et al., 2001 ). Enzimas como lignina
peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase sdo produzidas por estes fungos.

O Phanerochaete chrysosporium é um fungo de decomposicdo branca muito
utilizado em estudos de remediacdo de efluentes, em funcdo da sua capacidade para produzir
uma grande diversidade de enzimas. Esse microrganismo tem sido utilizado com sucesso na
degradacdo de muitas substancias recalcitrantes, dificilmente degradadas em condicGes
naturais, como 0s compostos organoclorados, principalmente devido a producdo de
significativas quantidades de lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP)
(KHINDARIA; GROVER; AUST, 1998). Essas enzimas extracelulares apresentam um
elevado poder oxidante, o que faz com que possam ser utilizadas ndo somente para tratamento
de efluentes que contenham o seu substrato habitual, mas também numa grande variedade de

espécies quimicas similares a estrutura basica da lignina (TUOR, 1995).
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O Trametes villosa € um fungo conhecido na degradacdo da lignina do efluente
Kraft da industria papeleira por meio da lacase e tal degradacdo ndo se verifica na lignina
presente na madeira in natura quando se usou o fungo na madeira natural. Isso se deve ao
tamanho da molécula da enzima, ndo ser capaz de penetrar na macro-molécula da lignina
(poros da madeira) e atacar os grupos fenolicos (LUND et al.,2003).

O Trametes versicolor apresentou uma boa oxidacdo da lignina, mas também de
outros ndo fendlicos, com a inclusio do mediador ABTS ou 2,29-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonate). Detectou-se que no efluente Kraft, os dois tipos de enzimas
lacase produzidas pelo fungo inibiu ou reduziu a producédo de radicais fenoxi provenientes da
lignina e a adicdo do ABTS (Figura 1) preveniu a polimerizac¢do da lignina (BOURBONNAIS
et al.,1995). Este fungo também j& foi estudado, inoculando-o ao lodo ativado, para
tratamento de efluente de industria de 6leo de oliva (DHOUIB, 2006). O uso deste fungo para
aumentar a eficiéncia da deslignificagdo do efluente da industria papeleira, devido a alta
producéo de lacase que este fungo apresenta, bem como a producéo de xilanases (BAJPAI et
al., 2006). Foi usada a lacase do T. versicolor para a degradacdo de triclosan (agente
bactericida de importante uso) foi estudado, usando-se o polietileno glicol e ABTS, o que
aumentou a eficiéncia do método enzimatico (KIM; NICELL, 2006). O tratamento de
benzeno e tolueno sendo que o benzeno foi totalmente removido durante 52 h de incubacéo e
0 tolueno foi totalmente removido em 36 h (DEMIR, 2004),

HO5S & 5 S0H
oL E=LIO]
él-&CH; él-th;,

Figura 1 — Férmula estrutural do ABTS (BOURBONNAIS et al., 1995).

O Lentinus edodes apresentou grande capacidade de adsor¢do e aumentou a
producdo de lacase em solucdes contendo alguns metais, principalmente zinco e cobre. Em
contrapartida, a producdo de manganés peroxidase foi inibida em presenca de ions cadmio
(HATVANI; MECS, 2003). A descoloragio do corante antraquinona (remazol brilhante
laranja) foi estudada por Barbosa e Santiago (2005), o que mostrou que esse fungo teve maior
eficiéncia em descolorir tal corante, dentre os outros seis fungos estudados, em doze dias de
crescimento em meio solido. Um efluente da industria papeleira foi tratado por cinco fungos,
inclusive o L. edodes, sendo que se verificou a diminuicdo da lignina (71%) e reducdo da
matéria organica 48 %, feita por meio de DQO (WU; XIAO; YU, 2005). A biorremediacdo
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usando esse fungo foi responséavel pela reducdo de pentaclorofenol em solo, de acordo com
Pletsch ; de Araujo e Charlwood (1999).

O Schizophyllum commune ja foi testado para tratar efluente da industria papeleira
(BELSARE; PRASAD, 1988), tendo como principal objetivo o descoloragdo do mesmo.
Também ja foi estudado seu uso para a redugdo de carbono orgénico dissolvido em efluente
téxtil (LEE, KASSIM, LEE, 2004). A descoloracdo dos corantes azo acid orange 7, acid red
18 e do corante reativo black 5 também foi estudado por Renganathan et al. (2006),
descoloragéo.

O fungo Ganoderma applanatum ja foi utilizado para tratar efluente da industria
papeleira (lignina celulose) (LANG; ELLER; ZAGRAZIL, 1997) e no tratamento de corante
reativo, conforme estudos de Vaithiyanathan e colaboradores (2005).

Pycnoporus sanguineus foi usado na descoloracdo de corantes tipo trifenilmetano,
conforme estudos de Pointing e Vrijmoed (2000) e para a degradacdo do corante indigo, em
efluente da inddstria téxtil (BALAN; MONTEIRO, 2001). Estudos comparativos mostraram
que as lacases produzidas por este fungo possuem menor eficiéncia na degradacdo da lignina
do efluente Kraft, mesmo quando usado em conjunto com o ABTS, mostrando que a
eficiéncia da lacase esté relacionada a localizacdo estrutural do sitio de ativagdo do substrato,
controlando ndo s6 o potencial redox, mas também a especificidade da enzima
(BOURBONNAIS et al., 1997).

O Processo enzimatico vem sendo bastante estudado, cabendo as enzimas
ligninoliticas (lignina peroxidase e manganés peroxidase) um papel de destaque, em fungéo da
sua capacidade para degradar um grande numero de substancias toxicas e persistentes
(FREIRE et al., 2000). A lacase (produzida por fungos) também vem ganhando importancia,
pois ela é uma fenoloxidase, capaz de desmetilar compostos organicos que é um inicial e
importante passo em processos de biodegradacdo de cadeias poliméricas, com subseqiiente
decomposicdo de macromoléculas de lignina pelo rompimento de anéis aromaticos e ligaces
Ca - Cp em estruturas fendlicas. Em processos de oxidacdo de muitos compostos
(principalmente de compostos fendlicos) a lacase apresenta uma grande especificidade para
um grande nimero de compostos xenobioticos e efluentes industriais (DURAN; ESPOSITO,
2000).

A LiP ¢ produzida por grande parte dos fungos basidiomicetos de decomposicéo
branca, tais como Phanerochaete chrysosporium, Geotrichum candidum, Phlebia tramellosa,

Trametes versicolor, Trametes villosa, Lentinus edodes, Penicillium sp, Pleurotus ostreatus,
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Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus oryzae, lrpex Lactex e Bjerkandera adusta
(SANTIAGO, 1999; STOLZ, 2001; NOVOTNY et al., 2001). Duran e colaboradores (1997) e
FERRER e colaboradores (1992) também detectaram e purificaram a LiP a partir de culturas
do ascomiceto Crhysonilia sitophila.

As MnP sdo produzidas por uma série de fungos de decomposicdo branca com
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Phlebia radiata, Pleurotus ostreatus,
Lentinus edodes, Panus tigrinus, Trametes villosa, Bjerkandera adusta, Irpex lacteus entre
outros (SANTIAGO, 1999; STOLZ, 2001, NOVOTNY et al., 2001). Nas culturas de Lentinus
edodes, fungo atualmente selecionado para o tratamento de efluentes, a principal peroxidase
extracelular detectada foi MnP (FORRESTER et al., 1990).

O complexo lignina peroxidase produzido por Phanerochaete chrysosporium e
Trametes versicolor, em funcdo de algumas de suas caracteristicas, principalmente
relacionadas a baixa especificidade e conseqlientemente largo espectro de acdo catalitica, vem
sendo focado como um complexo enzimético de elevado potencial de emprego tecnoldgico na
area de tratamento de residuos industriais. Nas culturas lignoliticas, dois tipos de enzimas
extracelulares sdo detectadas - lignina peroxidase e manganés peroxidase (TIEN; KIRK,
1984; ANDERSON et al.,, 1985). Estes fungos sdo naturalmente fortes degradadores, e
mineralizam parcialmente ou completamente uma larga variedade de poluentes organicos
recalcitrantes, tais como clorofendis, nitrotoluenos e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(BARR; AUST, 1994).

Xenobio6ticos que sdo degradados pelo Phanerochaete chrysosporium também
incluem varias substancias coloridas presentes em efluentes industriais tais como corantes
azo, heterociclicos, poliméricos e trifenilmetanos, que tém se mostrado susceptiveis as
modificacOes, acompanhadas de descoloracédo, catalisadas pelas lignina peroxidases (KLING,
1997; KAPDAN et al., 2000 e NOVOTNY et al., 2001).

As lacases, outro grupo de enzimas extracelulares que apresenta acdo na
biodegradagdo de substancias coradas (KIM; SHODA, 1999; SCHLIEPHAKE et al., 2000,
SCHERER; FISCHER, 2001) e na oxidagdo de fendis e anilinas (BARR; AUST, 1994;
THURSTON, 1994), sdo produzidas pela maioria dos fungos basidiomicetos de
decomposicdo branca, tais como Phanerochaetes chrysosporium, Trametes villosa, Lentinus
edodes, Phlebia radiata, Pycnoporus cinnabarinus, Pleurotus sp., Penicillium crysosporium,
etc. Diversos ascomicetos e alguns deuteromicetos, com Batryospheria sp., Trichoderma sp.,
também produzem lacases (GIANFREDA; XU; BOLLAG ; SHODA, 1999, SCHLIEPHAKE
et al., 2000, STOLZ, 2001).
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Sideréforos, definidos como ligantes especificos de Fe (Ill), chegando a
apresentar constante de estabilidade (K;) = 10°°, sdo amplamente produzidos por espécies
aerobicas e facultativamente por espécies anaerobicas, onde eles desempenham a funcdo de
sequiestrar e transportar Fe (111). S&o quelantes de baixo peso molecular (400-2000 g.mol™),
excretados sob condigdes de deficiencia de ferro. Na variedade de microrganismos
conhecidos que sintetizam sideréforos estdo: bactérias entéricas, bactérias patogénicas de
humanos e bactérias fixadoras de nitrogénio (espécies Gram - positivas e negativas), animais,
fungos que parasitam plantas; fungos, algas verdes e azuis (cianobactérias) e algas superiores;
certas espécies de plantas (fitosider6foros) e alguns tipos de leveduras (NEILANDS, 1995).

Quase todos os quelantes identificados pertencentes & fungédo sideréforos contém
pelo menos um &cido hidroxamico, um catecol e/ou um &cido a-hidroxicarboxilico como
sitios ligantes. Um aspecto comum entre estes sitios, é sua capacidade em formar anéis
quelatos de cinco membros muito estaveis com Fe (111) (BENITE et al., 2002).

Os sideroforos desempenham a funcdo de solubilizar especificamente ferro, em
presenca de outros ions metélicos, e incorpora-lo a0 metabolismo celular. Este processo é
acompanhado por quelacdo seletiva de Fe (Ill). Em termos fisico-quimicos isto pode ser
expresso através da formacdo de maiores constantes de estabilidade, no complexo com Fe
(111) do que com Al (111), Cu (I1), Ca (1I), Zn (11) e outros ions metélicos presentes no meio
ambiente. A biodisponibilidade de ferro microbiano é, em grande parte, determinada pela
quimica de coordenacdo associada ao sideréforo(BENITE et al., 2002).

Santiago (1999) demonstrou que ndo apenas as enzimas tém importante papel na
degradacdo de poluentes, mas sider6foros podem mimetizar fenoloxidases, ou mesmo servir
como mediadores no mecanismo de oxidacdo dos poluentes. Tal estudo demonstrou que ndo
somente processos enzimaticos sdo responsaveis por pela biotransformagdo, mas processos

ndo enziméaticos podem contribuir fortemente para a biorremediacéo.

2.4 — Enzimas Lignoliticas

O Quadro 2 relaciona as principais caracteristicas fisico-quimicas das enzimas
manganés peroxidase, lignina peroxidase e lacase. H& duas maneiras j& estudadas de
utilizacdo de enzimas ligninoliticas para a degradacdo de compostos recalcitrantes: a
transformacdo direta de poluentes por culturas ativas de basidiomicetos ligninoliticos e o uso
de enzimas extraidas do meio de cultura especifico. Entretanto, a escolha da melhor estratégia
ira depender dos objetivos e das condi¢cBes ambientais empregadas durante o processo de
tratamento biorremediativo (TRUPKIN et al., 2003).
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Quadro 2 - Caracteristicas das enzimas ligninoliticas (WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003).

EC MnP (1.11.1.13) LiP (1.11.1.14) Lacase (1.10.3.2)
Mn (I1): H,0; diarilpropano Oy, p-benzenodiol O,
oxidoredutases Oxidoredutases H,0;
oxidoredutases
Grupo prostético Heme Heme 1Cobre tipo I, 1
Tipolle?2
cobres
pareados tipo 11
MM (kDa) 32-62,5 (122) 38-47 59-110
(tetrdmeros 390)
Glicosilagéo N- N- N-
Isoformas monOMeros; monOMeros; tetrameros,varios
mono-, di-, acima de 11 acima de 15
pl 2,8-7,2 3,2-4,7 2,6-4,5
Faixa de pH 2,6-4,5 2,0-5,0 2,0-8,5
E, (mV) 1510 1450 500-800
Requer H,0O; sim sim nao
Estabilidade +++ + +++
Mediadores naturais Mn**, Mn®" AV, 2CI-1,ADMB 3-HAA
Especificidade Mn** ampla, aromaticos, ampla,
fendlicos incluindo nédo
fendlicos
Mediadores acidos graxos ABTS, HBT e
Sintéticos insaturados e Tidis nao seringaldazina

secundarios

+ - pouco estavel
+++ - muito estavel

H& duas maneiras ja estudadas de utilizacdo de enzimas ligninoliticas para a
degradacdo de compostos recalcitrantes: a transformacgéo direta de poluentes por culturas
ativas de basidiomicetos ligninoliticos e o uso de enzimas extraidas do meio de cultura
especifico. Entretanto, a escolha da melhor estratégia ira depender dos objetivos e das
condicbes ambientais empregadas durante o0 processo de tratamento biorremediativo
(TRUPKIN et al., 2003).

Entretanto, grande variedade de parédmetros de cultivo afeta a producdo e a
atividade das enzimas ligninoliticas por fungos basidiomicetos como: a disponibilidade de
oxigénio, fonte e concentracdo de carbono e nitrogénio, microelementos, pH e temperatura
(VAN DER MERWE, 2002). Tal caracteristica mostra que meios de culturas tem grande
influéncia no processo de biorremediacdo e o uso de inibidores também podem vir a ser um

ponto importante no processo de tratamento de poluentes (ALVES, 2006).
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2.4.1-Lacase

Lacases sdo proteinas globulares contendo entre 10-25% de carboidrato N-ligado
e elas podem ter estruturas monoméricas, diméricas ou multiméricas, produzidas
principalmente por basidiomicetos de degradacdo branca, mas sdo também detectadas em
fungos de degradacéo parda e em fungos de degradacio mole (DURAN; ESPOSITO, 1997).
As massas molares estdo na regido de 60-100 kDa. As lacases catalisam oxidacdo por
extragdo de um elétron de um substrato fendlico gerando um radical fenoxila. (HIGUCHI,
1990).

Por causa da capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos
aromaticos, lacases fangicas vem ganhando atencdo para 0 uso em Varias aplicacbes
industriais como deslignificagcdo, producdo de etanol, modificacdo de fibras da madeira,
clareamento de corantes, sintese de produtos quimico-medicinais e remediacdo de solos e
aguas contaminadas. Pesquisas recentes tém sido intensas e muito tem sido elucidado sobre a
diversidade de lacases e suas utilidades (SCHNEIDER et al., 1999, DURAN et al., 2002,
MAYER; STAPLES, 2002).

Lacases sdo membros da familia de proteinas multi-cobres, que incluem ascorbato
oxidase, ceruloplasmina e bilirrubina oxidases. A expressdo de genes que codificam a sintese
dessa enzima indica que ela pode ser constitutiva ou indutiva. Portanto, em diferentes fungos,
a producdo da lacase pode ser incrementada sob condi¢cbes de cultura apropriadas
(KLONOWSKA et al. 2002; MAYER; STAPLES, 2002; CLAUS, 2004). Geralmente, a
enzima origina-se no citoplasma, mas muitos exemplos de secre¢do tém sido descritos na
literatura, entretanto, pouca atengdo tem sido dada a localizagdo sub-celular desta enzima e ao
mecanismo de secrecdo (MAYER; STAPLES, 2002). A producdo de lacase é afetada por
muitos fatores durante o seu desenvolvimento do fungo, como a composicdo do meio de
cultura (relagdo C/N), pH, temperatura, taxa de aeragdo, etc. (KAHRAMAN; GURDAL,
2002).

Por muitos anos, a visdo convencional foi a de que P. chrysosporium produzia
unicamente LiP e MnP. Entretanto, tem sido determinada baixa atividade de lacase produzida
por P. chrysosporium sob condigdes de cultivo com altas concentragdes de nitrogénio e cobre,
0 uso de celulose ao invés de glicose como fonte de carbono e o crescimento em cultivo semi-
solido. Entretanto, tem sido sugerido que a identificagdo de lacase baseada na oxidacdo do
ABTS pode ser um artefato técnico causado por Mn®* presente nas culturas de P.
chrysosporium (LARRONDO et al., 2003).
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Um modelo do ciclo catalitico de lacases, consistente com os dados disponiveis
sobre a dinamica e O espectroscopia da enzima foi proposto (Figura 2). A maior davida
permanece na parte redutiva do ciclo, onde o mecanismo do agrupamento trinuclear é
reduzido. Comegando do estado nativo da enzima, uma molécula de substrato reduz o sitio
T1. A partir deste ponto, dois mecanismos diferentes podem proceder: (A) o sitio T1 transfere
seus elétrons ao sitio T2 e o sitio T1 é reduzido novamente por uma segunda molécula de
substrato; os sitios T1 e T2 transferem seus elétrons aos sitios T3. O sitio T1 é reduzido por
uma terceira molécula de substrato e um elétron é outra vez transferido ao sitio T2. Este
processo re-oxida o sitio T1, que € entdo reduzido por uma quarta molécula de substrato.
Como resultado, uma forma completamente reduzida da enzima é obtida; (B) o agrupamento
trinuclear é seqliencialmente reduzido durante trés passos de transferéncia de elétrons do sitio
T1, que é sequencialmente reduzido por uma molécula de substrato, finalizando no mesmo

estado reduzido da enzima (TORRES; BUSTOS-JAIMES; BORGNE, 2003).
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Figura 2 - Ciclo catalitico da lacase (TORRES; BUSTOS-JAIMES; BORGNE, 2003).

A lacase, como uma oxidase multicobre (p-difenil: dioxigénio oxidoreductase, EC
1.10.3.2), catalisa uma reducdo de quatro elétrons de dioxigénio a 4gua. Lacase contém quatro
atomos de Cobre os quais tem sido classificados de acordo com seu aspecto no EPR: Tipo 1
ou azul, tipo 2 ou normal e tipo 3 ou sitio de acoplamento de cobre binuclear onde os cobres
estdo antiferromagneticamente acoplados por meio de uma ponte de ligacdo (ndo detectado
por EPR) (SUNDARAN et al. 1997). O espectroscopia combinada com cristalografia e
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dicroismo circular magnético e raios-X tém dado uma descri¢do detalhada do sitio ativo da
lacase (COLE et al. 1990; SUNDARAN et al., 1997).

A producéo de lacases depende das condi¢des da cultura de um microrganismo e
podem ser produzidas em forma constitutiva ou induzida, extra ou intracelularmente, sendo
que as formas induzidas em geral possuem maior atividade (BUSWELL; CAl,
CHANG,1995). A inducdo por adigdo de xilidina ao meio de cultura, fez com que o fungo
Trametes versicolor produzisse 3 isoenzimas que continham 30 aminoécidos que alteravam a
constituicdo da enzima, mas com trocas deles no sequenciamento da enzima
(BOURBONNAIS et al., 1995). Outra consideracdo a ser feita € que a adicdo de mediadores,
como o ABTS, também € responsavel pela taxa igualitaria da atividade enzimatica das duas
principais isoenzimas (BOURBONNAIS et al., 1995). A lacase é responsavel por 55% da
oxidacgdo da lignina presente no efluente da industria papeleira, 0 que faz com que o estudo
dessa enzima tdo importante no processo de biorremediacdo. (BOURBONNAIS et al., 1997)

A especificidade pelos substratos varia, dependendo da origem da lacase; assim,
lacases de diferentes fungos oxidam diferentes substratos, com diferentes velocidades de
reacdo. Através da preferéncia pelo substrato é dificil diferenciar entre as lacases e as
tirosinases (monofenol monooxigenases), pertencentes também ao grupo das fenoloxidases
cUpricas. Entre os substratos doadores de elétrons para lacases encontram-se polifendis, fendis
metdxi-substituidos (mono e di-), diaminas e uma série de outros substratos, porém tirosina,
substrato de tirosinase, ndo é oxidada por estas enzimas (REINHAMMAR, 1984;
THURSTON, 1994).

Dong e colaboradores (2005) demonstraram que o a fonte de nitrogénio organico
€ um importante incrementador da produgdo de lacase, bem como o tipo de incubacéo
(estatico ou agitado) influenciam no gene de expressao dessa enzima.

Shin (2004) detectou lacase produzida por Irpex lacteus, que descoloriu em 93%
efluente da industria téxtil, ap6s oito dias de tratamento, bem como demonstrou que ele
obteve melhores resultados quando se usou meio de cultura sélido. Lépez e colaboradores
(2004) utilizaram reatores com membranas para imobilizar o fungo e enzimas, no tratamento
e descoloragdo de compostos recalcitrantes presentes em efluente téxtil. Abdulla e
colaboradores (2000) trataram corantes tipo antraquinona usando a lacase de Trametes hirsuta
imobilizada em alumina e Notaram que a degradagdo do corante depende do tipo de
substituinte da hidroxila.

Unal e Kolankaya (2001) usaram o Trametes versicolor para a descoloracdo de
efluente da industria, sendo que a producdo de lacase foi induzida pela adigdo de xilidina ao
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efluente. O uso de mediadores, principalmente ABTS, também tem grande valor na
degradacdo da lignina, mas também outros mediadores como a acetovanilona (AV) e aceto
seringona (AS) podem aumentar a capacidade de degradagdo lignolitica (CHO et al., 2004).

Embora o uso de mediadores de lacase aumente a eficiéncia da degradacdo de
contaminantes organicos, a toxicidade e alto valor de mediadores tipo ABTS e HBT sédo um
empecilho para 0o uso em grande escala, sendo que os mediadores naturais, como a
metioninona e a cisteina, sdo mais indicados na melhoria do processo degradativo
(JOHANNES; MAJCHERZYK, 2000).

A producdo de lacase usando a xilidina como indutor foi estudada por Garcia;
Santiago e Ulhoa (2006), que demonstrou que a sintese enzimatica de lacase de P. sanguineus
era correlata a sintese de cinabarina e que a inducdo aumenta em nove vezes, comparado a
culturas sem indutores.

Freire; Duran e Kubota (2002) desenvolveram um sensor amperométrico para
deteccdo de fenol presente em solucdes, baseado na imobilizacdo da lacase, o que pode ser
aplicado no controle da poluicdo deste poluente.

2.4.2 - Lignina Peroxidase

A evolucéo da sintese enzimatica e a secrecdo de proteinas vém sendo observadas
ao longo da evolugéo, ocorrendo em leveduras e outros eucariontes, assim como em fungos
filamentosos. Durante a evolugdo de fungos degradadores de lignina, a LiP pode ter sido
sintetizada com funcéo de diminuir a toxicidade no meio intracelular, promovendo reagdes de
desaminacdo de produtos de &cidos aminoaromaticos, posteriormente 0 mecanismo
extracelular, com a presenga de LiP, possibilitou a degradacdo da lignina (RABINOVICH;
BOLOBOVA; VASILCHENKO, 2004).

LiP foi descoberta em 1984, em culturas de Phanerochaete chrysosporium (TIEN
; KIRK, 1984). Essas enzimas sdo 0s maiores componentes do sistema envolvido na
degradacéo de lignina por este organismo. Desde sua descoberta, LiP tem sido caracterizada
molecular e bioquimicamente (JOHJIMA et al., 1999; SUGIURA; HIRAI ; NISHIDA et al.,
2003).

Durante o processo de degradacdo Lignolitica, a LiP é inicialmente oxidada pelo
H.O, e oxida nucleos aromaticos da molécula de lignina (fendlicos e ndo fendlicos), gerando
radicais aniénicos. Eles reagem reinhamma com nucle6filos (primariamente H,O) e com
oxigénio molecular, gerando uma “combustdo enzimatica“ onde ligacbes C-C e C-O séo

quebradas, despolimerizando a lignina e abrindo 0s anéis aromaticos. Esta enzima é uma
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glicoproteina que contém Fe protoporfirinico IX como grupo prostético e é dependente de
H,0; para sua atividade (KIRK et al., 1978).

A lignina peroxidase é uma enzima extracelular, importante no processo
degradativo da lignina, que se apresenta como 0 mais abundante composto polimérico
aromatico na terra. LiP é uma glicoproteina com massa molecular de 41 kDa, que contém 1
mol de ferro protoporfirina IX por mol de enzima. A LiP catalisa o peroxido de hidrogénio no

processo oxidativo multipasso , como se segue:

LiP (Fé **)P' + H,0, ® LiP-I(Fe*"O)F + H,0 (1)
LiP-1 (Fe *-O)P' + R® LiP-11(Fe*"O)P + RI (2)
LiP -11(Fe**-0)P' + R+ 2H" ® LIP(Fe*)P +R7 +H,0  (3)

No esquema acima, R é o substrato e P o porfirina. O composto LiP-I carregas 0s
oxidante duplo do peréxido, um como o centro oxiferril (Fe**"O) e o outro como o porfirina p
cation radical (P), com a conseqiiente reagdo ndo-enziméatica (EDWARDS et al.,1993).

No ciclo catalitico (Figura 3), o Fe contido no grupo heme da LiP, passa por
estados de Oxi-reducio (MARTINEZ 2002).

o pal=s

CHIDH L]P(]l‘ll]'h'!.) LiP (Composto I} CH OH Aleoal
Veazniico
0CH3 : OCH3
ocu3 M
LiP {':Il-]
CH 'DH CH fJH
f'? (I‘-'}
UCI*i 5
3 2y QCH Radical cat:dnico
OCHy 'Q OCH4 3 aleoe] verazilico

Figura 3 - Ciclo catalitico da lignina peroxidase (MARTINEZ, 2002).

O primeiro passo compreende a oxidagdo do Fe (I1l) da enzima nativa para Fe
(1V), pela acdo do H,0,, gerando o composto I, tipo radical catidnico da LiP. Pela reducéo do
composto I, por transferéncia de um elétron, é formado o composto Il, que ainda contém Fe
(IV). O agente redutor pode ser um substrato como o &lcool veratrilico ou o H;O;.

Finalmente, uma etapa de redugdo por um elétron retorna a enzima a seu estado nativo,
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completando o ciclo catalitico. Na auséncia do substrato redutor o composto Il é oxidado pelo
H,0, para o composto Ill, uma forma da LiP com limitada capacidade catalitica, que com
excesso de H,0, é rapidamente inativada (MARTINEZ 2002).

2.4.3 - A Manganés peroxidase

Inicialmente, a MnP (manganés peroxidase) foi descoberta do fungo
Phanerochaete chrysosporium, mas estudos demonstraram que o0s fungos Dichomitus
squalens, Stereum hirsutum, Lentinus edodes, Rigidoporus lignosus também produzem a MnP
juntamente com a lacase e que ambos mostraram eficiéncia no branqueamento na lignina kraft
(PAICE et al., 1992). Estudos mostraram que a lacases do Trametes versicolor na presenga de
certos fendis, podem reduzir o Mn** a Mn** e o sistema MnP-Mn (l11) pode se um oxidante
mais importante que a lacase , como verificado na oxidacdo de varios metoxibenzenos. O
sinergismo entre a lacase e o MnP apresenta melhores resultados que o uso somente da lacase
e a presenca de quelatos e peroxido de hidrogénio de origem flngica gerados na presenca da
polpa de madeiras, tem também um papel importante na desmetilagdo ligninica, embora a
presencga da H,O, pode ser um fator de inibicdo da atividade enzimética (PAICE et al., 1992).

A sintese de manganés peroxidase (ou peroxidase dependente do manganés) é
possivelmente limitada a certos fungos basidiomicetos, e até entdo ndo se evidenciou em
qualquer bactéria, levedura e nenhum basidiomiceto micorrizico. A capacidade de producéo
de MnP esta distribuida entre grupos de basidiomicetos distintos taxonomicamente. Algumas
espécies colonizadoras de madeira, pertencente as familias Meruliaceae, Coriolaceae e
Polyporaceae, assim como basidiomicetos decompositores de serapilheira, das familias
Strophariaceae (familia de Psilocybe castanella) e Tricholomataceae expressam atividade de
MnP. O peso molecular de MnP varia de 38 a 62,5 kDa, mas a maioria das enzimas
purificadas tém peso molecular proximo a 45 kDa (HOFRICHTER, 2002). Isoenzimas de
MnP sdo frequentemente produzidas e até 11 isoformas diferentes foram descritas para
Ceriporiopsis subvermispora. Essas isoformas diferiram principalmente nos pontos
isoelétricos (pl), que estiveram na faixa acida (pH 3-4), embora isoformas na faixa neutra e
menos acida foram encontradas em determinados fungos (LOBOS et al., 1994).

A MnP é uma glicoproteina com Fe protoporfirinico IX como grupo prostético,
dependente de H,O, para sua atividade. A oxidagdo de lignina e outros compostos
xenobidticos por MnP é dependente da disponibilidade de ions de manganés (BROWN et al.
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1991). Seu ciclo catalitico é semelhante ao de LiP; no entanto, 0 Mn2+ atua como doador de
elétrons para gerar o composto Il (HOFRICHTER, 2002).
A enzima manganés peroxidase é a Unica heme peroxidase capaz de catalisar a

reacdo de um elétron do Mn?* a Mn**, como mostra a reagao:

MnP + H,O, ® Mn P Composto | + H,O (@8]
Mn P Composto | + Mn** ® Mn P Composto Il + Mn**  (2)
Mn P Composto Il + Mn?* ® MnP + Mn** + H,0 (3)

A enzima gerada pelo Mn®" é complexada como o &cido etandico com o oxalato,
que também é secretado por fungos. O complexo organico com o Mn** complexado com o
acido oxida o substrato fendlico, incluindo os composto ligninicos e 0s mediadores
(SUNDARAMOORTHY et al., 1997).

O ciclo catalitico da MnP ¢ iniciado pela ligagdo de H,O, ou um outro peroxido
orgénico ao ferro nativo da enzima, formando um complexo ferro-perdxido (Figura 4). A
quebra subsequente da ligacdo O-O do perdxido requer a transferéncia de 2 elétrons do grupo
heme da enzima, que resulta na formacéo de um radical complexo Fe**-oxo-porfirina (MnP-
I). Com a quebra da ligacdo dos oxigénios, uma molécula de &gua é liberada. Uma reducdo
seguinte acontece formando o complexo MnP-II (Fe**-oxo-porfirina ndo radicalar). Um fon
Mn** age como doador de 1 elétron para esse complexo intermediario e é oxidado & Mn**. A
reducdo da MnP-11 acontece de maneira similar e outro Mn** é formado de um Mn**, levando
assim a geracdo da forma original da enzima, liberando uma segunda molécula de agua. Ao
passo que o MnP-1 se comporta como LiP e como a peroxidase de raiz forte (horsehadish) e
pode, junto do fon Mn?*, ser reduzido por outros doadores de elétrons, o MnP-11 é pouco
reduzido por outros substratos e requer exclusivamente Mn?* para completar o ciclo catalitico
(HOFRICHTER, 2002). Mn** formado é estabilizado por &cidos organicos, tais como &cido
oxalico e age como um agente oxi-redutor difuso, de baixo peso molecular, que ataca
moléculas orgénicas inespecificamente pela subtracdo de um elétron (GOLD; ALIC, 1993).
Devido a inespecificidade do Mn**, o sistema MnP é eficiente para oxidagdo de Vvarios

poluentes organicos.
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Figura 4 - Ciclo catalitico da manganés peroxidase (HOFRICHTER, 2002).

2.5 — Processo de Fotocatalise heterogénea

A fotocatéalise heterogénea tem sua origem na década de setenta quando pesquisas
em células fotoeletroquimicas comecaram a serem desenvolvidas com o objetivo de producéo
de combustiveis a partir de materiais baratos, visando a transformagdo da energia solar em
quimica. Em 1972, um trabalho de Fujishima e Honda (FUJISHIMA; HONDA, 1972, citado
por KUNZ, 2002) descreveu a oxidagdo da agua em suspensdo de TiO; irradiado em uma
célula fotoeletroquimica, gerando hidrogénio e oxigénio. A partir desta época, muitas
pesquisas foram dedicadas ao entendimento de processos fotocataliticos envolvendo a
oxidacgdo da agua e ions inorganicos.

A fotocatalise heterogénea (que também pertence ao POA-Processos Oxidativo
Avancados) tem mostrado grande eficiéncia no tratamento aguas residuérias, promovendo a
descoloragéo de efluentes e a descontaminagdo ambiental (PERALTA-ZAMORA et al., 1998;
PERALTA-ZAMORA et al., 1999). Apesar dos tratamentos biolégicos convencionais serem
ineficientes para remover a cor de efluente industriais (GARG; MODI, 1999), a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) tem examinado a possibilidade de incluir em
sua regulamentacdo a reducdo da cor para garantir uma melhor qualidade dos efluentes
descartados (KUNZ, 2002).0 processo fotocatalitico heterogéneo é uma tecnologia que ganha
forca com as novas legislacdes. O processo € baseado na irradiacdo (fonte de luz ultravioleta)
de semicondutores inorganicos (mais comumente o TiO, por apresentar baixo custo). A
energia do foton é capaz de provocar a transi¢do eletronica de elétrons da banda de valéncia
para a banda de conducdo do semicondutor, gerando sitios oxidantes e redutores capazes de
catalisar reacdes quimicas, oxidando compostos organicos a CO; e H,0O e reduzindo metais ou

substancias presentes nas moléculas dos poluentes. O uso de luz solar como fonte de radiagdo
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também vem sendo amplamente estudada pelo fato do TiO, apresentar foto-atividade na luz
visivel. Outros fatores favoraveis ao emprego do TiO, sdo a baixa toxicidade e a elevada
estabilidade em uma ampla faixa de pH (NOGUEIRA ; JARDIM, 1998)

Conforme representado na Figura 5, quando um semicondutor € exposto a luz
ultravioleta, este € promovido a um estado eletronicamente excitado que se caracteriza pela
geragdo de um par elétron-lacuna (e-, h+). As caracteristicas oxidantes do radical hidroxila
gerado por reacdo da lacuna (equagdo 1), e o carater fortemente oxidante da prépria lacuna,
fazem com que as moléculas organicas adsorvidas na superficie da particula do catalisador
possam ser oxidadas até completa mineralizacdo, por meio de um processo bastante viavel

(KUNZ, 2002). Veja equagdes elétron-lacuna:

(Ti)superficie-OH + h™ ® (Ti)superficie-OH* (1)
h* + HyOa. ® HO + H* (2)
h* + OHags. ® HO' (3)
TiO (e-gc + hgy) ® TiO, * (4)

A—>A"

CB
(€)

(hv) Bandgap

()
VB

4+

D—>D OH —= OH°

Figura 5-Representacdo esquematica dos principios da fotocatélise heterogénea (A: Espécies aceptora, B:
Espécies doadoras) (KUNZ, 2002).

Embora a elevada eficiéncia da fotocatéalise heterogénea permita uma rapida
mineralizacdo de inumeras espécies quimicas de relevancia ambiental, existem varios
inconvenientes de ordem préatica que tem dificultado bastante a sua consolidacdo como
alternativa de tratamento em grande escala. Dentre as mais importantes limitagdes contam-se:
(1) Necessidade de fontes artificiais de radiagdo, uma vez que grande parte dos
fotocatalisadores apresenta um “band gap” correspondente a regido ultravioleta; (2) -
Dificuldades na penetracdo da radiacdo no meio de reacdo e dificuldades na separacdo dos

fotocatalisadores, uma vez que estes sdo utilizados na forma de finas suspensdes e (3) -
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Dificuldades na implementacdo de sistemas continuos em grande escala, principalmente em
funcdo dos inconvenientes anteriores (KUNZ, 2002).

Uma grande variedade de classes de compostos organicos toxicos é passivel de
degradacdo por fotocatalise heterogénea. Na maior parte, a fotodegradacdo leva a total
mineralizacdo dos poluentes gerando CO,, H,O e ions do heteroatomo presente. Algumas
classes de compostos passiveis de degradacdo por fotocatalise sdo alcanos, cloroaliféticos,
alcoois, &cidos carboxilicos, fendis, clorofendis, herbicidas, surfactantes (neologismo para
agente tensoativo, é qualquer composto que modifica a tensdo superficial, quando dissolvido
em agua ou em solucBes aquosas, e que altera, de maneira analoga, a tensdo superficial de
dois liquidos) e corantes. (NOGUEIRA; JARDIM, 1998).

Experimentos realizados por Assalin et al. (1999), mostraram que 0 pProcesso
fotocatalitico heterogéneo e a fotdlise sdo bastante eficientes na desinfecgdo de aguas, sendo
possivel desinfetarem aguas com altos teores de coliformes fecais (da ordem de 107
NMP/100mL). Devido a capacidade de desinfetar aguas com elevado teor de coliformes
fecais, ambos 0s processos podem ser aplicados na desinfeccdo de &guas residuarias, além de
aguas de abastecimento, desde que observadas as suas caracteristicas de qualidade. A
fotocatélise heterogénea é significativamente mais eficiente que a fotolise para menores
tempos de detencdo no processo de desinfeccdo. A fotocatélise heterogénea é um processo
bastante promissor como nova tecnologia de desinfeccdo de aguas de abastecimento. De
acordo com Morais, Sirtori e Peralta-Zamora (2006) o processo fotocatalitico € viavel como
sistema de pré-tratamento de amostras de chorume, visando aumentar sua biodegradabilidade
aerdbia.

Estudos com fotocatalise heterogénea com o catalisador disperso e a fonte de
radiagdo UV proveniente de iluminagdo artificial, j& foram realizados para tratamento de
chorume, com posterior tratamento biolégico (lodo ativado) em escala laboratorial, o que
permitiu um aumento da biodegradabilidade do mesmo, facilitando o tratamento bioldgico
(MORAIS, SIRTORI, PERALTA-ZAMORA, 2006). Ferreira e Daniel (2004) estudaram o
uso do TiO, para o tratamento de esgoto biotratado, sendo que se utilizou como fonte de
radiacdo UV a luz solar e o catalisador estava imobilizado em placa de vidro. A degradacéo
de efluentes da industria téxtil ja foi estudada utilizando a fotocatalise com empregando TiO,
e Nb,Os sob radiacdo visivel de fonte artificial, 0 que pode garantir um uso industrial dessa
tecnologia (SANTANA, MACHADO, 2002). Alguns estudos sobre inativacdo de
microrganismos mostraram que a fotoinativacdo pode vir a representar um importante método

de desinfeccdo, como estudado por Cordeiro, Leite e Dezotti (2004), em que se utilizou a

AcroPDF - A Quality PDF Writer and PDF Converter to create PDF files. To remove the line, buy a license.


http://www.acropdf.com

46

Escherichia coli e Pseudomonas sp. Como indicadores de eficiéncia de inativacdo bacteriana.
Técnicas de fotocatalise eletroquimicamente assistida para tratamento de efluentes, em que o
catalisador é imobilizado sobre eletrodos e aplica-se um diferencial de tensdo, tentando assim
diminuir o retorno do elétron durante o band gap foi estudado por Tauchert e Peralta-Zamorra
(2005), He et al. (2003) e Jiang et al. (2004).

2.6-Espectrometria de massas
2.6.1-Espectrometria UV-vis

A absor¢do molecular tipo transicdo eletronica acontece quando um feixe de
radiacdo atravessa sélido, liquido ou gés, o que promove os elétrons a estados mais excitados
de energia, quer seja em temperatura ambiente ou em estado fundamental. Para que haja
absorcdo dessa radiacdo, a energia do foton de excitacdo deve ser igual a diferenca de energia
entre o excitado fundamental e o estado excitado, contudo, essa energia € caracteristica de
cada constituinte de uma amostra, sendo possivel expressar a absor¢do dessa radiagdo pelo
comprimento de onda da radiacdo emitida. O espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis envolve a
radiacdo de 180 a 780 nm, em que um elétron é excitado a um estado de maior energia. O
espectro € obtido por meio da passagem de radiacdo através de uma solucéo e o espectro de
absorcdo € dado pela razéo da intensidade da radiacdo e pela referéncia (SKOOG; HOLLER,;
NIEMAN, 2002).

Espectros de UV-Vis tem amplo emprego, como na gemologia em que se utilizou
o0 intervalo de 300 a 700 nm para mostrar a incluséo de ferro e titdnio em amostras de rubi e
safiras (LICCARDO; OLIVEIRA; JORDT-EVANGELISTA, 2005). A metodologia de
acompanhamento de varia¢do de cor de efluente, com espectro no intervalo de UV-Vis ja foi
usado para caracterizar efluente de laticinios (MENDES; PEREIRA; CASTRO, 2006), de
industria de polpa de celulose (TONDO et al., 1998). O espectro no UV-Vis também foi
usado para verificagdo de metais em efluente industrial de beneficiamento de coco
(CRESPILHO; SANTANA; REZENDE, 2004), efluente da industria téxtil (SANTANA,;
MACHADO, 2002), HASSEMER; SENS (2002), PASCHOAL; TREMISIOLHI-FILHO
(2005).

2.6.2-Espectrometria de massas

Em 1912, J. J. Thompson demonstrou que era possivel separar moléculas na fase
gasosa por diferencas de massa e carga, que é o principio de funcionamento dos
espectrémetros de massa (COLNAGO, ALMEIDA, VALENTE, 2002).
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O espectrometro de massas € um instrumento que permite determinar a massa
molar de compostos eletricamente carregados, ou ions previamente formados (COLE, 1997).
Estes ions sdo selecionados de acordo com a razdo massa-carga (m/z), sendo m a massa em
unidades (massa atdmica unificada), definida como 1/12 da massa de um atomo do isétopo de
12C, o qual foi designado como 12 u por convencdo (GROSS, 2004). Existem vérios tipos de
espectrometros de massa, mas o que € comum a todos eles é que eles sdo formados por um
ionizador, um separador (na verdade, um filtro para a relagdo de massa-carga) e um detector
(MORAES; LAGO, 2003). Essa técnica apresenta alta sensibilidade para deteccdo de
substancias em baixas concentragdes, como o doping, controle de alimentos, contaminagéo
ambiental, entre outras (COLNAGO, ALMEIDA, VALENTE, 2002).

Um dos principais problemas encontrados para se aplicar essa metodologia para a
deteccdo e quantificacdo de compostos organicos de alto peso molecular (como as proteinas) é
que o método de ionizacdo classico, além de retirar um elétron, fornecia energia suficiente
para a fragmentacdo da molécula, inviabilizando o seu uso para biomoléculas. O tipo de
ionizacdo chamado de Eletron lonization (EI) foi praticamente o primeiro método de
ionizagdo, mas devidos aos problemas apresentados, ele ndo possibilitava o seu amplo uso
(MARQUES, 2006).

Um método chamado de “eletrospray”” veio a implementar a ionizacdo de
compostos de alto peso molecular, como descreve Conalgo; Almeida e Valente (2002):

... que consiste em submeter a amostra a um fluxo em uma pequena agulha em
um compartimento contendo nitrogénio seco. A diferenca de potencial entre a agulha e as
paredes do compartimento é de quilo volts; assim, entre a saida da agulha e 0 compartimento
ha um enorme campo elétrico. Consequientemente, a goticula de solu¢do de amostra que sai
dessa agulha € dispersa no compartimento como um spray de microgotas eletricamente
carregadas, que, direcionadas pelo campo, seguem em direcdo a parede do compartimento.
Devido a geometria desse compartimento, essas microgotas se dirigem a um compartimento a
vacuo, o espectrometro de massa em si. O campo elétrico é forte o suficiente para extrair ions
isolados das microgotas. O tempo que cada ion leva para atingir o detector depende das suas
massa molecular (m) e carga (z), sendo proporcional a razdo m/z; portanto, € possivel
determinar a massa molecular do composto.”

Quando se usa 0 método do eletrospray no modo positivo, a amostra é acidificada,
para formar compostos protonados e seus respectivos contra-anions (MARQUES, 2006).

Ternes, Bornez e Schmidt (2001) fez uma revisdo de todos os métodos analiticos

utilizados na determinacéo de varios farmacos residuais, a niveis de ng. L™, em diferentes
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matrizes aquosas. Para deteccdo de farmacos residuais em ambiente aquético na faixa de pg/L
e ng/L, os métodos descritos na literatura sdo baseados na extracdo em fase solida, em alguns
casos derivatizacdo da substancia acida e subseqlente determinagdo do derivado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) ou cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada O espectrometria de massas (CLAE/EM). A deteccdo por
espectrometria de massas € usada para assegurar a identificacdo das substancias estudadas.

O espectrometria de massa ja foi usada como ferramenta na avaliagdo de
degradacéo de compostos de efluentes de industria Citrica (PONEZI et al., 2005) e o impacto
dos compostos sobre a populagdo microbiana do lodo ativado. O acompanhamento da
existéncia de beta-estradiol e seus metabolitos foram acompanhados em uma estagdo de
tratamento de esgoto no Canadd, conforme relato de Lee e Peart (1998). A Detecgdo de
farmacos em aguas superficiais também foi estudada por Hilton e Thomas (2003). Nos
esportes, 0 uso do espectrometria de massa acoplada a cromatografia de liquida mostrou que
essa metodologia é sensivel e de grande utilidade na detec¢do de doping, como os andr6genos
(NIELEN et al.,, 2006). A determinacdo de compostos alquil-fluoretados em esgotos
domésticos também foi estudado usando O espectrometria de massa e eletrospray, acoplado a
cromatografia liquida de fase reversa (SCHULTZ, BAROFSKY, FIELD, 2006). A
biotransformacdo do triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofendxi) fenol) contido em efluente
doméstico por tratamento de lodo ativado mostrou-se de menor eficiéncia que em estudos
anteriores e mostrou também que o uso do lodo excedente usado para adubar plantacbes
aumenta a contaminagdo ambiental deste agente antimicrobiano. A técnica usada para
deteccdo deste contaminante foi espectrometria de massa com eletrospray, acoplado a
cromatografia liquida (HEIDLER; HALDEN, 2006).

2.7-Ensaios de toxicidade usando Artemia salina

Teste de toxicidade aquatica € um procedimento no qual as respostas de
organismos aquaticos sdo usadas para detectar ou medir a presenca ou efeito de uma ou mais
substancias, residuos, ou fatores ambientais, isolados ou em combinacdo (CARDOSO;
LUCA, 2003).

O ensaio de toxicidade com Artemia salina € utilizado em diferentes experimentos
comparando a mortalidade dos microcustaceos de agua salgada com a substancia em teste e o
seu controle. Funcionando como uma triagem acerca do potencial de toxicidade da substancia

em investigacdo, uma vez que se calcula a toxidade aguda (concentracéo letal média — CLso)
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da mesma, por meio das médias aritmeéticas das repeticdes e a regressao linear ndo ponderada
(MCLAUGHLIN; COLMAN-SAIZARBITORIA; ANDERSON, 1995).

Artemia salina é um micro-crustaceo marinho caracteristico de regies lacustres
de 4gua salgada. Estes bioindicadores apresentam uma grande capacidade de adaptacOes
como a variagdo de salinidade (igual ou maior que 5 g.kg™). Os néuplius da Artemia salina
sdo utilizados internacionalmente em testes de toxicidade por apresentarem caracteristicas
significativas como: grande potencial de fertilidade na vida adulta, facilidade de aquisicdo e
manutencdo, os cistos apresentam grande capacidade de eclosdo, bem como facilidade de
repetibilidade experimental (FEEMA, 1993a, 1993b).

Essa metodologia ja foi usada para avaliar a toxicidade de percolado de aterro
sanitario (SILVA, 2002), de um efluente tratado biologicamente com o auxilio de carvdo
ativado em p6 (COSTA et al., 2007). Efluente da indUstria coureira tratado com processo de
Fenton e Foto-Fenton teve a toxicidade avaliada por essa metodologia (DANTAS; JOSE;
MOREIRA, 2003).

A avaliagdo de toxicidade de produtos como flavondides (MOREIRA et al.,
2003), triazina (CAVALCANTE et al.,, 2000). Extratos biotaivos também tiveram a
toxicidade estudada usando A. salina como indicador: Gochnatia polymorpha ssp floccosa
(STEFANELLO et al.,, 2006), Unonopsis lindmanii (SIQUEIRA et al., 1998), Cynara
scolymus L. (NOLDIN et al., 2003), de raiz e talos de folhas de acai (Euterpe precatoria
Mart., Arecaceae)(GALOTA; BOAVENTURA, 2005). Estudos com extratos etandlicos das
plantas Costus pisonis, Cymbopogon nardus, Eclipta alba, Eleutherine bulbosa, Erigium
foetidium, Euphorbia tirucalli, Mikania hirsutissima, Momordica charantia, Solidago
microglossa e Plectranthus ornatus apresentaram toxicidade para nauplios de Artemia salina
(BRASILEIRO et al., 2006).
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3-OBJETIVOS GERAIS

Viabilizar o uso de microrganismos e estratégias para minimizar o impacto
ambiental pelo residuo gerado pela indUstria farmacéutica;

Estudar a eficiéncia do método de tratamento biol6gico com fungos e fotocatalitico
para o tratamento do referido efluente, para avaliar a possibilidade de tratabilidade
por essas metodologias;

Estudar o uso combinado das duas metodologias supra citadas, observando-se quais
arranjos apresentam melhor performance no processo de mineralizagdo dos residuos;
Avaliar a toxicidade do efluente in natura e tratado, usando-se a metodologia de
Artemia Salina, a fim de se certificar da viabilidade ambiental dos processos de
tratamento.
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4-OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o efluente original e apds o tratamento, de uma inddstria farmacéutica,
quanto a sua toxicidade, parametros bioldgicos e quimicos (DBO, DQO, pH, analise
de cor, turbidez, dureza, alcalinidade, acidez) e composi¢do quimica (nitrogénio,
fosforo, ferro, manganés, fendis )

Determinar a atividade das seguintes enzimas: lacase, lignina peroxidase e manganés
peroxidase, bem como a cinética quimica das reacdes;

Avaliar e propor o uso de ensaios de citotoxicidade para tratamentos de efluentes
industriais, especificamente ao efluente da industria farmacéutica;

Avaliar a mineralizacdo do contaminantes organicos, diminuindo a DQO (Demanda

Quimica de Oxigénio), a toxicidade e a DBO (Demanda Bioldgica de Oxigénio);
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5~-METODOLOGIA
5.1-Coleta de Efluente

Foram coletadas cinco amostras de 20,0 L cada em amostragem do efluente
provenientes da indUstria farmacéutica e mantidas a 4° C (SANTIAGO, 1999). O efluente era
proveniente da &rea de producdo de medicamentos de uma industria farmacéutica da regido de
Goiania, GO. As amostras coletadas foram referentes ao efluente da area industrial da
empresa, sendo que todas as amostras foram coletadas em uma caixa de inspecdo localizada
antes da entrada na estacdo de tratamento de efluente da indUstria. O sistema de tratamento
que a industria utiliza é o lodo ativado, sendo que o efluente industrial e o efluente doméstico
é misturado no tanque de equalizacdo (para corre¢do de pH), seguindo-se 0 processo de
tratamento convencional.

O Quadro 3 mostra as datas e horarios das coletas, o volume coletado, bem como
o0s produtos que estavam sendo fabricados no periodo de 2 horas antes de cada coleta, a fim de
se ter uma possivel composicdo do efluente. As amostras foram conservadas refrigeradas por
no maximo 3 meses, sendo que para a analise da DBO, tal procedimento foi realizado no
mesmo dia da coleta. De acordo com a geréncia da fabrica, ndo h& mistura de esgoto pluvial

no sistema

Quadro 3- Detalhes sobre a coleta das amostras
Data da Horario  Volume  Produtos fabricados 2 h
coleta da coleta coletado antes das coletas
Injetaveis, soros,
antibidticos, xaropes.
Xaropes, antifungicos,
2 15/01/2006 9:00 200 L antibidticos, xaropes,
injetaveis.
Xaropes, antifungicos,
3 13/04/2006 15:00h  20,0L antibidticos, xaropes,
injetaveis.
Xaropes, antifungicos,
4 12/07/2006 14:00h  20,0L antibidticos, xaropes,
injetaveis.
Xaropes, injetaveis,
5 09/12/2006  10:00 h 20,0 L antibidticos, soro
fisiologico

Amostra

1 22/11/2005  9:00 h 20,0 L

5.2-Microrganismos

Os fungos Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Trametes villosa,

Lentinus edodes, Phanerochaetes chrysosporium, Schizophyllum comnune e Ganoderma
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applanatum. Os cinco primeiros fungos foram cedidos pela Fundacdo Tropical André Tosello
(Campinas, SP) e os 2 ultimos pelo IBAMA (Brasilia, DF). Foram mantidos em meio de
extrato de malte 2% (P/V) a 4°C. Os fungos em estudo fazem parte da colecdo de
microrganismos utilizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Enzimologia da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Goiés.

5.3.-Meio de Cultura Usados
5.3.1-Meio agar batata (BGA):
- 50 mL de caldo de batata
- 5,000 g de glicose
- 3,750 g de agar
- dgua destilada completada para 250 mL

5.3.2-Meio Agar batata e efluente:
- 50 ml de caldo de batata
- 5,000 g de glicose
- 3,750 g de agar
- efluente completado para 250 mL

5.3.1 -CondicOes de crescimento da cultura

O meio solido foi colocado em placas de petri (10 cm de didmetro) contendo
15,00 (+ 1,00) mL de meio BGA. Cada placa foi inoculada com disco (5 mm de diametro) de
fungo de idade de crescimento de 5 dias meio BGA temperatura ambiente e na auséncia de
luz (em torno de 28° C), exceto o Pycnoporus sanguineus que cresceu em temperatura

constante de 37° C em estufa.

5.4-Métodos Analiticos e Bioldgicos de Caracterizagédo

Para avaliagdo do efluente in natura e do efluente tratado de inddstria
farmacéutica foram empregados 0s seguintes parametros: pH, Turbidez, Cor, Acidez,
Alcalinidade, Dureza, Ferro, Manganés, Cloro, Oxigénio Consumido, Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Fenol, Nitrogénio total e
Fosfatos. Todas as andlises foram efetuadas de acordo como o Standard Methods, Water and
Wastewater 20" Edition, 1998. A resolucdo CONAMA 357 estabelece alguns parametros
para classificacdo de aguas naturais, sendo que alguns parametros foram os mesmos usados

para a caracterizagdo, conforme ja citados. Os métodos de andlises enzimaticas (manganés
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peroxidase, lignina peroxidase e lacase) séo relativos ao processo de tratamento envolvendo
fungos e s@o necessarios para a avaliacdo da eficiéncia do tratamento.

Os equipamentos utilizados foram Turbidimetro Tecnal modelo D-20 (Brasil),
Espectrofotometro marca Micronal modelo B-582 (Brasil), Potencidmetro marca Tecnal
modelo Tec-3-MP com eletrodo de Ag/AgCl (Brasil), Colorimetro marca Orbeco modelo DR-
850 (Brasil)
modelo C24KC. O Digestor para realizacdo de DQO foi o da marca Hach (COD Reactor —

e mesa agitadora refrigerada New Brunswick Scientific (Estados Unidos),

Estados Unidos). Estufa para cultura de microrganismos Marca Alfa (Brasil).

O Quadro 4 relaciona as caracteristica fisico-quimicas analisadas, especificando o

tipo de analise efetuada, bem como as condigdes de andlise, agentes complexantes, tipo de

eletrodo, indicadores, equipamentos e métodos.

Quadro 4-Caracteristicas e tipos de andlises realizadas nas amostras do efluente liquido.

Caracteristica

Tipo de analise

Turbidez Anélise instrumental em turbidimetro
Cor Anélise instrumental em colorimetro
pH Analise potenciométrica direta (eletrodo de Ag/AgCl)
Absorbéancia Anélise instrumental espectrofotométrica (400nm)
Acidez Andlise titrimétrica (indicador de fenolftaleina)
Alcalinidade Andlise titrimétrica (indicador de fenolftaleina para

carbonatos e de metil orange para carbonatos totais)

Célcio e Magnésio

Anélise titrimétrica (indicador de eriocromo T

(Dureza) para dureza total e de murexida para magnésio)
Ferro Anélise espectrofotométrica (1,10 fenantrolina) (550 nm)
. Analise espectrofotométrica (método do persulfato) (545
Manganeés
nm)
Fenol Método de Folin-Ciocalteau (700 nm)
Nitrogénio Método Kjeldahl
oD Anélise titrimétrica (Método de Winkler)
DQO Analise espectrofotométrica (método de digestdo com
dicromato)
DBO Andlise titrimétrica (método de Winkler)

As analises fisico-quimicas foram efetuadas no laboratério de saneamento da

Faculdade de Engenharia Civil do UFG, bem como no Laboratério de Enzimologia. O teste
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de toxicidade foi realizado no laboratério de toxicologia da Faculdade de Farmécia da
Universidade de Goias.

Para determinacdo de espectro de massa (distribuicdo de massas), foi utilizado
espectrometro de massa marca Applied Biosystens, médulo APl 3200 LC IMS (Estados
Unidos). O gas do spray foi o nitrogénio, com vazdo da amostra de 20 pL.min™, sem
fragmentacdo dos compostos. O uso do equipamento foi efetuado no Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas — ICF,

Foram realizados os ensaios de determinacdo de agUcares redutores (MILLER,
1959) e de proteina (LOWRY et al., 1957), a fim de avaliar se no efluente continha fonte
priméria de carbono (agucares redutores) e fonte primaria de nitrogénio (proteina), o que pode
ajudar a caracterizar a viabilidade de utilizacdo do contaminante organico como fonte de

nutrigdo para os fungos .

5.4.1-Determinacdo de Fenois Totais

A quantidade de fenois totais foi determinada espectrofotometricamente,
conforme o procedimento padréo de Folin-Ciocalteu modificado (APHA, 1992).

O principio do método é a reacdo entre o reagente Folin-Ciocalteu e fendis, com
subseqiiente oxidacdo dos fendis e formacdo de um complexo azul. A mistura reacional
contendo 1000 pL de efluente, 250 puL de uma solugdo de carbonato-tartarato de sodio (200-
12 g. L' e 25 uL do reagente Folin 2 mol.L™ foi mantida a 20°C durante 30 minutos. A
quantidade de fendis foi determinado espectrofotometricamente apos leitura da absorbancia
da solugcdo em 700nm. Para o branco foi utilizada &gua ao invés de efluente. Os resultados
foram expressos em mg.L™ de fenol, usando-se uma curva de calibragdo na faixa de 0 a 14

mg.L™ de fenol obtida pelo mesmo procedimento mencionado e usando fenol como padréo.

5.4.2-Determinacgdo das Atividades Enzimaticas Antes e Apds O Tratamento do efluente
com Fungos.

Antes e apbés o tratamento (meio liquido) do efluente pelos fungos foram
determinadas as atividades enzimaticas relacionadas com a degradacdo dos compostos
organicos existentes no efluente. As culturas ndo inoculadas (controles) foram utilizadas
como controles enzimaticos para descartar possiveis interferéncias com os métodos de
determinacdo das atividades. As atividades enzimaticas foram  determinadas
espectrofotometricamente e os resultados expressos em nmoles de substrato oxidado durante

um minuto, por mL de caldo filtrado (U.mL™). As enzimas a serem pesquisadas s&o:
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a) Lacase (SZKLARZ et al., 1989- modificado):

A atividade de lacase foi determinada utilizando seringaldazina como substrato
enzimatico. A oxidagdo da seringaldazina (s2snm= 65.000 mmol.L™.cm™) foi conduzida numa
mistura de reacdo que continha 0,6 mL do caldo filtrado, 0,2 mL do tampd&o acetato de sodio
50 mmol.L™ (pH 5,0) e 0,1 mL de seringaldazina 1,0 mmol.L™ preparada em etanol. A reacdo
iniciou-se pela adicdo da seringaldazina e a velocidade de oxidacdo desta foi acompanhada
durante 10 minutos a 525 nm.

b) Lignina-Peroxidase (TIEN E KIRK, 1984, modificado):

A atividade de lignina peroxidase (LiP) foi determinada pela oxida¢do do alcool
veratrilico (€s10nm = 9.300 mmol*ecm™). A mistura de reacdo deveréa conter 0,6 mL de caldo
filtrado, 0,2 mL de H;O, 2,0 mmol.L™ e 0,2 mL de uma solucdo de alcool veratrilico 2,0
mmol.L™ em tampéo citrato fosfato 0,4 mol.L™ (pH 3,0). A reacéo foi iniciada pela adicdo do
H.O, e o aparecimento do aldeido veratrilico determinado medindo-se a absorbéncia a 310
nm. A atividade de LiP foi expressa em U.mL™.

c)Manganés-peroxidase (KUMAHARA et al., 1984):

A atividade de peroxidase dependente de Mn (I1) (MnP) foi determinada pela
oxidagdo do vermelho de fenol. A mistura de reagdo (1,0 mL) deverd conter 0,5 mL de caldo
filtrado, 0,1 mL de lactato de s6dio 0,25 mmol™, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL
de MnSO4 2,0 mmol.L?, 0,05 mL de uma solugdo de H;0; 2,0 mmol.L™ preparada em
tampdo succinato de sédio 0,2 mol.L™ (pH 4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A
mistura foi incubada a 30°C durante 5 minutos e a reacdo interrompida pela adigéo de 40 niL
de NaOH 2,0 mmol.L™. A absorbancia foi lida a 610 nm e a atividade de MnP expressa como
DAbs mL *min™.

5.4.3-Determinacdo de Proteina (LOWRY et al., 1957)

O método que atualmente é coloquiamente chamado de Lowry (LOWRY et al.,
1957), foi usado para a determinacdo de proteinas totais. O principio do método baseou-se
numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico, (reagente Folin-Ciocalteau),
que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador cobre (I1) em
meio fortemente alcalino e produz um composto com absor¢do maxima em 700 nm. Foi usada
albumina bovina para a confecgéo da curva padréo. Foram usados 200 pL de caldo filtrado,

100 pL de reagente de Folin Ciocalteau 1:2 e 1000 pL de reagente de Lowry.
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5.4.4-Determinacdo de Agucares Redutores (MILLER, 1957)

Para obtencdo do teor de agucares redutores, foi usada a metodologia de Miller
(1959), utilizando-se 500uL do sobrenadantes, adicionou-se 1,0 mL de agua destilada e 1,0
mL de solu¢cdo de DNS (150,000 g de tartatato de sodio e potassio, 5,000 g de 3,5-acido
dinitro salicilico, 100 mL de solu¢cdo de NaOH 2 M em um litro de &gua destilada). As
amostras foram fervidas em banho-maria durante cinco minutos e as leituras realizadas em

540 nm. Para a construgdo dos padrdes, utilizou-se glicose.
5.5-Ensaio de Toxicidade com Artemia salina

O ensaio de toxicidade foi realizado segundo a metodologia descrita por
(MCLAUGHLIN; COLMAN-SAIZARBITORIA; ANDERSON, 1995). Utilizou-se uma
saboneteira tampada sem a metade da parte superior e esta ficou aproximadamente 15 cm
abaixo de uma lampada incandescente de 40 W, para isso, utilizou-se o suporte, o agarrador e
o fio elétrico. Preparou-se a solugdo de salina contendo 38,000 g de sal marinho em um litro
de &gua destilada. Filtrou-se a solu¢cdo em um frasco de vidro (mantido na geladeira).
Colocou-se entdo uma colher de ovos de A. salina na saboneteira devidamente preparada com
um pouco da solucdo salina a 28°C. deixou-se as larvas eclodirem por 24 horas. Dividiram-se
0s tubos de ensaio em grupos, sendo um grupo controle e 0s outros, grupos teste — esses
contiveram diferentes concentragdes da substancia analisada.

Para cada amostra fez-se em duplicatas, como se faz necessario, para margem de
seguranca dos resultados. Os tubos foram identificados e em cada tubo, colocou-se em média
1,5 mL de agua salina a 28°C e em seguida 10 larvas de A. salina. Acrescentou-se entdo, a
solucdo teste para cada grupo, e no controle, acrescentou-se somente solucdo salina.
Finalmente completou-se todos os tubos até 5 mL com a solugdo salina. Conservou-se 0s
tubos em banho-maria a 28°C. Depois de 24 horas contou-se e anotou-se 0s valores de
nauplius mortas das repeticGes para cada dose teste para obtencdo de uma média aritmética. O
calculo da mortalidade do efluente usou-se a formula de Carballo et al. (2002):

% Mortalidade = % de sobreviventes no controle - % de mortalidade do composto em
estudo.

5.6-Avaliacdo do Crescimento Micelial Radial do Fungos

O crescimento radial micelial dos fungos foi medido usando-se uma régua de

precisdo de acrilico de trinta centimetros de comprimento, da marca Trident. Apos cinco dias
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de crescimento em ambiente especifico (auséncia de luz e temperatura ambiente, exceto para
0 P. sanguineus, que foi mantido em estufa a 37° C). O crescimento foi de 100% quando o
micélio tomou a area da placa de petri de dez centimetro de diametro (10 cm). Todas as placas
de petri foram medidas e a média dos valores foi dada como a area média, conforme Santiago
(1999) .

5.7-Realizagédo dos tratamentos

Para o tratamento do efluente da indlstria farmacéutica, que foi mantido sob
refrigeracdo, foram colocados 100,00 mL de efluente em um erlenmeyer de 250 mL, onde em
capela de fluxo laminar foram colocados os contetidos das placas (meio de cultura + fungo)
nos erlenmeyers, que totalizaram 10 , sendo que todo o experimento foi feito em duplicata e
que foram para controle, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h. Posteriormente, foram colocados na mesa
agitadora refrigerada e mantidos a 28° C e 180 rpm . O processo bioldgico foi efetuado em
uma mesa agitadora refrigerada (New Brunswick Scientific), do Laboratério de Enzimologia
da Faculdade de Farméicia da Universidade Federal de Goids. Para controle, foram
adicionadas as culturas dos fungos, sob as mesmas condigdes citadas, autoclavado a uma
temperatura de 121°C por 15 minutos e depois colocado sob agitacdo em uma mesa agitadora
refrigerada em uma temperatura de 28°C e 180 rpm (rotacGes por minuto) (teste de adsor¢éo).

Como garantia de que os compostos fungicos foram responsaveis pelo tratamento
do efluente e ndo a biota de origem bacteriana, o efluente foi autoclavado durante 15 minutos,
a 121° C e os resultados foram quantificados. O processo fisico de esterilizagdo foi escolhido
devido & menor alteracdo dos compostos organicos presentes no efluente, pois 0 processo
quimico, como a adi¢do de hipoclorito de sodio, alteraria consideravelmente as caracteristicas
quimicas do efluente, sendo que muitas analises fisico-quimicas sdo prejudicadas na precisao
da metodologia, com a adicdo desse composto.Um outro processo que pode ser utilizado é a
fotolise, mas este procedimento ndo apresenta boa eficiéncia no processo de desinfeccdo,
além de diminuir a DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), o que altera consideravelmente as
propriedades do efluente. O processo fotocatalitico apresenta grande potencial na desinfec¢do
e reducdo de cor dos efluentes, o que pode ser utilizado para melhorar o processo de
tratamento bioldgico.

Uma tentativa de aumentar a producdo enzimatica, principalmente fenoloxidases
(lacase especificamente), foi efetuada a troca da agua usada para a preparacdo do meio de

cultura solido pelo efluente puro. Como o efluente in natura continha fenol, que é um
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substrato dessas enzimas, viabilizou-se tal troca, pois compostos fenolicos sdo considerados
agentes indutores sintéticos (BOLLAG; LEONOWICZ,1984) .

O tratamento pelo processo fotocatalitico foi efetuado no reator de capacidade
total de 500,00 mL pertencente ao Centro Federal de Educacdo Tecnologica de Goiés (Figura
6). No reator fotocatalitico foi borbulhado ar a uma vazdo de 180 mL min™, sendo este
provido de sistema de refrigeracdo, agitador magnético, TiO, em suspensdo (Degussa P-25) e
lampada de alta pressdo de mercdrio (Philips HPL-N 125 W, fluéncia de 31,1 J m? 7, &pne =
254 nm).

O processo de otimizacdo para massa ideal de catalisador foi feito de acordo com
a diminuicdo da absorbancia em 400 nm do efluente fotocataliticamente tratado e a massa
ideal foi escolhida de acordo com a relagdo menor absorbancia e massa do TiOs.

Figura 6 - Esquema do reator fotocatalitico: (1) jaqueta de agua para controle de temperatura; (2) tubo de
quartzo para lampada; e (3) barra de agitador magnético.

5.8-Armazenamento e manutenc¢édo das Amostras

Apos os respectivos periodos de tratamento, o efluente foi filtrado inicialmente
em papel de filtro Whatmann 1,3 mm e o caldo filtrado foi guardado sob refrigeracdo. Todas
as amostras foram filtradas posteriormente em membrana Milipore® 0,45 pm e
imediatamente resfriadas a 4° C (SANTIAGO, 1999). Para as medi¢des das atividades
enzimaticas, as amostras foram centrifugadas durante 20 min a 8000 rpm (GARCIA, 2006).
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5.9-Espectros no UV-vis

Os espectros no UV-vis foram realizados usando-se cubetas de quartzo marca
Micronal com volume total de 4 mL, sendo que foi usado como referéncia dgua destilada. O
intervalo dos comprimentos de onda foi de quinze nm. As amostras foram deixadas a
temperatura ambiente e centrifugadas a 8000 rpm, durante trinta minutos, antes da realizagéo
dos espectros. Para evitar a contaminagdo por adsor¢do de compostos nas cubetas, antes da
realizagdo de cada espectro, elas foram fervidas em agua destilada durante vinte minutos e
enxaguadas com agua destilada. A secagem das mesmas foi feita em temperatura ambiente.
As cubetas de quartzo foram testadas quanto a sua similaridade, tanto nos comprimento de
onda visivel, quanto no ultravioleta, usando-se agua destilada como liquido de teste.

5.10 — Ensaios de Espectrometria de massa

A realizagdo dos ensaios de espectrometria de massa foi efetuada no Instituto de
Ciéncias Farmacéuticas (ICF), localizado na cidade de Goiania. As amostras foram mantidas
em temperatura ambiente e novamente filtradas em membrana Milipore ® 0,45 pm. O injetor
de amostra (seringa) era de vidro temperado com capacidade de 1,0 mL. A seringa foi lavada
com agua destilada trés vezes, antes da colocacdo da amostra no seu interior. Para garantir o
fluxo constante de vazdo da amostra de 20 pL.min™, foi usada uma bomba de compressdo
mecanica que acompanha o equipamento. Foi escolhida no programa a razdo massa carga de
50 a 1000, a fim de se detectar a presenca de compostos de baixo peso molecular (abaixo de
1000 Da) (AQUINO, 2003).
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6-RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 1 relaciona as caracteristicas fisico-quimica e bioquimicas das amostras
em estudo. As amostras 2, 3 e 4 fram coletadas e caracterizadas e feitas o tratamento
biolégico, mas por ndo ter apresentado viabilidade de tratamento bioldégico com fungos,
possivelmente devido & alta toxicidade aos fungos devido a presenga de antifungicos, essas
amostras ndo ter&o os dados a cerca se sua tratabilidade mostrados. A fim de comparar com os
valores estabelecidos pela resolugdo CONAMA 357, foram colocados os valores para
comparacgdo da qualidade das amostras.

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas das amostras provenientes da industria farmacéutica.

. Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Padrao
Caracteristica

1 2 3 4 5 Lancam.
Turbidez - NTU 59,0 17,0 30,0 45,0 25,0 -
pH 2,7 6,40 6,5 6,9 6,80 5,0a9,0

Absorbancia em 400 nm 0,077 0,020 0,066 0,089 0,030 -
Cor - mg.L™ de Pt/Co 403,0 179,0 150,0 310,00  120,0 -
Acidez - mg de acidez 188,00 10,00 19,00 12,00 25,00 -
Alcalinidade - mg de

N.D. 403,00 350,00 267,00 500,00

CaCO;L*? )

Dureza Total - mg. L™ N.D. 25,02 30,00 36,00 30,0 -
Ferro - mg.L™ 1,15 1,90 1,35 1,20 1,95 15,00
Manganés - mg.L™ 1,10 1,80 1,20 1,11 1,80 1,00

Oxigénio dissolvido mg.L™ 3,10 0,00 1,50 1,25 0,00 -

Fosfatos - mg.L™ 10,00 2500 20,00 13,00 15,00 -

Nitrogénio total - mg.L™ 1,00 0,50 0,70 0,50 0,50 -
DQO - mg de O,.L™ 263,00 3863,00 2548,00 2134,00 2500,00
DBO - mg de O,.L" 1,50 1.500,00 200,00 100,00 555,00 -

Fendis Totais - mg.L™ 0,90 1,00 0,80 0,78 1,50 0,50

N. D. - Nao detectavel por este método.
Padrao de langamento de efluente, de acordo com Resolu¢cio CONAMA n° 357/2005.

De acordo com os valores apresentados na Tabela 1, pode-se observar a
heterogeneidade do efluente, mostrando grande variacdo de pH e de DQO e , relacionando o
processo produtivo esta diretamente ligado as caracteristica fisico-quimicas e bioquimicas do
mesmo. De acordo com dados da prépria industria, o efluente gerado é basicamente
proveniente do processo de lavagem dos misturadores, sendo que 0s sanitizantes fazem parte
do efluente, bem como os residuos da producdo, que em sua maioria € de antibidticos,
injetaveis, soros, antifungicos, xaropes e analgésicos.

Um dos pontos importantes a serem observados na caracterizagdo das amostras foi
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0 pH &cido da amostra 1, indicando que em alguma parte do sistema produtivo ou na limpeza,
usou-se acidos inorganicos, o que pode vir a ser um complicador para o tratamento biolégico
convencional (lodo ativado) caso esse a corre¢cdo do pH ndo seja corrigido no tanque de
equalizagéo.

Outro parametro observado foi a demanda bioldgica das amostras, que indicou
que a amostra 1 apresentou baixa degradabilidade e a amostra 5 apresentou mediana
degradabilidade, indicando que a relagio DBO/DQO p6de demostrar que 0s métodos
convencionais de tratamento bioldgico podem apresentar dificuldade no processo de
degradacgéo dos contaminantes.

6.1-O Método de Tratamento Bioldgico

Os meios de cultura sélidos foram inoculados com os sete fungos em estudo,
sendo que as placas permaneceram em ambiente sem luz, durante cinco dias, a fim de que
houvesse o crescimento dos mesmos (SANTIAGO, 1999). Foram usados cAdigos para
identificar cada fungo, conforme o Quadro 5.

Quadro 5 — Relagéo de cddigos para identificacdo de cada espécie de fungo.

Cddigo Espécie
GA Ganoderma applanatum
LE Lentinus edodes

PC Phanerochaete chrysosporium

PS Pycnoporus sanguineus
SC Schyzophyllum commune
TVe Trametes versicolor
TVi Trametes villosa

6.1.1-Amostra 1
6.1.1.1- Tratamento do Efluente in natura

Foram efetuadas espectros de 300 a 750 nm para acompanhar a evolucdo do
tratamento do efluente. Os resultados foram dados de acordo com o periodo de tratamento,
conforme a Figura 7 . Foi usado o efluente in natura, para o tratamento.

Nas primeiras 24 h de tratamento mostrou-se uma diminui¢éo da absorbancia nos
caldos filtrados de todos os fungos, mas a partir de 48 h e 72 h houve a producdo de
compostos, principalmente pelo G. applanatum e a partir de 72 h, p6de-se notar um aumento
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da absorbéancia e modificacdo da curva, se comparados aos periodos anteriores, do caldo
filtrado do P. sanguineus, embora para os outros fungos, tal comportamento ndo foi

observado.
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Figura 7— Espectro de 300 a 750 nm da amostra 1. (a) 24 horas de tratamento, (b) 48 horas de tratamento, (c) 72
horas de tratamento e (d) 96 horas de tratamento. O espectro do efluente in natura serve como comparacdo da
modificacéo do efluente.

A melhor performance da remocdo cor foi durante as primeiras 24 horas, podendo
ser explicado pela possivel producdo enzimética e ndo enzimatica (sideréforos) ainda na placa
de meio de cultura sélido (SANTIAGO, 1999), ou ainda pela manutencdo do meio ideal de
crescimento com o aproveitamento das fontes de carbono e nitrogénio do meio de cultura,
sendo que ao se exaurir tais fontes, principalmente a fonte de carbono (glicose), o
metabolismo seria prejudicado, diminuindo a producdo de compostos fungicos (KAMIDA et
al., 2005).

O fungo Pycnoporus sanguineus apresentou coloragdo amarronzada a partir de 72
h de tratamento, possivelmente devido ao pigmento chamado de cinabarina que € um
antibiotico natural sintetizado por tal fungo (SMANIA; SMANIA-JUNIOR;LOGUERCIO-
LEITE, 1998) que apresentou alta solubilidade. O aumento da coloragéo foi monitorado a
partir de 96 h de tratamento.

De acordo com Garcia (2006), tal fungo apresenta correlagédo da producdo desse
pigmento e a producdo de lacase, embora a produgdo desse composto fosse detectado apds 15
dias de crescimento em meio de cultura sélido, diferentemente do que foi determinado no
tratamento do efluente da industria farmacéutica. Em outro estudo (SMANIA; SMANIA-
JUNIOR;LOGUERCIO-LEITE, 1998), a sintese de tal composto sé foi detectada depois de
18 dias de incubacéo.

Um outro fator notado é que a diminui¢cdo da absorbancia poderia ser um
processo de adsorcdo da matéria organica no fungo. O controle foi efetuado para se verificar
essa ocorréncia, como é mostrado na Figura 8. Os dados apresentados na Figura 8 podem

apresentar variacdo devido a presenca de enzimas e outros compostos fangicos, que podem ter
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inicializado a degradagdo dos compostos organicos ou absorvem a radiagdo luminosa nos
comprimentos de onda estudados. Ele foi realizado da mesma maneira que 0S outros
erlenmeyers, mas todo o sistema foi autoclavado e foi mantido na mesa agitadora refrigerada
por 96 horas.

Os fungos Trametes villosa, Lentinus edodes e Phanerochaete chrysosporium
apresentaram diminuicdo na absorbancia medida em 400 nm, isso mostra possivelmente
adsorcdo da matéria organica no micélio. O aumento da absorbancia na faixa do UV, pode
estar relacionado a compostos sollveis de origem flngica, bem como ao meio de cultura que

se liquefez no processo de desinfeccao.
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Figura 8 — Espectro de 300 a 750 nm dos controles da amostra 1, dos respectivos fungos,.

A producdo da enzima manganés peroxidase foi determinada em 610 nm de
acordo com os tempos de tratamento, como é mostrado na Figura 9. Os valores da
absorbancia sdo referentes a 5 minutos de agcéo da enzima sobre o substrato (vermelho de
fenol). Comparando com os espectros, a producdo desta enzima ndo corresponde a diminuigcdo
da absorbéncia nos espectros ja citados.

O fungo que apresentou maior producdo desta enzima foi o Trametes villosa em
96 horas de tratamento do efluente e o que apresentou menor producgédo foi o Pycnoporus
sanguineus, o que pode concluir é que a producdo desta enzima depende completamente das
caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas em que o fungo se encontra (efluente), ou
mesmo a disponibilidade de nutrientes para a biotividade, como a concentracdo de fonte de

carbono e nitrogénio, bem como da capacidade do fungo sintetizar tal enzima.
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Figura 9 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da amostra 1, apds 5 minutos
de incubagdo a 30° C em pH 4,5 e vermelho de fenol como substrato, em 610 nm.

A variacdo do pH foi monitorada como € mostrado na Figura 10, sendo que o pH
do efluente in natura foi igual a 2,7, mas todos caldos filtrados dos fungos tenderam com o
tempo a um pH meédio em torno de 3,1, estabilizando-se a partir de 72 h de tratamento. Essa
faixa de pH que os caldos filtrados apresentaram esta dentro do intervalo de pH 6timo para a
atividade da lacase, MnP e LiP (WESENBERG ; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003). J& foi
relatado que os fungos preferem pH (4,0-6,0) mais acido, pois nesta faixa de pH, as
fenoloxidases apresentam maior estabilidade (PALMIERI et al., 1993).

-
—

36 . %= Tve

- Ty

N Efluente in natura

c 24 48 72 96

Tempo de tratamento -h

Figura 10 — Variacdo do pH durante o tratamento da amostra 1 com os fungos. O pH do efluente in natura foi
de 2,7.

A variacdo e estabilizagdo do pH foi feita com a producdo de compostos de

origem flngica, verificada com o aumento do pH no tratamento do efluente com os fungos,
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sendo que a adicdo do meio de cultura ndo foi responsavel direta pela variacdo de pH (2,7 a
3,1), indicando que a bioatividade fungica esta relacionada a manutencdo de um pH ideal para
crescimento e sintese de biocompostos (GADD, 1999).

A degradacdo do fenol foi acompanhada de acordo como a Figura 11, sendo que
no efluente in natura, a concentragdo foi de 1,20 mg.L™. A metodologia usada foi a do Folin
Ciocalteau, mas os resultados mostraram um aumento da concentragdo deste contaminante,
sugerindo que essa metodologia pode ndo ser adequada para medir fenol nas condi¢cdes em
estudo.
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Figura 11 — Variacdo da concentragdo de fenol total medido espectrofotomentricamente em 700 nm, durante o
tratamento bioldgico da amostra 1.

De acordo com APHA (1992), o principal interferente para essa analise sdo
proteinas, o que pode ser notado na Figura 11, em que proteina foi quantificada, podendo a
mesma se de origem do metabolismo dos fungos ou provenientes do meio de cultura. Testou-
se também o acido acetohidroxamico, que é um sider6foro do tipo hidroxamato, sendo que o
mesmo apresentou reacdo caracteristica ao reagente de Folin-Ciocalteau (cor azulada), o que
mostrou que hidroxamatos também podem ser interferentes nesta andlise, caso também
registrado por Herrera (1995), em que se usou outro hidroxamato, comercialmente conhecido
como Desferral ®, que apresentou reacgdo caracteristica com o reagente croméforo. Portanto,
pode-se concluir que a interacdo do acido hidroxdmico e o reagente de Folin resulta na
formacao de um complexo azul, sob condi¢des alcalinas.
Embora ndo haja correlacdo entre a quantidade de proteinas e o aumento da
concentragdo de fenol, um estudo mais preciso pode ser necesséario a fim de se conseguir

maior precisdo nas medidas, pois o caldo filtrado apresentou maior concentracdo de fendis
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totais que o efluente in natura. Outra vertente possivel ¢ a sintese de compostos fangicos nao-
protéicos que interferem na quantificacdo da concentracdo de fendis totais presente no
efluente. Portanto, deteccéo e quantificacdo de fenois totais por essa metodologia, apresentou-
se de baixa especificidade para trabalhos relativos & biorremediacdo (AQUINO, 2002).
Testou-se uma solugdo albumina bovina, mas ndo houve resultado positivo relativo a
formacdo do complexo azul, o que pode se afirmar que os aminoécidos presentes na proteina
(albumina) ndo sdo do tipo tirosina e triptofano (CHOU; GOLDSTEIN, 1960). A metodologia
de quantificacdo de proteina foi a de Lowry, em que o reagente Folin Ciocalteau foi usado em
proporcdo de 1:2 com agua destilada, sendo que os valores encontrados ndo oferecem
confiabilidade, pois ocorreu a interferéncia notada na analise de fenois totais. Embora o
meétodo de Lowry seja baseado na desnaturacdo da proteina em meio fortemente alcalino, o
reagente de Folin é reduzido por aminoacidos presentes (tirosina e triptofano), por isso a
albumina ndo apresentou reagdo caracteristica ao reagente colorificante. A Figura 12 mostra a
concentracdo de proteinas durante o tratamento biolégico.
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Figura 12 — Variagdo da concentracdo de proteinas nos caldos filtrados da amostra 1, em relacdo ao tempo de

tratamento.

A atividade enzimatica da lacase foi acompanhada espectrofotometricamente
durante 10 minutos, conforme a Figura 13a. A oxidagdo da seringaldazina foi usada como
indicador da acdo da lacase. O fungo que apresentou maior atividade enzimatica foi o
Phanerochaete chrysosporium em 72 horas de tratamento. Apenas o Trametes versicolor,
Phanerochaete chrysosporium (DITTMER et al., 1997) apresentaram atividade de lacase, o
que pode ser explicado pela inibicdo da producdo dessa enzima, quer pela presenca de

microrganismos, quer por compostos toxicos aos fungos presentes no efluente. Observou-se
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que em caldos filtrados de alguns fungos (L. edodes, G. applanatum, T. villosa e S. commune)
havia alteracdo na composi¢do da solugdo quando se adicionou o substrato, mas ndo se pode
afirmar que a lacase foi responsavel pela oxidagdo da seringaldazina, pois a forma oxidada
(quinona) apresenta cor purpura caracteristica. A figura 13 mostra concentragdo da lacase,
durante o tratamento. O T. versicolor apresentou atividade de lacase com 24 h de tratamento,

correspondendo & melhor performance na remocéao da cor, mostrado pelo espectro ( Figura 7)
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Figura 13 — (a) Determinacdo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da amostra 1, em relacao
ao tempo de reacdo. (b) Variacao da concentracéo da lacase, durante o tratamento bioldgico. O pH da reacéo foi
igual a 5,0 e seringaldazina foi usada como substrato.

O pH das amostras que apresentaram maior atividade enzimatica da lacase foi 3,0
e 3,3, respectivamente o P. chrysosporium em 72 e 96 h de tratamento. Estudos mostram que
em pH acidos, muitas fenoloxidases se mostram muito ativas, mas altamente instaveis

(PALMIERI et al., 1993). Tal observacdo pode ser comprovada pela grande variagdo da
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cinética quimica em que o tempo ideal para a observacéo da reacéo é, conforme sugerido por
Szklarz et al.(1989) de dez minutos.

As curvas da Figura 13 indicam diminuicdo da concentragdo da lacase apds 5
minutos de reagdo, isto mostra uma enzima bastante instavel nas condicOes estudadas,
principalmente em pH &cido (PALMIERI et al., 1993).

Para se avaliar o decaimento da matéria organica presente no efluente in natura,
foi avaliado a DQO (solavel, pois os caldos eram filtrados em membrana 0,45 pum), conforme
a figura 14 .Por se tratar de um sistema heterogéneo, em que se diferencia a fase solida
(micelio, agar e particulados) da fase liquida (soltvel), a bioatividade flngica (variacdo de
pH, sintese enzimatica, etc.) péde ir modificando a propor¢édo entre as duas fases, levando a
resultados em que a relacdo de DQO seja superior a 1,00. Entretanto, valores abaixo de 1,00
(degradacdo), ndo podem ser interpretados como redugdo da matéria orgéanica presente no
efluente in natura, pois tal metodologia avalia toda matéria orgénica contida na amostra,
sendo que o0s Produtos Microbianos Soliveis (PMS) estdo presentes no meio,
impossibilitando a interpretacdo dos resultados. Para melhor avaliagdo do potencial de
degradacdo do método bioldgico proposto, o estudo de contaminantes especificos da industria
farmacéutica deve ser usado, como a cromatografia liquida, acoplada a espectrémetro de

massa (AQUINO, 2002).
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Figura 14 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da amostra 1. A linha mais escura indica que abaixo
dela, observa-se a degradacdo da matéria organica do efluente in natura.

6.1.1.2- Tratamento do Efluente autoclavado

A Figura 15 representa o espectro do efluente autoclavado em estudo. Como p6de
ser notado pelos espectros, o fungo Pycnoporus sanguineus ndo apresentou coloragéo
caracteristica nas 48 h iniciais de tratamento, como ,ja registrado, quando se usa o efluente in
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natura. SO foi observada apds 72 horas de tratamento do mesmo. Pode-se sugerir que a
producdo de tal composto pode estar associada a presenca de substancias que podem agredir
quimicamente as hifas (BOLLAG et al., 1988).
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Figura 15 — Espectro de 300 a 750 nm do efluente autoclavado e posteriormente filtrado da amostra 1. (a) — 24
horas de tratamento, (b) — 48 horas de tratamento, (c) — 72 horas de tratamento e (d) 96 horas de tratamento. O
espectro do efluente in natura serve como comparagdo da modificacdo do efluente.

Observou-se que o metabolismo do fungo sofre alteracdo considerdvel na geragao
de compostos que absorvem na faixa do UV (ultravioleta), quando se utilizou o efluente
autoclavado. Observou-se também que na faixa de 300 a 400 nm, o caldo filtrado apresentou
absorbancia maior que o efluente in natura, que foi centrifugado nas mesmas condi¢cfes do
efluente tratado biologicamente.

Em 24 horas de tratamento, houve uma acentuada diminuicdo da coloragéo,
medida em 400 nm, sendo que apos esse periodo, houve um aumento da coloracdo do efluente
tratado, 0 que mostra que o tempo de retencdo aumenta a colora¢do do efluente, como ja
sugerido por Aquino (2002). Ndo se pode descartar a altercdo do efluente no processo de
desinfeccdo, embora estudos com o efluente ndo mostraram alteracdo de cor significativa no
efluente.

A producdo de manganés peroxidase foi acompanhada espectrofotometricamente,
conforme a Figura 16, sendo que se usando o efluente autoclavado, a producdo em geral foi
menor. Lopez e colaboradores (2004) mostraramm que a existe uma relacdo entre a atividade
de manganés peroxidase e o perdxido de hidrogénio, sendo essa relagdo um fator limitante do
processo enzimatico. O oxigénio dissolvido também tem demonstrado que a reacdo do Mn*" e
H,0,, gera oxigénio que se acumula no caldo filtrado, atingindo valores de até 12,0 mg de
0,.L™" Também ja foi constatado que em baixos niveis de oxigénio dissolvido, a enzima
apresentou maior atividade, possivelmente devido a relacdo ideal entre o peroxido e a enzima
Lopez e colaboradores (2004).

Os fungos Trametes versicolor e Lentinus edodes apresentaram maior atividade

enzimatica nas amostras colhidas em 24 horas, valores que decairam ao longo do tratamento
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bioldgico. O fungo Phanerochaete chrysosporium apresentou maior atividade enzimatica com
72 horas de tratamento, mas que decaiu em 96 horas. Tal comportamento sugere que as
enzimas podem ter sido produzidas ainda em meio sélido e apenas o P. chrysosporium

produziu tal enzima durante o tratamento do efluente.
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Figura 16 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da amostra 1 autoclavada,
apos 5 minutos de incubagdo a 30° C em pH 4,5 e vermelho de fenol como substrato.

O monitoramento do pH dos caldos filtrados foi efetuado e se apresentam

conforme Figura 17.
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Figura 17 — Variacdo do pH durante o tratamento com os fungos, usando-se a amostra 1 autoclavada. O pH do
efluente in natura é 2,7.

Notar que a variacdo do pH é muito diferente de quando se utiliza o efluente in
natura, sendo que o fungo Pycnoporus sanguineus apresentou maior pH apds 96 horas de
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tratamento e o Ganoderma applanatum apresentou menor pH ap6s 96 horas de tratamento.
Nessa forma de tratamento do efluente, a variagdo de pH’s foi grande, indicando que o fungo
produz compostos organicos modificadores de pH, conforme as condi¢cbes do meio e as
disponibilidade de metais (GADD, 1999).

A atividade enzimatica da lacase foi monitorada da mesma maneira supra citado.
O processo de desinfeccdo favoreceu a producéo de lacase para o Trametes villosa, Trametes
versicolor e Phanerochaete chrysosporium, aumentando a quantidade de enzima produzida
pelo Trametes versicolor e Trametes villosa e favorecendo a produgdo do Phanerochaete
chrysosporium, conforme se observa na Figura 18.
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Figura 18 — (a) Determinacéo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da amostra 1,previamente
autoclavados, em relacéo ao tempo de reacdo. (b) Variacdo da concentracdo da lacase, durante o tratamento
biolégico, usando o efluente autoclavado. O pH reacional foi igual a 5,0 e a seringaldazina foi usada como
substrato.

Nestas condi¢Bes, o Trametes versicolor apresentou a maior atividade enzimética
(Figura 16a) em 5 minutos de reagdo ou seja, o tempo indicado na metodologia (10 minutos) é
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0 ideal para se avaliar a atividade enzimatica nestas condi¢des. A figura 16b mostra a variacéo
da concentracéo de lacase, durante o tratamento.Como néo se trata de enzimas purificadas, 0s
comportamentos das curvas pode apresentar irregularidades, como o T. villosa em 72 h de
tratamento e o P.crysosporium em 48 h de tratamento.

Segundo Szklarz e colaboradores (1989), pode-se medir a concentracdo da
peroxidases da mesma maneira que se quantifica a lacase, adicionando-se perdéxido de
hidrogénio a mistura de reacdo. Conforme Kelley e Reddy (1986) enzimas sdo capazes de
gerar perdxido intracelularmente e extracelularmente, o que pode servir como fonte de H,O,
do meio.

A Figura 19 mostra o decaimento da DQO, quando se usou o efluente

previamente autoclavado durante 15 min a 121° C.
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Figura 19 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da amostra 1 . A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem-se a degradacdo da matéria orgénica do efluente autoclavado.

Novamente, os dados de DQO ndo possibilitam avaliar se o contaminante
orgénico foi degradado pelo método biologico. A auséncia de microrganismos pode ter
inibido a producdo enzimética, pois os resultados comparados com os do efluente in natura,
mostram que ndo houve diminuigdo do contaminante primario. Baldrian (2004), demonstrou
que é possivel aumentar a producdo de lacase, usando Trichoderma harzianum como indutor,

0 que pode vir a significar que a sintese enzimatica pode ser induzida por microrganismos.

6.1.1.3- Tratamento com Induc&o no Meio Sélido

Quando se usou o efluente no lugar da dgua no meio de cultura sélido, nas placas

que continham Pycnoporus sanguineus, apareceu coloragdo amarronzada caracteristica,
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indicando que a producdo do corante esta ligada a presenca de compostos fendlicos, pois em
condigdes anteriores, o aparecimento do mesmo sé foi percebido apds o contato do fungo com
tal contaminante, em diferentes tempos de tratamento.
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Figura 20 — Espectro de 300 a 750 nm do efluente tratado com indutor em meio sélido. (a) — 24 horas de
tratamento, (b) — 48 horas de tratamento, (c) — 72 horas de tratamento e (d) 96 horas de tratamento. Notar que o
espectro do efluente in natura serve como comparagdo da modificacdo do efluente.

Novamente, 0s espectros acompanharam espectrofotometricamente a evolugéo do
tratamento biorremediativo, conforme a Figura 20. O aparecimento da coloragdo amarronzada
nos caldos com Pycnoporus sanguineus foi detectado logo nas primeiras vinte e quatro horas
de tratamento, embora houve producdo de cinabarina comegou em meio sélido, confirmado
pela mudanga de coloragdo do meio. Diferentemente de Garcia (2006) e Smania, Smania-
Junior e Loguercio-Leite (1998), a producdo de cinabarina foi iniciada logo que o P.
sanguineus comecou a ter seu desenvolvimento micelial registrado.

O comportamento dos espectros, comparando-se o efluente com os fungos
crescidos em meio agar-batata é similar, exceto o fungo Phanerochaete chrysosporium, que
apresentou absorbancias menores na faixa do UV. Notou-se também o aumento da massa
micelial dos sete fungos em estudo, quando se alterou o meio de cultura sélido.

Em 48 horas de tratamento, foi observado uma melhor descoloragdo (em 400 nm)
do efluente (exceto pelo P. sanguineus), sendo que aumentando o tempo de tratamento, houve
aumento de coloragdo, conforme j& descrito por Aquino (2002), indicando maior producdo de
PMS a partir desse periodo

A producdo de Manganés peroxidase foi grandemente influenciada pela mudanca
do meio de cultura, sendo que apenas um fungo (Trametes villosa) apresentou atividade desta
enzima, conforme a Figura 21.

Estudos mostram que a regulacdo da producdo das peroxidases é dependente da
concentragdo do substrato nitrogenado, sendo que a relagdo de producdo de MnP e a

concentracdo de compostos nitrogenados e carbondceos € inversamente proporcional
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(LINKO, 1992). Portanto, a adicdo do efluente pode vir a ser um inibidor da producdo de

peroxidases.
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Figura 21 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da amostra 1,efluente
tratado com indutor em meio sélido, ap6s 5 minutos de incubacao a 30° C em pH 4,5 e vermelho de fenol como
substrato.

O acompanhamento da variacdo do pH do caldo filtrado é mostrado na Figura 22,
e notou-se que o intervalo de pH foi maior que quando se usou o efluente in natura tratado
sem o indutor (2,7 a 6,9), sendo que essa caracteristica da biotransformacéo é de grande valia
na correcdo do pH do efluente, ndo sendo necessaria a corre¢do quimica do mesmo, quando se
usa os biorremediadores em condi¢des especificas.
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Figura 22 — Varia¢do do pH durante o tratamento com os fungos, usando indutor em meio sélido na amostra 1.
O pH do efluente in natura foi 2,7.
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O ensaio de atividade enzimatica da lacase indicou que o tempo de cinco minutos
de monitoracdo da reagdo de oxidagdo da seringaldazina foi excessivo para o Trametes
versicolor, Trametes villosa e para 0 Phanerochaete crysosporium quando esses apresentaram
a maior producdo da enzima, mas para 0s outros fungos, o tempo de dez minutos foi o ideal
para a monitoracdo da oxidacdo do substrato. Um dos fatores que também podem ter
interferido na cinética quimica é a concentragdo do substrato, mas estudos mais criteriosos
necessitam ser efetuados, a fim de se averiguar tal influéncia. A Figura 23a mostra a reacéo de
oxidacdo da seringaldazina e a Figura 23b mostra a concentracdo da lacase durante o

tratamento biorremediativo.
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Figura 23 — (a) Determinacéo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da amostra 1, usando-se
indutor em meio solido, em relagdo ao tempo de reacdo. (b) Variacdo da concentracdo da lacase, durante o
tratamento bioldgico, usando o efluente tratado com usando indutor em meio sélido. O pH reacional foi igual a
5,0 e a seringaldazina foi usada como substrato.
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O decaimento da DQO ndo demonstra que hd como mostrar se houve degradagéo
do contaminante original do efluente in natura, conforme a Figura 24. Também nesta forma
de tratamento, ndo houve diminuicdo da DQO inicial, indicando ndo ser possivel discorrer
sobre a degradacdo do contaminante orgéanico.
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DQO/DQO_

10,00
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Figura 24 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da amostra 1. A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem-se a degradacdo da matéria organica do efluente , usando indutor em meio solido.

Uma das proposicOes apresentadas foi que os fungos podem usar oS
contaminantes presentes na mistura efluente e meio de cultura como forma de manutencéo do
metabolismo primario, o que pode leva-los a buscar as fontes de carbono e nitrogénio no agar
ndo dissolvido, explicando a grande variacdo da faixa pH, somente detectado quando se
utilizou o indutor em meio sélidos. Se avaliarmos a producdo enziméatica e de outros
biocompostos como uma biotransformacdo de contaminantes, a redugdo da DQO ndo seria
percebida, pois por um balanco de massa, o contaminante apenas foi biotransformado e nédo
eliminado. Tal proposicdo pode ser evidenciada pela alta producdo de cinabarina pelo P.
sanguineus e pela producédo de lacase pelo T. versicolor.

Durante todo o tratamento , ndo foi detectada a enzima lignina peroxidase, 0 que
pode ser explicado pelo baixo nivel de OD no efluente (BELINKY et al., 2003), bem como a

auséncia de um substrato especifico.

6.1.2-Amostra 5
6.1.2.1-Tratamento do efluente in natura

Espectros foram feitos para acompanhar a atividade biologica dos fungos e a
possivel relacdo com a degradacdo ou modificagdo do efluente original. A Figura 25 mostra a

AcroPDF - A Quality PDF Writer and PDF Converter to create PDF files. To remove the line, buy a license.


http://www.acropdf.com

81

evolugdo do processo de tratamento do efluente, por meio do aumento de compostos fungicos
com maior absorbancia na regido do UV. Observando-se as espectros, a producdo de
cinabarina pelo P. sanguineus foi detectada sua sintese a partir de 48 h de tratamento,

semelhantemente ao primeiro efluente coletado.
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Figura 25— Espectro de 300 a 750 nm da Amostra 5 filtrado. (a) 24 horas de tratamento, (b) 48
horas de tratamento, (c) 72 horas de tratamento e (d) 96 horas de tratamento. O espectro do efluente in natura
serve como comparagdo da modificacédo do efluente.

Apo6s 96 h de tratamento, o fungo G. applanatum apresentou alta coloracéo,
relativo a 437 % (medidos em 400 nm) de aumento em relagéo ao efluente in natura. O fungo
T. versicolor também apresentou alta taxa de coloragdo em 96 h de tratamento, como também
o P. sanguineus. Isso indica que o tratamento bioldgico aumenta consideravelmente a
coloragdo do efluente tratado.

Em geral, a coloracéo do efluente aumentou significativamente mesmo em 24 h de
tratamento, o que indicou que no processo bioldgico e a descoloragcdo ndo se relacionaram,
neste caso em estudo. Em geral, houve aumento da coloracdo do efluente tratado
biologicamente, conforme também ja registrado por Garg e Modi (1999), em que é sugerido
que 0s processos bioldgicos podem aumentar a coloracdo do efluente tratado. Comparando-se
com amostra 1, a Amostra 5 tem maior concentracdo de matéria orgénica, 0 que esti
intrinsicamente ligada a concentragdo de carbono e nitrogénio. Fontes de carbono tem grande
importancia para os fungos, pois a oxidacdo deles gera energia para a manuten¢do do Seu
metabolismo e a seletividade das fontes primarias de carbono diferencia-se em cada espécie
fungica. Além disso, uma fonte de nitrogénio prontamente assimilavel é indispensavel para o
desenvolvimento fangico (GARRAWAY; EVANS, 1984) e um equilibrio ideal entre estes
dois nutrientes no meio de cultura é um fator essencial para o crescimento e esporulacdo de
fungos (LILLY; BARNETT, 1951).

A MnP sintetizada durante o tratamento foi quantificada, de acordo com a Figura
26. A producdo de MnP foi menor, considerando-se o efluente 1 como referéncia, o que pode
estar relacionado a maior quantidade de matéria organica nitrogenada presente no efluente,

referindo-se @ maior DQO apresentada pelo efluente 2. O fungo que apresentou maior
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producéo foi o T. versicolor em 24 h de tratamento. A figura 26 mostra a producdo de MnP

durante o tratamento do efluente.
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Figura 26 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da Amostra 5, apds 5
minutos de incubacdo a 30° C em pH 4,5 e vermelho de fenol como substrato.

A variagdo do pH durante o tratamento apresentou uma estreita faixa de variacdo
em pH &cido, conforme mostra a figura 27. Essa variacdo de pH indica que o fungo produz
biomoléculas que mantém o essa condi¢do quimica estavel, ou que compostos da bioatividade
fungica apresentam acidez caracteristica. A disponibilidade de nutrientes inorganicos aumenta
em pH’s &cidos, como o ferro e outros metais de importancia no metabolismo (GADD, 1999).
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Figura 27 — Variacdo do pH da Amostra 5, durante o tratamento com os fungos. O pH do efluente in natura foi
de 6,40.
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A sintese da lacase também foi monitorada, de acordo com o grafico 28, em que
se mostra a cinética enziméatica acompanhada durante 10 min e a producdo da mesma durante
o tempo de tratamento. Apenas o T. versicolor apresentou sintese de lacase, o que indica que
em condicOes do efluente in natura, tanto 0s microrganismos presentes, quanto a inibidores
ndo foram capazes de inibir a sintese enzimatica da lacase. A cinética enzimatica apresentou

certa uniformidade, mesmo se tratando de uma enzima nao purificada.
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Figura 28 — (a) Determinacdo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da Amostra 5, em relacao
ao tempo de reacdo. (b) Variagao da concentracdo da lacase, durante o tratamento bioldgico. O pH reacional foi
igual a 5,0 e a seringaldazina foi usada como substrato.

Nao foi determinada a atividade de LiP durante o tratamento e nem mesmo houve

producdo desta enzima no meio de cultura solido. Em nenhuma forma de tratamento foi
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detectada essa enzima, o que pode ser explicado pela falta de um indutor (lignina) ou mesmo
a baixa concentracdo de oxigénio presente no efluente original. Belinky et al. (2003) associa a
concentracdo de oxigénio a sintese de LiP. Como na amostra 2, o oxigénio dissolvido na
amostra foi igual a zero, o que pode ter sido um indutor a sintese dessa enzima.

O decaimento da DQO (Figura 29), demonstrou que o S. comunne foi capaz de
degradar em 96 h de tratamento cerca de 97%, mas parte da PMS pode ser responsavel pela
DQO refrataria, demonstrando que tal referéncia ndo representa dados concretos sobre a
verdadeira degradacdo do contaminante. Como o sistema é heterogéneo (duas fases), 0 meio
de cultura pode ter sido liquefeito, alterando a DQO do sistema (curvas acima do valor 1,00)
ou mesmo mostrando acréscimo da DQO. Comparando-se com o efluente 1, a relacdo entre as
DQO’s apresentada pelo efluente 2 demonstra que o fungo usou nutrientes contidos no
proprio efluente para seu metabolismo primério e tratado, o que pode indicar que efluente
com altas DQQO’s e DBO pode ser melhor para tratamentos bioldgicos, pois embora ndo se
pdde quantificar DBO, principalmente pela provavel presenca de antibi6ticos, o efluente
apresentou maior viabilidade de tratamento com os fungos.Embora o fungo S. comunne e G.
applanatum ndo apresentaram producdo de lacase, houve significativa diminui¢cdo da DQO, o
que pode levar a crer que sistemas enzimaticos ndo quantificados neste trabalho, como a
tirosinase, ou mesmo sideroforos, tém uma importante atuacdo na degradacdo de poluentes .
O tempo de tratamento também pode ter sido excessivo para o P. chrysosporium e S.
Comunne, o que indica que o meio foi modificado (aumento de DQO e variagédo de pH),
levando a crer que a busca de mais nutrientes pode estar relacionado ao aumento de DQO
(liquefacéo do meio de cultura).

DQOIDQO_

0 24 48 72 96
Tempo de tratamento - h

Figura 29 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da Amostra 5.A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem-se a degradacdo da matéria organica do efluente in natura.
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6.1.2.2-Tratamento do Efluente Autoclavado

A fim de avaliar a interferéncia de microrganismos presentes no efluente in
natura, o efluente foi autoclavado, nas mesmas condigcdes de preparo dos meios de cultura. A
figura 30 mostra o espectro dos caldos filtrados, sendo que o espectro do efluente in natura
foi mostrada, para efeito de comparagéo.

Novamente, houve um aumento da coloracdo (400 nm) do efluente tratado
biologicamente, independentemente do tempo de tratamento. Tal comportamento sugere que a
auséncia de microrganismos (além do fungo), aumenta a sintese de compostos flngicos,
diminuindo a concorréncia por substratos facilmente assimilaveis. Comparando-se com a
variacdo de pH (Figura 32) , a produgdo de acidos organicos também esta relacionado ao
aumento da absorbéncia na regido do UV (GADD, 1999).

A sintese de cinabarina por P. sanguineus foi menor que no efluente in natura, ,
indicando pelo aumento da absorbancia em 435 nm, comprimento caracteristico no visiviel
desse composto, que indica que a presenca de microrganismos estd diretamente ligada a
producdo desse antibidtico.
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Figura 30— Espectro de 300 a 750 nm da Amostra 5 previamente autoclavada e posteriormente
filtrada. (a) 24 horas de tratamento, (b) 48 horas de tratamento, (c) 72 horas de tratamento e (d) 96 horas de
tratamento. O espectro do efluente in natura serve como comparacdo da modificacdo do efluente.

O aumento da coloragédo do caldo filtrado, indicou que o T. versicolor aumentou a
coloragdo do em 2565 % (medidos em 400 nm) comparado com o efluente original, indicando
que o processo bioldgico aumenta a coloragdo do efluente tratado, mesmo sem a presenga de
microrganismos, ou seja, nessas condi¢cdes, microrganismos presentes no efluente é mais
importante na inibicdo ou inducdo de sintese enzimética, o que pode ser comprovado com a
deteccdo e quantizagdo das enzimas em estudo, conforme as condiges.

A MnP produzida durante o processo de tratamento biolégico é mostrada na
Figura 31. O fungo que apresentou maior producdo foi o L. edodes em 72 h de tratamento,

diferentemente do que foi notado no tratamento do efluente in natura.
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Figura 31 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da Amostra 5 autoclavada,
apos 5 minutos de incubagdo a 30° C em pH 4,5 e vermelho de fenol como substrato.

A presenca de microrganismos e a modificacdo do efluente devido ao processo de
desinfeccdo podem ter efeito sobre a sintese de tal enzima, ou também a disponibilidade
maior de contaminantes organicos pode estar relacionada & maior producgdo enzimatica.Nestas
condicGes, apresentou-se maior producao de MnP que o efluente in natura.

A variacdo do pH foi monitorada, de acordo com a Figura 32. Nestas condic¢des, a
faixa de pH final esta mais acida que no efluente in natura (6,4), o que pode indicar que a
mudanca de pH para faixas mais acidas esta relacionada a processos de desinfecgdo usando
antibidticos naturais ou outras biomoléculas. A faixa de pH final do tratamento se encontra na

faixa ideal de atividade enzimatica de lacase, MnP e LiP, conforme ja apresentado.
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Figura 32 — Variacdo do pH da Amostra 5, durante o tratamento com os fungos, com efluente autoclavado. O
pH do efluente in natura foi de 6,40.
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A producdo de lacase é apresentada na figura 33. Nas condi¢Bes apresentadas, a
producdo de lacase foi determinada em trés fungos, Trametes villosa, Trametes versicolor e
Pycnoporus sanguineus, sendo que o T. versicolor apresentou maior producao que no efluente
in natura, mas ao se Notar que outros fungos sintetizam lacase, conclui-se que a presenga de
microrganismos pode inibir a sintese enzimatica, de Trametes villosa e Pycnoporus

sanguineus.
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Figura 33 — (a) Determinacéo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da Amostra 5 autoclavada,
em relacdo ao tempo de reagdo. (b) Variacdo da concentracdo da lacase, durante o tratamento biolégico. O pH
reacional foi igual a 5,0 e a seringaldazina foi usada como substrato.

O decaimento da DQO (Figura 34), demonstrou que o P. chrysosporium foi capaz
de degradar em 96 h de tratamento, cerca de 61 %, mas parte da PMS pode ser responsavel
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pela DQO refrataria, demonstrando que tal referéncia ndo representa dados concretos sobre a

verdadeira degradacdo do contaminante.
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Figura 34 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da Amostra 5. A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem-se a degradacdo da matéria organica do efluente , usando efluente autoclavado.

Como o sistema é heterogéneo (duas fases), o meio de cultura pdde ter sido
liquefeito, alterando a DQO do sistema (curvas acima do valor 1,00). Comparando-se com o
efluente in natura, a relacdo entre as DQQO’s apresentada ndo apresenta correlagdo entre o
fungo que apresenta melhor performance na degradagdo e a sintese de lacase, o que indica que
outros sistemas (enzimaticos e ndo enzimaticos) estdo relacionados ao processo de degradacéao
do contaminante organica solivel. Embora a sintese da lacase ndo pudesse ser relacionada
com a degradacdo do poluente, devido & PMS, os dados apresentados indicam que o que o P.
chrysosporium utilizou preferencialmente os contaminantes do efluente como fonte de

carbono e nitrogénio para a manutencdo de seu metabolismo.

6.1.2.3-Tratamento do Efluente com inducé@o em meio sélido

O espectro dos caldos filtrados revelou que a cinabarina comegou a ser produzida
a partir de 48 h de tratamento (Figura 35).

A maior coloragdo do efluente tratado foi notada quando se usou o P.
chrysosporium e teve um aumento de cerca de 2900% em 96 h de tratamento, sendo que o
fungo que apresentou menor coloracgdo foi o Lentinus edodes em 72 h de tratamento (medido
em 400 nm). Como ja constatado em outras partes de nosso estudo, a coloracdo do efluente
tornou-se maior com o passar do tempo de tratamento, novamente demosntrado que o tempo
de retencéo e a disponibilidade de nutrientes pode aumentar os PMS.

AcroPDF - A Quality PDF Writer and PDF Converter to create PDF files. To remove the line, buy a license.


http://www.acropdf.com

91

Conforme mostrado na amostra 1, a indu¢do do meio so6lido faz com que o P.
sanguineus comecasse a sintetizar cinabarina em meio solido, sendo que em meio liquido, sua
producdo so foi detectada em 48 h de tratamento.
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Figura 35— Espectro de 300 a 750 nm da Amostra 5 filtrada, com indutor em meio sélido. (a)
24 horas de tratamento, (b) 48 horas de tratamento, (c) 72 horas de tratamento e (d) 96 horas de tratamento. O
espectro do efluente in natura serve como comparagdo da modificacdo do efluente.

A producdo de MnP e de LiP foi praticamente nula, o que pode indicar que
contaminantes nitrogenados, bem como a falta de oxigénio dissolvido no efluente (BELINKY
et al.,, 2003) o que pode ter inibido a sintese dessas enzimas, bem como presenca da H,O,
pode ser um fator de inibicdo da atividade enzimatica, principalmente para a MnP (PAICE et
al., 1992).

A Variacdo de pH dos caldos filtrados foi acompanhada, conforme mostra a
Figura 36.
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Figura 36 — Variacdo do pH durante o tratamento com os fungos, com indutor em meio sélido. O pH do efluente
in natura é 6,40.

Os caldos apresentaram uma faixa estreita de pH entre 2,90 a 4,00; o que indica

que o pH ideal para o crescimento de seu micélio e ideal para as enzimas LiP, MnP e lacase
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(WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003), pois o pH &cido também se mateve até
em 96 h de tratamento. Como ja foi registrado em outras formas de tratamento, o pH acido
pode estar relacionados a muitos fatores para garantir o metabolismo estavel dos fungos.

A produgdo de lacase foi iniciada ainda na placa contendo meio sélido e indutor,
como demonstra a Figura 37. Excepcionalmente, o Unico fungo que apresentou producgéo foi o
P. sanguineus.
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Tempo de Tratamento - h

(37a)
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0 2 4 6 8 10
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Figura 37 — (a) Determinacéo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da Amostra 5, com indutor
em meio solido, em relacdo ao tempo de reacgdo. (b) Variacdo da concentragdo da lacase, durante o tratamento
biolégico. O pH reacional foi igual a 5,0 e a seringaldazina foi usada como substrato.

O decaimento da DQO mostrou os fungos P. sanguineus e L. edodes apresentaram
a degradacédo de 61 % , demonstrando que o L .edodes possui um sistema de degradacdo que

ndo envolve lacase, MnP e LiP, entretanto mesmo o P. sanguineus também apresenta
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diferenciado sistema de degradagdo pois, comparando-se com o tratamento do efluente
autoclavado, houve producdo de lacase, mas a performance degradativa de quando se usou o
indutor em meio sélido foi melhor. A Figura 38 mostra a relacdo de DQO, quando se usou 0
efluente contendo fenol como meio de inducéo enzimatica. Embora as concentragdes de fenol
em ambos efluentes sejam relativamente proximas, outros compostos interferiram no

metabolismo flngico.

- GA

2,80 -8-PC

=& PS

2,60 —=SC

- LE
-8—TVe
—TVi
i natura

°

DQO/DQO

0 24 48 72 96

Tempo de Tratamento - h

Figura 38 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da Amostra 5. A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem-se a degradacdo da matéria organica do efluente , usando efluente tratado com indutor em meio sélido.

6.2-Efeito da Inducéo no Meio Solido no Crescimento Micelial

A troca da &gua destilada pelo efluente contendo fenol para a preparacédo do meio
de cultura em meio sélido teve grande impacto no crescimento micelial , exceto para os
fungos Ganoderma applanatum e Schizophyllum commune, pois em cinco dias de
crescimento, os dois fungos tiveram o crescimento micelial em 100% da placa de petri de
valor médio diametral de 10,0 cm. A Figura 40 demonstra a relacdo do crescimento micelial

dos fungos que foram afetados pela substituicdo do meio de cultura sélido.

Meio BGA Amostra1l Amostra 5
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Meio BGA Amostra1 Amostra5

Meio BGA Amostra1 Amostra5
(39)

Figura 39 — Fotos comparativas dos meios sélidos, utilizando-se 0 meio BGA e meios com indugdo das
amostras 1 e 2. (a) P. chrysosporium (b) L. edodes (c) T. villosa (d) T. versicolor e (e) P. sanguineus

Os fungos P. chrysosporium, T. versicolor e L. edodes apresentaram crescimento
radial semelhante ao do meio BGA, mas com reducdo de massa micelial, comprovando que o
uso do efluente dois com o indutor em meio solido ndo teve o resultado indutor esperado. O
fungo P. sanguineus apresentou a producdo de cinabarina usando-se o efluente dois (manchas
amarronzadas) e producdo de lacase na propria placa (2,32 U. mL™), diferentemente do
efluente um, que ndo apresentou produgéo de cinabarina e nem de lacase.

A Tabela 2 mostra a porcentagem de crescimento micelial entre as formas usando
0 BGA, amostra 1 e 5 como indutores em meio sélido.

Tabela 2 — Relagdo do crescimento micelial, nos meios de cultura sélidos BGA, com indutor em meio sélido
com amostra 1 e 5.

Fungo BGA (%) Amostral (%) Amostra5 (%)

GA 100 100 100
LE 100 80 90
PC 100 100 100
PS 100 100 100
SC 100 100 100

TVe 100 100 100

TVi 80 45 60
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6.3-O Método Fotocatalitico
6.3.1-Tratamento da Amostra 1

O meétodo degradativo fotocatalitico foi otimizado, tendo com base a diminuigdo
da absorbancia medida em 400 nm e 300 nm, ap6s 5 min de tratamento. Os melhores
resultados de diminuicdo de absorbancia em 400 nm e 300 nm foram obtidos usando-se
450,00 mL de efluente in natura, 0,1 g de TiO, 180,00 mL.min™ de ar, agitacdo e
temperatura constante a 28° C. Também foi efetuada a fotdlise, para se comprovar que a
degradacéo pela fotocatélise heterogénea é o método degradativo mais importante, conforme

a Figura 40.
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0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 035 040 0,45
Massa de TiO,

Figura 40- Variacdo da absorbancia da amostra 1 tratada fotocataliticamente apds 5 min e temperatura mantida
a 28°C, de acordo com a variagdo da massa do catalisador usado em 450,00 mL de efluente.

O reuso do catalisador foi estudado, sendo que ap6s cinco vezes de uso, 0 mesmo
apresentou perda de 25 % da capacidade catalitica, que pode ser explicado pela oxidagédo do
mesmo, devido ao pH &cido do meio, bem como a propria oxidagdo do 6xido (PERALTA-
ZAMORRA et al., 1998 e ZIOLLI; JARDIM, 1998).

A oxidacdo do efluente foi acompanhada espectrofotometricamente, nos mesmos
comprimentos de onda dos estudos biorremediativos, conforme Figura 41. Notou-se uma
diminuigcdo gradativa tanto nos comprimento de onda do visivel, quanto no UV, indicando que
a matéria orgénica era também oxidada, sem importantes geracdes de intermediarios até
catorze minutos de tratamento, ap6s 16 minutos de tratamento, comegou-se a mudar o
comportamento da curva de absorbancia, o que pode ser explicado pela polimerizagdo e
oxidacdo de compostos nitrogenados (PELEGRINI,1999).
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Figura 41 — Espectro de 300 a 750 nm da amostra 1 tratada fotocataliticamente. O espectro do efluente in natura
serve como comparagdo da modificacédo do efluente.

A variagdo do pH durante o tratamento fotocatalitico foi monitorada, de acordo
com a Figura 42, que o tratamento o pH tendeu a acidificar-se, fato j& relatado por Pelegrini
(1999), devido a formacdo de &cidos e liberacdo de CO, da mineralizagcdo do contaminante

organico.

Absorbancia

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo de tratamento - min

Figura 42 — Variacdo do pH da amostra 1, durante o tratamento fotocatalitico, usando-se 0,1 g de TiO,.

A degradacdo do fenol foi acompanhada, conforme mostra a Figura 43, usando-se
0 método espectrofotométrico. A partir de oito minutos de tratamento, o fenol contido no

efluente foi degradado em 50%, em relacdo & concentragdo inicial. Tal rapidez de
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mineralizacdo esté relacionada ao pH do efluente, que viabiliza a degradagdo deste composto.
A concentragdo do fenol se reduziu a 50 % em 8 min de tratamento, sendo que em 30 min, a
concentracdo de fendis totais foi de apenas 11% da concentracdo inicial, representando uma
eficiéncia de remocdo de fenol do efluente de 89 %. Tal degradagdo mostrou ser bastante
eficiente, comparado a um estudo que Ziolli e Jardim (1998), em que demorou-se 2 h para
degradar o fenol contido numa solugdo de 1,0 x 10 mol.L?, mostrando sinergismo entre
contaminantes, favorecendo a degradacdo (BERVOETS et al., 1996; VANEGAS et al.,
1997).

% Decaimento de fendis totais
o °
@ ©
3 3

o
’N
S

0 5 10 15 20 25 30

Tempo - min

Figura 43 — Curva de decaimento de fendis totais da amostra 1, acompanhado durante 30 min

O decaimento da DQO foi acompanhado, conforme a figura 44, o que indicou que
no tempo de 8 min de tratamento, decaimento de 21%, diferentemente da taxa de decaimento
de fendis totais, mostrando que a fotocatalise € um método que apresenta alto potencial de
degradacéo de fendis em efluentes.

1,10

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de Tratamento - min

Figura 44 — Relacdo entre a DQO final e a DQO inicial, durante o tratamento fotocatalitico da amostra 1.
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6.3.2-Tratamento da Amostra 5

O processo de otimizacdo do processo catalitico deu-se avaliando a diminuicdo
da absorbancia medida em 400 nm (valor maximo na regido do visivel, para o efluente).
Optou-se por 0,200 g de TiO,, pois em 20 min de tratamento, a descoloracdo do efluente foi
de 50%, embora nesse tempo de tratamento, a concentracdo de fenol foi apenas 16% da
porc¢éo inicial do efluente in natura (Figura 45).

1,20

% Decaimento de fendis totais
o
o
3

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de Tratamento - min

Figura 45 — Curva de decaimento de fendis totais da Amostra 5 durante o tratamento fotocatalitico,
acompanhado durante 80 min.

O decaimento da DQO, mostrou que a cinética de degradacdo de fenois totais €
diferente da cinética de diminui¢do de DQO, revelando que ambos ndo apresentam as mesmas
taxas de diminuigéo, pois em 20 min de tratamento, a queda de DQO foi de 40% (Figura 46).
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Figura 46 — Relacdo entre a DQO final e a DQO inicial, durante o tratamento fotocatalitico da Amostra 5.
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O comportamento da degradacdo dos contaminantes apresenta menores taxas a
partir de 10 min de tratamento, indicando que o0s compostos de maior facilidade de
degradacéo sdo oxidados primeiramente.

6.4- O Processo Combinado: Bioldgico e Fotocatalise
6.4.1- Tratamento da Amostra 1

Inicialmente, testou-se o do processo de tratamento bioldgico antes do tratamento
fotocatalitico, usando-se o efluente in natura tratado com o fungo Trametes versicolor, tendo
no meio de cultura a agua substituida pelo efluente (indutor sintético), pois este apresentou a
maior concentracio de lacase em 96 h de tratamento (16,67 U.mL™) e o outro fungo usado foi
o Lentinus edodes (crescido em meio agar-batata) com o efluente in natura, tratado em 72 h,
pois este apresentou a maior redugdo de cor , avaliando a absorbancia a 400 nm. A Figura 47
mostra o acompanhamento do processo fotocatalitico, do efluente previamente tratado com os
dois fungos em estudo. Para a fotocatélise, o tempo de tratamento (0 al6 min), a massa do
catalisador (0,1 g), o volume do efluente (450,00 mL) foram os mesmos usados quando se
tratou o efluente in natura, o que serve de comparacdo para a avaliagdo da eficiéncia do
tratamento. A opcédo de se escolher 8 min de tratamento fotocatalitico foi devido a reducdo de
50 % de fendis totais, pois além de ser uma possivel fonte primaria de carbono (PASSOS,
2006), ele pode servir de indutor para polifenoloxidases (BOLLAG; LEONOWICZ,1984)

Em ambos os tratamentos com os fungos foi registrado o aumento da absorbancia,
tanto no visivel, quanto na UV-A, quando se compara com o efluente in natura, quando se
compara com o efluente previamente tratado, o houve um aumento da absorbancia na regido
do visivel, quando se tratou o efluente com o Trametes versicolor e uma diminui¢cdo quando

se tratou com o Lentinus edodes.
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Figura 47 — Espectro de 300 a 750 nm da amostra 1 tratada com Trametes versicolor em 96 h de tratamento
(22a) e com o Lentinus edodes 72 h(22b), com posterior tratamento fotocatalitico. Notar que O espectro do
efluente in natura e do tratamento de biorremediativo serve como comparacdo da modificacdo do efluente.
Outro ponto analisado foi a variagdo do pH durante o tratamento, sendo que o
tratamento biologico por fungos alterou sensivelmente o pH do sistema, indicando a
bioatividade fungica alterou a composicao do efluente, conforme se mostra na Figura 48. O
tratamento fotocatalitico alterou o pH para, em geral, para valores abaixo do pH inicial,
mostrando assim que o tratamento fotocatalitico de um efluente biologicamente pré-tratado,
também tende a gerar um efluente com pH mais acido. Pelegrini (1999) também notou a
diminuicdo do pH durante o tratamento oxidativo, explicando que a geracdo de &cidos
inorganicos fracos contribuem para tornar o pH mais acido.

4,0

== Efluente in natura
-8=TVe 9% h
wbm 72 h

|
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Figura 48 — Variacdo do pH durante o tratamento combinado da amostra 1, usando-se 450,00 mL de efluente e
0,1 g de TiO,, usando o efluente previamente tratado por Lentinus edodes em 72 h (LE 76 h) e Trametes
versicolor (TVe 96 h).

6.4.1.2 — Tratamento da Amostra 1: Fotocatalise Seguido de Tratamento Bioldgico

A segunda parte do tratamento combinado foi realizada utilizando-se o efluente
tratado fotocataliticamente em sete minutos, conforme ja citado. Escolheu-se esse tempo de
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tratamento, pois a degradacdo do fenol foi de 50% neste tempo. O tratamento com o0s fungos
foi monitorado espectrofotometricamente, de acordo com a Figura 49. Para efeito de
comparagdo, inseriu a curva do efluente in natura e do efluente tratado fotocataliticamente em

sete minutos.
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Figura 49 — Espectro de 300 a 750 nm da amostra 1 previamente tratada por processo fotocatalitico, durante oito
minutos. (a) — 24 horas de tratamento, (b) — 48 horas de tratamento, (c) — 72 horas de tratamento e (d) 96 horas
de tratamento. O espectro do efluente in natura e do tratado fotocaliticamente serve como comparacéo da
modificacéo do efluente.

Nas primeiras 24 h de tratamento, o caldo filtrado apresentou reducdo de
absorbancia, verificado em todos o fungos. A partir de 72 h de tratamento, houve um aumento
da absorbancia, caso ja citado por Aquino (2002), em que o tempo de tratamento se relaciona
com o aumento da coloracdo do efluente tratado e aumento de PMS. O P. sanguineus
apresentou maior coloragdo relacionada a cinabarina, a partir de 48 h de tratamento, caso
similar as outras formas de tratamento ndo combinada.

A variagdo do pH dos caldos filtrados foi monitorado como mostra a Figura 50,
sendo que o intervalo diminuiu, desde o inicio do tratamento, significando que compostos
fungicos foram produzidos em menor quantidade, o que também pdde ser comprovado pelo
espectro. Nessa forma de tratamento combinado, o pH continuou &cido, sendo o valor mais
alto monitorado de 4,1; do efluente tratado pelo fungo Lentinus edodes em 96 horas de
tratamento.
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Figura 50 — Varia¢do do pH da amostra 1 durante o tratamento bioldgico, usando-se o efluente
fotocataliticamente tratado durante 8 minutos com 0,1 g de TiO..
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A determinacdo da atividade enzimatica de manganés peroxidase também foi
avaliada e comparando-se com a atividade quando se tratou com o efluente in natura, ela foi
menor, sendo que somente trés fungos produziram essa enzima. A Figura 51 mostra a

atividade enzimatica durante o tratamento combinado.
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Figura 51 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da amostra 1 previamente
tratado com fotocatélise em 8 min, ap6s 5 minutos de incubacdo a 30° C em pH 4,5 e vermelho de fenol como
substrato.

Como o efluente foi previamente tratado, formas nitrogenadas mais faceis de
serem assimiladas podem ter sido geradas, aumentando a biodisponibilidade de compostos
nitrogenados, inibindo a produgdo de MnP. Quando se usou o efluente in natura, o Trametes
villosa teve a maior producdo (0,404 Abs.mL.min™) e no tratamento com o efluente
fotocatalitico prévio, ndo houve alteracdo da concentragdo dessa enzima.

A atividade da lacase foi acompanhada conforme mostra a Figura 52, mas o
comportamento das curvas apresenta que o fungo Pycnoporus sanguineus em 96 horas de
tratamento apresentou maior atividade enzimatica em 3 minutos de reacdo (13,09 U.mL™),
seguido do Trametes villosa em 24 horas de tratamento que apresentou concentracdo igual a
4,05 U.mL™,

As curvas apresentaram comportamento muito diferente dos outros processos de
tratamento bioldgico, sugerindo que cada fungo reage diferentemente a0 mesmo processo de

tratamento.
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Figura 52 — (a) Determinacéo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados, usando-se o efluente
fotocataliticamente tratado durante 8 min. (b) Variacdo da concentracdo da lacase, durante o tratamento
biolégico. O pH reacional foi igual a 5,0 e a seringaldazina foi usada como substrato.

O decaimento do decaimento da DQO (Figura 53) mostrou que 0 comportamento
apresentado nos outros métodos de tratamento, que fungo presente no sistema heterogéneo
(agar - efluente) modificou o meio, alterando o pH, aumentou a sintese enzimatica da lacase,
tentando obter maior quantidade de fonte de carbono e nitrogénio a partir do meio em que ele

se encontra.
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Figura 53 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da amostra 1 . A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem-se a degradacdo da matéria organica do efluente , usando um efluente previamente tratado
fotocataliticamente durante 8 min.

6.4.2- Tratamento da Amostra 5

Apos a adicdo do catalisador (TiO,) ao efluente tratado com fungo P. sanguineus
e T. versicolor, em 96 h de tratamento, ele se precipitou, impossibilitando o processo
fotocatalitico. Tal comportamento se deve a presenca de PMS, conforme relatos de Aquino
(2002), que associa 0 metabolismo e catabolismos celular ao PMS e que foram adsorvidos
pela superficie do catalisador, formando grumos que impedem grandemente a reacdo de
degradacéo, pois a interface reacional foi comprometida. Foram usados 0,1; 0,2; 0,5; 0,7 e 1,0
g de TiO, e em todos as dispersdes, os resultados foram similares. De acordo com Ziolli e
Jardim (1998), compostos hidrofilicos tendem a serem adsorvidos pelo catalisador. Como 0s
PMS sdo hidrofilicos, assim como o catalisador, tal comportamento impede que a superficie
de reagdo tenha sua eficiéncia no processo de fotodegradacdo. A sintese de PMS em meios
com indutores em meio solido apresentou maior producdo, que pode ser notado pelo aumento
da absorbancia em 300 nm.

O tratamento combinado com o tratamento inicial com a fotocatalise e posterior
tratamento bioldgico, foi efetuado com o efluente in natura tratado durante 20 min e 0,2 g de
TiO;, e volume de 450,0 mL, tendo como processo de selecdo a redugdo da absorbancia em
400 nm e a mudanca da taxa cinética de degradacdo do contaminante orgéanico (dado ndo
mostrado).

O espectro do caldo filtrado da Amostra 5 foi realizado, como mostra a Figura 54.

Observar que o tratamento fotocatalitico aumentou a coloragdo da Amostra 5 e o tratamento
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bioldgico diminuiu a coloracdo em 24 h de tratamento, principalmente o G. applanatum, que

apresentou maior descoloragdo medidos em 400 nm.
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Figura 54 — Espectro de 300 a 750 nm da Amostra 5 tratada fotocataliticamente durante 20 min. (a) 24 horas de
tratamento, (b) 48 horas de tratamento, (c) 72 horas de tratamento e (d) 96 horas de tratamento. Notar que o
espectro do efluente in natura e o fotocataliticamente tratado servem como comparacdo da modificacdo do
efluente.

Durante o tratamento bioldgico do processo combinado, apresentou boa
performace de descoloracdo, se comparado ao efluente previamente tratado, mostrando que a
0 processo de adsorcdo tem importante papel neste processo, exemplificado pelo controle dos
caldos filtrados (dados ndo mostrados).

A sintese da cinabarina foi detectada a partir de 48 h de tratamento e a coloracéo
do caldo tratado com o P. sanguineus apresentou a maior coloragcdo que os outros fungos.
Comparando-se com o efluente fotocataliticamente, apenas o P. sanguineus aumentou a
coloracgdo, diferentemente dos outros fungos que se mesurou uma maior descoloragcdo. Tal
experimento nos leva a crer que a fotocatalise quebrou as moléculas maiores em fracbes
menores, facilitando a degradacdo desses fragmentos ou, conforme trabalho de Morais (2006),
o tratamento inicial da fotocatalise e posterior tratamento bioldégico com fungos, altera a
relagdo de biodegradabilidade do efluente, que é entendido pela relacéo entre a DBOs/DQO.

A producdo de MnP quando se usou o efluente fotocataliticamente tratado
demonstrou que apenas cinco fungos produziram tal enzima, o que pode indicar que o pré-
tratamento tenha diminuido a presenca de inibidores de tal enzima (matéria orgénica
nitrogenada, azida sodica), pois se comparando ao efluente in natura tratado com os fungos,
menor quantidade de fungos produziram MnP, mas a producdo foi maior (0,156 Abs. mL.
min™). Entretanto, para a enzima LiP , a sua sintese n4o foi detectada, pois novamente nao foi
possivel detectar a presenca de tal enzima, mesmo em meio de cultura sélido. A Figura 55
mostra a produgdo de MnP durante o tratamento com as sete linhagens flngicas.
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Figura 55 — Determinacdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados da Amostra 5 do efluente
previamente tratado com fotocatalise em 20 min, ap6s 5 minutos de incubacéo a 30° C em pH 4,5 e vermelho de
fenol como substrato.

A variagdo do pH dos caldos filtrados foi monitorado, conforme mostra a Figura
56. Como ja foi notada, a faixa de pH acido foi entre 3,0 a 5,0; notadamente repetitivo durante
todo o processo bioldgico, o que reforca que o pH ideal para os fungos em estudo € o pH
acido. Observou-se que o pH manteve-se mais estavel durante o tratamento bioldgico,
diferentemente da outras formas de tratamento, que havia uma oscilagio de pH,
possivelmente devido a disponibilidade de compostos mais facilmente biossimilaveis, o que
pode ter inibido a sintese de compostos &cidos, responsaveis pela manutencdo de pH ideal
para o crescimento do micélio em meio liquido.
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Figura 56 — Variacdo do pH durante o tratamento bioldgico da Amostra 5, usando-se o efluente
fotocataliticamente tratado durante 20 minutos, com 0,2 g de TiO..

AcroPDF - A Quality PDF Writer and PDF Converter to create PDF files. To remove the line, buy a license.


http://www.acropdf.com

110

A producédo de lacase foi acompanhada durante o tratamento, conforme a Figura
56. Nestas condicdes, a sintese da lacase por T. villosa foi detectada apenas em 24 h de
tratamento, sendo que a producdo dessa enzima ndo foi detectada em meio sélido. Para o P.
sanguineus, a producdo enzimatica foi menor se comparado ao tratamento com efluente in
natura, levando a crer que a fotocatélise inicialmente degradou compostos mais facilmente
assimilaveis pelas espécies fungicas, privando-as de substratos importantes para a sintese
enzimatica.
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Figura 57 — (a) Determinacdo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da Amostra 5, usando-se o
efluente fotocataliticamente tratado durante 20 min. (b) Variacéo da concentragdo da lacase, durante o
tratamento bioldgico. O pH reacional foi igual a 5,0 e a seringaldazina foi usada como substrato.

O decaimento da DQO foi mesurado, como mostra a Figura 58. O gréfico mostra
que ndo houve diminuicdo da DQO durante o tratamento, refor¢ando a proposicdo de que a
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fotocatalise degradou inicialmente 0s compostos de maior importancia ao metabolismo

bioldgico, deixando contaminantes recalcitrantes ainda presentes no efluente.
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Figura 58 — Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da Amostra 5. A linha mais escura indica que abaixo
dela, tem se a degradacdo da matéria organica do efluente , usando um efluente previamente tratado
fotocataliticamente durante 20 min.

Embora o contaminante organico represente um problema ambiental, para o
tratamento bioldgico, alguns contaminantes facilmente assimilaveis podem a vir a ser um
importante suporte para o crescimento microbiano, auxiliando e viabilizando 0 uso dessa
metodologia para o tratamento de efluentes, portanto, o tratamento fisico-quimico da
fotocatalise heterogénea inicial para efluentes posteriormente tratados biologicamente, pode
ndo representar um interessante metodologia para degradacéo de poluentes organicos.

6.5 Avaliacao da distribuicdo de massas, usando espectrometro de massa e sua relagio
com a toxicidade do efluente

De acordo com Aquino (2002), processos bioldgicos produzem compostos de alto
peso molecular (>100.000 Da) e de baixo peso molecular (<1.000Da) que sdo os PMS.
Geralmente os compostos de alto peso molecular sdo de maior dificuldade de biodegradagéo,
sendo que os de menor peso, apresentam maior DQO.

6.5.1-Tratamento da Amostra 1

Para verificar se houve aumento de compostos com maiores massas que o efluente
in natura, indicando uma biotransformacdo dos contaminantes organicos, foram feitos varios
espectros de massa, tendo como comparagéo o efluente in natura, conforme mostra a Figura
59.
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Figura 59 — Espectro de massa da amostra 1 em modo positivo, com relacdo m/z entre 50 e 1000 Da. (a) G.

applanatum (b) P. chrysosporium (c) P. sanguineus (d) S. comunne (e) L. edodes (f) T. versicolor (g) T. villosa e
(h) Efluente in natura. Todos os espectro séo relativos aos tratamentos com o efluente in natura e fungos.

Santiago (1999), também estudou compostos de baixo peso molecular que

mimetizavam fenoloxidases, o que pode ser um importante meio de tratamento ou mediador
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das enzimas, principalmente a lacase. Ao se avaliar a relacdo carga e massa igual a 135,1 ,
alguns fungos em 96 h de tratamento foram capazes de diminuir grandemente a intesnsidade
deste contaminante, como o T. villosa tratado em efluente in natura, o P. sanguineus tratando
o efluente autoclavado, o P. chrsosporium tratado com indutor em meio sélido, S. comunne e
T. versicolor tratado com efluente previamente tratado por fotocatalise. Tal diminuicdo indica
a degradacao de compostos presentes no efluente in natura.

A forma de tratamento da amostra 1 que apresentou maior producdo ou
polimerizagdo de compostos foi quando se usou o fungo P. sanguineus, tratando um efluente
fotocataliticamente tratado durante sete minutos, o que pode relacionar com o “stress” em que
este fungo pode ter sido submetido durante o tratamento bioldgico (diminuicdo de fontes de
carbono e nitrogénio, presenca de compostos tdxicos, como o fenol, etc.). Embora tenha
havido uma maior producdo de biomoléculas, avaliando-se a toxicidade (Figura 60) com a A.
salina, o P. sanguineus ndo aumentou a toxicidade, comparando-se com o efluente né&o
tratado.A forma de tratamento que apresentou resultados com maior porcentagem de
mortalidade foi quando se usou ou indutor em meio sélido, o que pode indicar que 0 meio se
tornou mais téxico para o fungo, fazendo que os fungos diferenciassem o metabolismo.
Entretanto, o fungo L. edodes diminuiu a toxicidade do efluente, quando usado o indutor em
meio sélido, indicando massa que o0 a inibicdo catabdlica por excesso de fontes primérias de
carbono e nitrogénio para o fungo citado, diminua a toxicidade do efluente.

Em geral, nas condicbes do tratamento com o efluente pré-tratado
fotocataliticamente, houve maior producdo de biocompostos de baixa molecular, que de
acordo com Aquino (2002), sdo mais propensos a biodegradacdo. Embora apresente um pico
recorrente em 157,1 (m/z) ndo foi possivel determinar que substancia é, pois necessitar-se-ia
de purificacdo e avaliacdo de bandas de estiramento em infra-vermelho, para se determinar a
possivel estrutura molecular. Compostos de alta massa molecular podem ter sido
fragmentados, embora se tomou o cuidado de ndo fornecer energia capaz de tal feito, devido

ao alto potencial aplicado no eletrospray.
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Figura 60 - % mortalidade dos nauplios de A. salina, submetidos ao teste de toxicidade da amostra 1. As
amostras correspondem a 96 h de tratamento

6.5.2-Tratamento da Amostra 5

A distribuicdo de massas da Amostra 5, sob varias formas de tratamento, também
foi efetuada, conforme mostra a Figura 61. Similarmente a amostra 1, a forma de tratamento
que apresentou maior producdo de biocompostos de baixa massa molecular foi quando se

usou o efluente previamente tratado fotocataliticamente.
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Figura 61 — Espectro de massa da Amostra 5 em modo positivo, com relagdo m/z entre 50 e 1000 Da. (a) G.
applanatum (b) P. chrysosporium (c) P. sanguineus (d) S. comunne (e) L. edodes (f) T. versicolor (g) T. villosa e
(h) Efluente in natura. Todos os espectro sdo relativos aos tratamentos do efluente in natura e fungos.

O fungo que teve maior producdo de biocompostos foi o T. versicolor, quando se
usou o efluente in natura. Comparando-se com a porcentagem de mortalidade (Figura 62) dos
nauplios de A. salina, houve um crescimento da porcentagem de mortalidade do efluente,
indicando que relagdo direta entre producdo de compostos de baixo peso molecular e o
aumento da toxicidade do efluente. A forma de tratamento que, em geral, aumentou a
toxicidade foi quando se utilizou o efluente in natura, o que possivelmente esta relacionado a
sintese e de antibiéticos naturais, como a cinabarina (SMANIA; SMANIA-
JUNIOR;LOGUERCIO-LEITE, 1998).

A forma de tratamento que apresentou melhores resultados de toxicidade foi
quando se usou o efluente previamente tratado fotocataliticamente, o que reforca a
possibilidade do antibidtico natural (cinabarina) ser o maior causador do aumento da
toxicidade, bem como a presenca de compostos menos biodegradaveis, resultantes da
degradacéo do contaminante organico.

Avaliando-se 0s compostos com relagdo massa/carga 135,1, apenas o fungo S.
commune tratando a Amostra 5 (efluente in natura) foi capaz de diminuir a intensidade deste
contaminante, diferentemente da amostra 1 , que outros fungos em diversas formas de

tratamento foram capazes de diminuir a intensidade deste contaminante.
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7-CONCLUSOES

Avaliando-se o decaimento da DQO do efluente, a melhor forma de tratamento da
amostra 1 e 5 foi usando-se o fungo S. commune (78 %), sendo o efluente in natura e com
indutor em meio sélido com indutor em meio sélido em 48 h de tratamento (amostra 1) e
tendo o efluente in natura sem tratamento prévio da amostra (78 %) em 48 h de tratamento,
para Amostra 5. Ndo se comprova a relacdo entre degradacdo e sintese de lacase e de
manganés peroxidase nas condicOes estudadas, 0 que pode ser sugerido que a processos nao
enzimaticos poderiam estar relacionados a degradacdo do contaminante organico. Avaliando-
se a toxicidade do efluente final, aumentou a toxicidade do efluente na amostra 1, indicando
que um possivel stress metabolico levou o fungo a produzir compostos de maior toxicidade e
na Amostra 5, a toxicidade diminuiu possivelmente devido a maior quantidade de matéria
organica disponivel para manutengdo do metabolismo primério.

Em geral, houve um aumento de coloracgdo do efluente tratado biologicamente, em
todas as formas de tratamento, caso ja relatado na literatura cientifica (KUNZ et al., 2002).

Avaliando-se 0 uso combinado dos métodos, conclui-se que o tratamento
biolégico com fungos seguido do tratamento de fotocatalise apresenta baixo rendimento,
devido & adsor¢do de PMS ao TiO,. Usando-se o pré-tratamento fotocatalitico, seguido do
tratamento bioldégico com fungos, os resultados também apresentaram baixo rendimento de
degradacédo, possivelmente devido a maior disponibilidade de compostos ndo biodegradaveis
resultantes do processo degradativo. Comparando-se todos os métodos, o melhor rendimento
degradativo € quando se usa o efluente in natura e sem qualquer pré-tratamento para a
Amostra 5, ou com indug¢do no meio sélido (amostra 1), indicando que o tratamento biolégico
com fungos pode ser um método interessante de tratamento do efluente da industria
farmacéutica.

Embora o S. comunne ndo tenha produzido lacase em nossos experimentos, a
literatura cientifica mostra que ele pode produzir tal enzima (DE VRIESS, KOOISTRA,
WESSELS, 1986). O fungo L. edodes também ndo produziu lacase, mas também ha estudos
que mostra a sintese dessa enzima por L. edodes, cultivado em condic¢Ges diferentes das que
foram estudadas neste trabalho (ZHAO; KWAN, 1999 e NAGAI et al., 2002). Se avaliarmos
a producgéo de lacase, para a amostra 1, o T. versicolor apresentou maior producdo dessa
enzima em 96h de tratamento, usando o indutor em meio sélido (17,00 U. mL™).Para a
amostra 5, o fungo que apresentou maior producgdo foi também o T. versicolor em 96 h de
tratamento, mas usando o efluente autoclavado e efluente in natura (45,00 U. mL™).
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A producéo de manganés peroxidase teve maior expressdo na amostra 1 quando se
usou o P. chrysosporium em efluente autoclavado em 48 h de tratamento (4,500 Abs mL. min’
1) indicando que a presenca de microrganismos foi importante para a inibicdo da producéo
dessa enzima ou mesmo concorréncia por substratos essenciais (nitrogénio e carbono) e o G.
applanatum em 72 h de tratamento de efluente fotocataliticamente tratado durante 7 min
(4,000 Abs mL. min™), indicando que para esse fungo, a indisponibilidade de nutrientes induz
a producdo de MnP. Para a amostra 5, o P. chrysosporium com efluente autoclavado tratado
em 24 apresentou maiores resultados (8,500 Abs mL. min?) e P. sanguineus em 72 h de
tratamento com efluente autoclavado (8,000 Abs mL. min®), também indicando que a
presenca de microrganismo pode ter sido um fator de inibicdo dessa enzima, no tratamento do

efluente.
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8-RECOMENDACOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Adicionar glicose e fontes de nitrogénio (proteina, NHz, NO3") ao efluente e estudar se
tal procedimento pode vir a melhorar o processo de degradacdo de matéria organica,
ou mesmo inibir ou induzir a sintese enzimatica de lacase, MnP e LiP;

Adicionar apenas esporos dos fungos em estudo, pois assim, dados referentes a DQO
podem apresentar maior confiabilidade sobre o processo degradativo;

Uso combinado de fungos produtores de lacase, MnP e LiP com fungos que ndo
produzem tais enzimas, mas que se mostraram eficientes no tratamento de efluentes;
Uso de reator com injecdo de ar ou oxigénio, para aumentar a quantidade de O,
dissolvido, na tentativa de aumentar a producdo de peroxidases (MnP e LiP);

Uso de suportes fisicos para o crescimento dos fungos, tais como fios de nylon,
crisotila, plasticos, etc.
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APENDICE

Espectros de massa

Amostra 1 sem tratamento

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of Efluente-OL wiff (Turbo Spray) Max. 1.0e8 cps!
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Amostra 1 com tratamento

Ganoderma applanatum

Efluente in natura
Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of Efluente-OL wiff (Turbo Spray) Max. 1.0e8 cps!
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Efluente autoclavado

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of GA aLLwiff (Turbo Spray) Max. 14e8 cps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of GA Wit (Turbo Spray) Max. 5.6e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of GA AWt (Turbo Spray) Max. 1.0e8 cps!
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Phanerochaete chrysosporium

Efluente in natura
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Efluente autoclavado

[ QL 21 MCA scans from Saple 1 (TuneSarmplelD) of PC auwiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of PC 3wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ops;
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of PC Awiff (Turbo Spray) Max. 7.6e7 cps!
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443

Pycnoporus sanguineus

Efluente in natura

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of PS inwiff (TUrbo Spray) Max. 5.6e7 ops!

1571
5.5e7

5.0e7

4.5e7

4.0e7

3.5¢e7

3.0e7

2810
2.5e7

Intensity, cps

2.0e7

157

10e7

5.0e6

50096046 6829 7266 7712 8406 88479046 9726

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 80 900 950 1000
mz, amu

AcroPDF - A Quality PDF Writer and PDF Converter to create PDF files. To remove the line, buy a license.


http://www.acropdf.com

143

Efluente autoclavado

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSartplelD) of PS aLLwiff (Turbo Spray) Max. 14e8 cps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of PS 3wiff (Turbo Spray) Max. 1.2e8 ops;
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of PS 4wt (Turbo Spray) Max. 8.2e7 ¢ps!
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Schyzophyllum commune

Efluente in natura

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of SC Lwiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ops!
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Efluente autoclavado

[ QL 21 MCA scans from Saple 1 (TuneSarplelD) of SC auwiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of SC 3.wiff (Turbo Spray) Max. 1.0e8 ops;
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of SC Awiff (Turbo Spray) Max. 1.2e8 ¢ps!

1571

1.18e8

1.10e8

1.00e8

9.00e7

8.00e7

Intensity, cps
& o1 o ~
E 8 8 §

_(§‘)

2.00e7

1.00e7

3650 4369
ha 023 “4%69 5269 5587 612.9672.7%.6885 728674287824 850.7,868.9 905

50 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 80 900 950 1000
m'z, amu

Lentinus edodes

Efluente in natura

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of LE Inwiff ( Turbo Spray) Max. 5.1e7 ops!
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Efluente autoclavado

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarplelD) of LE aLLwiff ( Turbo Spray) Max. 1.3e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of PC 3wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ops;
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of LE 4.wiff (Turbo Spray) Max. 1.2e8 ¢ps!
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Trametes versicolor

Efluente in natura

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of TVe inwiff (Turbo Spray) Max. 9.1e7 ops;
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Efluente autoclavado

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarTplelD) of TVE aLlwiff (TUrbo Spray) Max. 1.3e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of TVe 3.wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ops;
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSartplelD) of Tve AT (Turbo Spray) Max. 9.5e7 ¢ps!
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Trametes villosa

Efluente in natura

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarplelD) of TV It (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ops!
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Efluente autoclavado

[l +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of TVI auwitf ( Turbo Spray) Max. 1.3e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of TVi 3.wiff (Turbo Spray) Max. 1.3e8 ops;
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of TVi Wit (TUrbo Spray) Max. 1.0e8 cps!
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Espectros de massa

Amostra 5 sem tratamento

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of Efiuerte 02 Wit (TUrbo Spra) Max. 7.2e7 ¢ps!
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Amostra 5 com tratamento
Ganoderma applanatum

Efluente in natura

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of GA in (02).wiff (Turbo Spray) Max. 3.8e7 ops!
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of GA au (02).wiff (Turbo Spray) Max. 8.2e7 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of GA foto (02).wiff (TUrbo Spray) Max. 9.1e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of GAind (02).wiff (Turbo Spray) Max. 5.5e7 ops!
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5.0e6

Phanerochaete chrysosporium

Efluente in natura

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of PC i (02)-wiff (Turbo Spray) Max. 5.9e7 ops!
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of PC au (02).wiff (Turbo Spray) Max. 1.1e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of PC foto (02) Wt (Turbo Spray) Max. 8.6e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of PCind (02).wiff (Turbo Spray) Max. 857 ¢ps!
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Pycnoporus sanguineus

Efluente in natura

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of PS in (02).wiff (Turbo Spray) Max. 6.9e7 ops;
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of PS au (02).wiff (Turbo Spray) Max. 1.1e8 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of PS foto (02) Wit (Turbo Spray) Max. 9.0e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of PSind (02).wiff (Turbo Spray) Max. 7.9e7 ops!
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Schyzophyllum commune

Efluente in natura

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of SCin (02).wiff (Turbo Spray) Max. 6.3e7 ops;
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of SC au (02).wiff (Turbo Spray) Max. 9.3e7 ops!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarrplelD) of SC foto (02) Wt (Turbo Spray) Max. 9.5e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of SCind (02).wiff (Turbo Spray) Max. 7.6e7 cps!
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Lentinus edodes

Efluente in natura

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of LE in (02).wiff (Turbo Spray) Max. 7.2e7 ops;
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of LE au (02).wiff (Turbo Spray) Max. 8.9e7 ops!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarplelD) of LE foto (02).wilf (Turbo Spra) Max. 9.0e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of LE ind (02).wiff (Turbo Spray) Max. 7.0e7 cps!
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Trametes versicolor

Efluente in natura

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of TVe in (02)wiff (Turbo Spray) Max. 6.7e7 ops!
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of TVe au (02).wiff (Turbo Spray) Max 9.1€7 ops!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ +QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of TVe foto (02).wiff (Turbo Spray) Max. 8.0e7 ops!
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Efluente tratado com fungo com indutor em meio solido

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanplelD) of TVe ind (02).wiff (Turbo Spray) Max. 8.2e7 ¢ps!
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Trametes villosa

Efluente in natura

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of TVA in (02).wiff (Turbo Spray) Max. 5.1e7 ops;
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Efluente autoclavado

Ll +QL: 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSanrplelD) of TVi au (02).wiff (Turbo Spray) Max. 8.2e7 ¢ps!
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Efluente fotocataliticamente tratado com posterior biorremediagéo

[ QL 21 MCA scans from Sample 1 (TuneSarmplelD) of TV foto (02). Wit (Turbo Spray) Max. 9.8e7 ops!
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