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RESUMO

KIST, Cristiane Patricia. Estudo da degradacdo de compostos nitroaromaticos
utilizando fungos do género Pleurotus. 2013. 115 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Programa de Pdés-Graduacdo em Tecnologia,
Centro Federal de Educacao Tecnoldgica do Parand. Curitiba, 2013.

Os fungos do género Pleurotus sé&o basidiomicetos que se destacam na degradacao
de substancias recalcitrantes do ambiente, como por exemplo, 0S compostos
nitroaromaticos, que s&o poluentes prioritarios constituintes do efluente Agua
Vermelha (AV), uma agua residuéria gerada em uma das etapas de fabricagdo do
explosivo comercial e militar 2,4,6-trinitrotolueno (TNT). O objetivo deste trabalho foi
estudar a capacidade dos fungos Pleurotus ostreatus POS 560 e Pleurotus floridae
PSP 1 de degradar os compostos nitroaromaticos presentes na AV. O potencial
impactante deste efluente foi avaliado com base em antecedentes bibliograficos
relevantes e através de ensaios de caracterizagao fisica, quimica e ecotoxicologica.
Para avaliar aspectos relacionados com a ecotoxicologia dos efluentes, bioensaios
foram realizados utilizando-se Daphnia magna e apresentaram o Fator de
Toxicidade (FT) 16 para o efluente AV na concentracdo de 1% e FT 4 para o
efluente AV 0,5% em 24 horas do ensaio demonstrando a toxicidade e a importancia
do seu tratamento. Os estudos de tratabilidade fungica foram baseados na conducéo
de um procedimento com planejamento fatorial de experimentos realizado em meio
soélido, onde o crescimento foi medido em funcéo da variacdo de: espécie do fungo,
pH, concentracdo do efluente e concentracdo de glicose. Dentre os fatores mais
favoraveis estatisticamente, destacaram-se a concentracdo de efluente (0,5%), a
espécie de fungo P. floridae, o pH 6,0 e concentracdo de 10 g/L de glicose. Estas
condi¢cBes foram consideradas como base experimental para o tratamento fungico
do efluente AV da industria de explosivos por 15 dias em meio liquido com frascos
agitados. Os resultados obtidos indicaram que o P. floridae nas condi¢cGes de estudo
foi capaz de reduzir os parametros de DQO, DBO e Fenodis em 55, 51 e 25%
respectivamente. Obteve-se também reducéo da toxicidade em relacéo ao bioensaio
realizado com D. Magna, onde o FTp baixou para 4 em 48 horas. Adicionalmente, P.
floridae foi capaz de converter e degradar totalmente ambos o0s compostos
nitroaromaticos identificados (2,4 e 2,6-dinitrotolueno) em tempos da ordem de 2 e 8
dias. O conjunto de resultados obtidos indicam e sugerem que P. floridae possui
potencialidade para a remediacdo de efluentes contendo espécies quimicas de
relevancia ambiental como 0s compostos nitroaromaticos.

PALAVRAS-CHAVE: Nitroaromaticos, 2,4,6-trinitrotolueno, Biorremediacdo, Fungos
da podridao branca.



ABSTRACT

KIST, Cristiane Patricia. Study of degradation of nitroaromatic compounds using
fungi of the genus Pleurotus. 2013. 115 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental) — Programa de Pés-Graduacdo em Tecnologia, Centro
Federal de Educacéo Tecnoldgica do Parand. Curitiba, 2013.

The fungi of the genus Pleurotus are basidiomycetes that stand out in the
degradation of recalcitrant environmental substances. For example, nitroaromatic
compounds, which are priority pollutants constituents of the effluent Red Water (RW),
a wastewater generated in one of the manufacturing steps of commercial and military
used explosive 2,4,6-trinitrotoluene (TNT). The objective of this work was to study the
ability of fungi Pleurotus ostreatus and Pleurotus floridae POS 560 PSP 1 to degrade
nitroaromatic compounds of the RW. The potential impact of this effluent was
evaluated based on a relevant bibliographical history and through physical, chemical
and ecotoxicological testing assessment. To evaluate aspects related to effluent
ecotoxicology, bioassays were conducted using Daphnia magna, showing a toxicity
factor (TF) 16 in a 1% RW concentration and FT 4 in a 0.5% RW concentration
during a 24 hour testing, proving its toxicity and the importance of its treatment. The
fungal treatability studies were based on the conduct of a procedure with factorial
planning of experiments performed on solid medium, where growth was measured
considering the variation of fungal species, pH, effluent concentration and glucose
concentration. Among the most favorable factors, stood out the 0.5% effluent
concentration, P. floridae fungus species, pH 6.0, and 10 g/L glucose concentration.
These conditions were considered as the experimental basis for the fungal treatment
of RW explosives industry effluent for 15 days in liquid medium in shaker flasks. The
results indicated that P. floridae was able to reduce the parameters of COD, BOD
and phenols at 55, 51 and 25% respectively. It was also obtained less toxicity
compared to the bioassay using D. magna, where TF decreased to 4 in 48 hours.
Additionally, P. floridae was able to fully convert and degrade both nitroaromatic
compounds identified (2,4 and 2,6 dinitrotoluene) between 2 and 8 days interval. The
results indicate and suggest that P. floridae have potential for the remediation of
wastewater containing chemical species with environmental relevance as
nitroaromatic compounds.

KEYWORDS: Nitro aromatics, 2,4,6-trinitrotoluene, Bioremediation, White rot fungi.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo ambiental e uma das suas manifestagdes mais comuns, a
contaminacdo de aguas e solos, sdo problemas que devem ser estudados com
intuito de viabilizar meios para sua minimizagdo. Embora seja importante e
altamente relevante a economia de recursos nos processos produtivos através da
gestdo integrada das aguas residuarias, outras medidas, como investimentos em
tecnologias alternativas e eficientes vém ganhando destaque.

Dentro do contexto da poluicdo industrial hidrica, varios sao os
contaminantes presentes nos efluentes e todos requerem atencdo e tratamento
eficaz. Muitos efluentes ainda n&o recebem tratamento adequado, sendo
descartados no ambiente, ainda com alta toxicidade e com biodegradabilidade
reduzida.

A industria de explosivos produz dois tipos de efluentes, chamados de Agua
Amarela (AA) e Agua Vermelha (AV). E necesséario buscar formas adequadas de
tratamento dos compostos presentes nestes efluentes, como 0s nitroaromaticos.
Porém o tratamento de efluentes contendo espécies quimicas desta natureza é
bastante dificultado pelo seu marcante carater toxico (CAVALOTTI, 2008).

Para o tratamento de compostos nitroaromaticos, como o 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT), processos fisicos e quimicos sédo estudados, como 0 processo
redutivo fundamentado no uso de ferro metalico, o processo foto-Fenton
(HELFERICH, 2012), e também o uso de processos bioldégicos. Como alternativa ao
tratamento bioldgico por bactérias, que sao por vezes inibidas por compostos muito
toxicos, surge o tratamento utilizando fungos que vem crescendo como nova
tecnologia para o tratamento de compostos recalcitrantes. Os fungos conseguem
degradar esses contaminantes, porque produzem inumeras enzimas ligninoliticas
(SALVI, 2011), degradando assim compostos toxicos.

Os fungos basidiomicetos do género Pleurotus sdo reconhecidos como
degradadores de substancias recalcitrantes e sdo estudados para degradagcédo de
TNT (ESTEVE-NUNEZ et al., 2001; KIM; SONG, 2000), bem como outros fungos,
como Phanerochaete chrysosporium (SILVA, 2009; VALLI et al., 1992). Rho et al.

(2001) conseguiram realizar a biotransformagédo do TNT em uma taxa de 100%
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utilizando P. chrysosporium, porém perceberam que para mineralizar o TNT seria
necessario otimizar as condi¢fes de cultivo que maximizassem a biorremediacéo.
Neste contexto, o presente trabalho visa avaliar de que maneira fungos do
género Pleurotus utilizam ou dependem de elementos nutritivos de um meio de
cultivo a base do efluente Agua Vermelha. Também espera-se contribuir no
desenvolvimento de processos em meio liquido que proporcionem um maior
rendimento em biomassa, atividade enzimatica, degradacdo de compostos

nitroaromaticos e reducao de toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a capacidade do género Pleurotus para a biorremediacdo do

efluente industrial denominado Agua Vermelha (AV).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o efluente industrial AV segundo parametros fisicos, quimicos e
ecotoxicolégicos;

e Identificar os principais efeitos que influenciam a velocidade de crescimento
micelial de P. ostreatus POS 560 e P. floridae PSP 1 utilizando o efluente AV
e seus constituintes;

e Identificar as melhores condicbes para o biotratamento do efluente AV,
através de planejamento experimental e cultivo liquido;

e Estudar sob condi¢des otimizadas a cinética e eficiéncia de biodegradacédo de
espécies nitroaromaticas do efluente AV em frascos agitados.

e Caracterizar o efluente AV apds tratamento fungico sob condi¢cBes otimizadas.
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3 CONTEXTUALIZAGCAO DO ASSUNTO

O crescimento industrial estende-se aos dias atuais, porém, isso trouxe
como consequéncia a degradacao do ambiente, uma vez que, para a transformagao
de matérias-primas em bens manufaturados, muitas substancias indesejadas séo
produzidas e tém como destino final o meio ambiente (BABA et al., 2009).

As industrias de modo geral sdo fundamentais para a vida na sociedade
atual, pois a partir delas é retirada a subsisténcia dos seus envolvidos, como
trabalhadores, empregadores, e além da clientela que a mesma atinge e
consequentemente dela beneficia-se. Em suma, dependemos da industrializacao,
porém a mesma causa a degradacéo e poluicdo ambiental.

Uma das formas de minimizar essa poluicdo é a biorremediacdo, que
envolve a utilizacdo de micro-organismos, de ocorréncia natural ou cultivados, para
degradar contaminantes em aguas subterraneas e em solos. Neste caso,
geralmente, os micro-organismos utilizados sdo bactérias, fungos filamentosos e

leveduras (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

3.1 COMPOSTOS NITROAROMATICOS

A producdao, o teste e o0 uso de explosivos, fundamentados quimicamente em
compostos nitroaromaticos, vém desde o século XIX contaminando solos e aguas.
No comeco do século XX, pesquisadores ja tinham desenvolvido mais de 60 novos
compostos, a maioria deles nitroaromaticos, como o 2,4,6 trinitrotolueno (TNT), que
h& muito tempo vem dominando o mercado mundial de explosivos (RODRIGUES et
al., 2007).

Explosivos nitroaromaticos, como o TNT, de acordo com Cavalotti (2008),
surgiram ha mais de 50 anos, principalmente para substituir a instavel nitroglicerina.
Em geral, explosivos a base de TNT sdo mais seguros, desde a fabricagdo até o
uso. Estes sao classificados de acordo com a sua utilizagéo, sendo o trinitrotolueno

um dos principais explosivos secundarios (BRUM, 2010).
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Com uma producdo mundial de explosivos estimada em 108 toneladas/ano,
estes materiais aparecem como importantes agentes de contaminacdo ambiental
(GUERRA, 2011).

3.1.1 Trinitrotolueno (TNT)

O TNT (Figura 1) é um dos compostos nitroaromaticos mais comuns. E
mutagénico e apresenta efeitos toxicos em algas, peixes, seres humanos e outros
vertebrados (CAVALOTTI, 2008).

CHj
O,N NO,

NO,

Figura 1 - Estrutura quimica do 2,4,6 trinitrotolueno (TNT).

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos EUA considera estes
compostos como poluentes prioritarios, de elevado potencial impactante, além de
terem elevado carater carcinogénico (RODRIGUES et al., 2007).

A principal fonte de contaminacdo por nitroaromaticos esta associada aos
processos industriais. A descarga de rejeitos gerados durante a manufatura e o
processamento, bem como o nivel de contaminacdo causado variam amplamente,
dependendo da intensidade das operacdes de manufatura e da eficacia das
tecnologias empregadas no tratamento dos residuos (RODRIGUES et al., 2007).

O mais importante explosivo nitroaromatico, o TNT, segundo Cavalotti (p. 02,
2008),

€ produzido por nitracdo sequencial do tolueno, reacéo realizada em trés
estagios e na presenca de acido nitrico e sulfarico. A formagéo do composto
trinitrado ocorre somente no terceiro estagio, juntamente com diversas
impurezas, as quais séo retiradas do produto por sucessivas lavagens com
agua.
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Desta producédo, a maior parte das impurezas € removida por processos de
lavagem realizado com agua e posteriormente com solugdo de sulfito de sodio,
gerando dois tipos de efluentes denominados Agua Amarela (AA) e Agua Vermelha
(AV) (RODRIGUES et al., 2007).

O destino final dos efluentes da industria de explosivos segundo Helferich
(2012); Rodrigues (2005); Hofrichter et al. (1998), sdo a incineragdo, porém esta
possui algumas desvantagens, como a emissédo de gases. Na Figura 2, segue um
fluxograma da geracao do explosivo TNT e a geracéo de seus efluentes, AV e AA.

Tolueno + HNO;z; e H,SO4 — TNT + impurezas

U

Impurezas sollveis e insolliveis em H,0O

J

Purificacdo do TNT com lavagens sucessivas

U U

Lavagem com H,O a 900 C° Lavagem com Na,SO;
Remocéo:
* 4cidos minerais; Reacado com os isbmeros assimétricos
* nitrofendis; do TNT, formando espécies sollveis
« acido trinitrobenzdico; em H,0.
* tetranitrometano.

g g

Efluente agua amarela (AA) Efluente 4gua vermelha (AV)

Figura 2 - Esquema da producao do explosivo TNT e a geragdo de seus efluentes.
Fonte: CAVALOTTI (2008).
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O efluente AV é resultante da agua de lavagem a partir da producédo do TNT
e outras etapas de limpeza. Inicialmente essa 4gua quase ndo é colorida, mas
assume coloracéo vermelha quando exposta a luz solar e a pH 7 ou superior, devido
aos produtos de fotodegradacdo gerados a partir do TNT (RIBEIRO, 2008). O
efluente AV apresenta intensa coloragdo marrom avermelhada (Figura 3) e pH em

torno de 7,7, e a sua carga organica é também elevada (CAVALOTTI, 2008).

Figura 3. Fotografia do efluente da producéo de TNT — Agua vermelha (AV)
Fonte: HELFERICH (2012).

O TNT causa risco a saude, e a contaminacdo por este ocorre através da
inalacdo, ingestdo e absorcao da pele. Brum (2010) descreve em seu trabalho varios
sintomas que afetaram a saude de pessoas que tiveram contato com o TNT.

Devido as suas propriedades quimicas alguns cuidados devem ser adotados
ao trabalhar com os explosivos, como evitar a inalagdo e o contato com a pele, pois
o nivel de tolerancia é menor do que 1,5 miligramas por metro cubico de ar (BRUM,
2010).

O trinitrotolueno é completamente estavel e, ao contrario da nitroglicerina, é
relativamente insensivel a friccdo, impacto ou agitacdo. Isto significa que €
necessario o uso de um detonador para provocar sua explosdo (GUERRA, 2011).

Os antecedentes bibliograficos e outras informacdes referentes a estes
efluentes no ambito nacional sdo escassos e muitas vezes limitados pelas proprias

instituicbes que os produzem ou fiscalizam, o que tem dificultado as pesquisas de
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monitoramento ambiental e o desenvolvimento de tecnologias apropriadas para a
remediacao destes efluentes.

Segundo Helferich (2012) a AV possui compostos nitroaromaticos que
dificultam o tratamento biolégico convencional, desta forma, os estudos de
caracterizacao deste tipo particular de efluente sdo fundamentais para avaliacdo do
seu potencial poluente, ao mesmo tempo que auxiliam posteriores estudos de

recuperacao de seus constituintes, reuso ou tratamento.

3.2 ESTUDO ECOTOXICOLOGICO DA AV

Segundo a NBR 12713 (ABNT, 2009) a toxicidade aguda de amostras de
efluentes liquidos, aguas continentais superficiais ou subterraneas e de substancias
guimicas soluveis ou dispersas em agua, pode ser testada através de bioensaios, e
também estabelece condi¢cdes ideais da utilizacdo de organismos-teste em ensaios
de avaliacdo de amostras ambientais.

Os estudos ecotoxicoldégicos segundo Kern (2012) representam uma
ferramenta indispensavel na avaliacdo de efluentes complexos, pois permitem
resultados diretos sobre o impacto causado na biota.

Desta forma, os testes de toxicidade sdo métodos importantes para que
ocorra 0 monitoramento de efluentes, avaliando a necessidade de tratamento de
efluentes liquidos quanto as exigéncias de controle ambiental (KERN, 2012).
Diferentes organismos sédo utilizados em testes de toxicidade aguda, um deles € o

microcrustaceo Daphnia magna (Figura 4).

Figura 4 — Fotografia de Neonato de Daphnia magna com idade
aproximada de 2 horas. Aumento 50X.
Fonte: KERN (2012).
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Para avaliar o potencial toxico do efluente da industria de explosivos, que
gera a AA e a AV, ja foram utilizados como organismos-teste Daphnia similis, Danio
rerio, Escherichia coli, Pseudomonas putida e Pseudokircheneriella subcaptata. Os
efluentes AA e AV apresentaram-se extremamente toxicos para os organismos de
teste segundo Ribeiro et al. (2012).

Em estudo realizado com o efluente AA da industria de explosivos, com o
organismo teste Artemia salina, Cavalotti et al. (2009) observaram a morte de todos
0S organismos-teste no tempo monitorado de 48 horas, concluindo que o efluente
com TNT apresenta toxicidade aguda. No processo de degradacdo de
trinitrotolueno, quando este foi submetido ao contato com Artemia salina, o substrato
mostrou-se téxico, provocando a morte de todos os organismos-teste em 48 horas
de exposicdo (CAVALOTTI, 2008).

Em trabalho realizado por Park et al. (2012) observaram que em dois tipos
de tratamento com solos contaminados pelo efluente TNT (biorremediacdo por
compostagem e lodos ativados) ocorreu maior reducédo de TNT com o processo de
lodos ativados, onde também a toxicidade para o organismo-teste Salmonella
apresentou niveis mais baixos, sendo um processo mais eficaz do que a

compostagem na reducao da toxicidade.

3.3 BASIDIOMICETOS

No Reino Fungi o Filo Basidiomycota possui organismos pluricelulares, de
reproducdo assexuada e sexuada e aerobios. Vivem em regime de saprofitismo e
parasitismo. Como saprofitas decompdem residuos complexos de plantas e animais,
transformando-os em formas quimicas mais simples, que retornam ao meio. Como
parasitas nutrem-se com a ajuda de hospedeiros vivos, causando doencas nesses
hospedeiros. Tal regime de nutricdo faz com que os fungos sejam heterétrofos que
utilizam a matéria organica como fonte de carbono e energia (OLIVEIRA et al.,
2005).

Séao agrupados nesse filo fungos conhecidos popularmente como cogumelos
e orelhas de pau. Segundo Raven; Evert; Eichhorn (1992), o micélio desses

organismos € constituido por hifas septadas que geralmente sdo simples. Outra
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caracteristica desses € a producdo de esporos, que sdo chamados de
basidiosporos. Estes tem origem sexuada, em uma estrutura denominada basidio,
gue esta localizada nos basidiomas. O basidioma define os fungos ou macrofungos
como cogumelos e orelhas de pau.

Algumas espécies de fungos saprdfitas utilizam os componentes da madeira
para seu crescimento, e dentre os degradadores de madeira, segundo Souza e
Rosado (2009), destacam-se os fungos:

e Fungos da podriddo branca, que degradam trés componentes principais
da madeira, a celulose, a hemicelulose e a lignina, proporcionando coloracdo clara
na sua degradacao.

e Fungos de podriddo parda degradam polissacarideos celulose e
hemicelulose, observando-se uma coloracao escura nos locais degradados.

e Os fungos de podriddo mole e alguns ascomicetos realizam a
degradacéao da madeira dura em ecossistemas florestais.

Os fungos causadores de podriddo branca sado os organismos que melhor
degradam a lignina, celulose e hemicelulose em moléculas menores até CO, e agua
(por isso, sédo denominados fungos ligninoceluloliticos), sendo desta forma, também
empregados na biorremediacdo de poluentes. Os basidiomicetos ligninoceluloliticos
segundo Salvi (2011) estdo relacionados com a biodegradacdo de substancias
guimicas recalcitrantes.

Guimaraes (2009) afirma que a grande maioria dos fungos produtores de
enzimas ligninoliticas, que sdo necessarias e capazes de realizar a degradacao de
algumas substancias, pertence ao filo Basidiomycota.

A capacidade dos micro-organismos de degradar compostos organicos é
cientificamente reconhecida e vem sendo utilizada ao longo do tempo em processos
de tratamento biolégico de efluentes liquidos, bem como os processos que envolvem
descoloracdo e metabolizacdo de compostos sdo também estudados e tem atraido
muita atencdo (LACERDA et al., 2007).
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3.3.1 Fungos da Podridao Branca

Fungos de podriddo branca degradam os componentes principais da
madeira, proporcionando coloracdo clara na sua degradacdo. Esses fungos estao
sendo utilizados em tratamentos de biorremediacdo, na degradacdo de poluentes
ambientais recalcitrantes e em tratamentos de efluentes industriais (SOUZA,
ROSADO, 2009).

Neto et al. (2010) e Guimaraes (2009) descrevem em seu trabalho que os
fungos sdo produtores de varias enzimas, como lacases, lignina peroxidases (LiP) e
manganés peroxidases (MnP) e outras peroxidases. As mesmas fazem parte do
sistema ligninolitico destes, e sdo responsaveis pela degradacdo da celulose,
hemicelulose e ligninas, além de degradarem outros xenobidticos como corantes
téxteis.

Gragcas a essas enzimas com grande capacidade catalitica e o fato de
possuirem hifas que penetram no substrato, alcancando mais facilmente os
poluentes (NASCIMENTO, 2008), os fungos se apresentam como agentes eficientes
em processos biotecnolégicos. Outra questdo de interesse sdo que os fungos de
podriddo branca parecem ser 0s Unicos organismos capazes de converter lignina a
CO..

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas das enzimas
ligninoliticas produzidas por basidiomicetos € de fundamental importancia para a
aplicacao destes fungos em processos de biorremediacdo, sdo necessarios estudos
sobre essas enzimas e a sua producdo efetiva de cada género fungico
(GUIMARAES, 2009).

Véarios fungos realizam a biodegradacdo de efluentes, como Trametes
versicolor (KUNZ et al., 2002), os fungos Phanerochaete crhysosporium, Lentinula
edodes, Trametes villosa e outros (SILVA, 2009).

Silva (2009, p. 25) destaca algumas vantagens da utilizacdo de fungos

basidiomicetos em processos de biodegradacao.

O sistema enzimético, sendo extracelular, pode atuar em substratos
insoliveis ou complexados aos solos; 2) o sistema enzimatico, sendo
inespecifico, pode ser usado para uma ampla variedade de poluentes
organicos ou mesmo para misturas deles; 3) o sistema enzimético,
sendo produzido em resposta as condi¢bes de limitacdo de nutrientes,
ndo necessita ser induzido pela exposi¢do prévia ou pela presenca da
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lignina ou do composto poluente; 4) este grupo de fungos possui
vantagens competitivas, com relagdo aos outros micro-organismos,
guando materiais lignocelulésicos sdo utilizados como fontes de
carbono e 5) a degradacdo da lignina ocorre até que a sua
concentracao seja reduzida a niveis nao detectaveis e o produto final é
0 CO..

Além destas vantagens, Santaella et al. (1996) citam como fatores
indicadores do uso dos fungos em tratamentos biolégicos sua capacidade de
suportar possiveis choques nas cargas organica e hidraulica a eles submetidas e
intensas e bruscas variacdes de pH, luz, umidade e oxigénio. Dentre esses fatores
fisicos que afetam o crescimento desses fungos, a temperatura G6tima para seu
desenvolvimento situa-se entre 22 e 30 °C a 62 °C. Os fungos toleram grande
variagdo na concentracdo de ions, de modo geral, os fungos filamentosos podem
crescer em faixa de pH entre 1,5 a 11 (TRABULSI et al., 1999).

Sales-Campos et al. (2008) estudaram o crescimento do fungo Pleurotus
ostreatus em residuo de Simarouba amara e observaram que 0 mesmo cresceu em
temperaturas de 20 e 30 °C, mas obteve um maior crescimento na temperatura de
25 °C (KOMURA, 2009).

Assis (2011) e Gern (2005) em seus estudos constataram que os fungos do
género Pleurotus crescem bem em 20 g/L de glicose.

De modo geral, os fungos desenvolvem-se melhor em um meio que tenha
pH de 4 a 6, entretanto algumas espécies podem ser mais especificas e até mudar o
pH do meio quando estdo em crescimento (BITTON, 1994; GRIFFIN, 1994).

A aeracao também é um fator importante no cultivo, por isso a agitacdo no
meio de cultivo serve para melhorar a distribuicdo de oxigénio e outros nutrientes
para as células fungicas (BARBOSA et al., 2004).

3.3.2 Fungos do Género Pleurotus

Os fungos do género Pleurotus pertencem a ordem Agaricales e a familia
Pleurotaceae (NEVES, 2007). A autora Minotto (p. 13, 2007), descreve

resumidamente o fungo Pleurotus:

Os fungos do género Pleurotus, popularmente conhecidos por Shimeji,
apresentam o basidioma em forma de ostra. Estes sdo cogumelos
comestiveis e de alto valor nutricional, pouco exigente em relacdo ao
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substrato e de bom desenvolvimento em condi¢des rasticas. As espécies
podem ser encontradas naturalmente em florestas tropicais e subtropicais
ou cultivados artificialmente para fins comerciais.

“O cogumelo Pleurotus ostreatus é uma fonte de proteina, e um organismo
com habilidade efetiva de bioconverter varios materiais lignoceluldsicos” (MAIO et
al., 2004).

Em um estudo realizado com fungos do género Pleurotus por Rosolen et al.
(2004), o0 mesmo mostrou que o fungo P. ostreatus produziu algumas enzimas em
maior quantidade (MnP e lacase), do que o fungo P. sajor-caju. Dentre as enzimas,
0s autores observaram que a MnP teve maior producdo. Segundo Delamatrice
(2005), a enzima lignina peroxidase néo foi detectada em P. ostreatus.

De acordo com Khalil et al. (2012), a atividade de producéo de enzimas dos
dois fungos, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju, atingiu seu maximo apos
10 dias de cultivo.

Segundo Jacques et al. (2007), Pleurotus ostreatus € um fungo ligninolitico
gue tem sido bastante estudado quanto a degradacéo de poluentes, e que apresenta
um elevado potencial, para utilizacdo em processos de biorremediacdo (PEREIRA,
2011).

De acordo com Ferreira (2009), P. ostreatus € uma espécie boa para a
aplicacdo na biorremediacdo de solos contaminados com poluentes recalcitrantes
porque este fungo apresenta um crescimento denso e eficiente na producédo de
enzimas ligninoliticas extracelulares em solo.

A espécie Pleurotus ostreatus variedade floridae, conhecida popularmente
por Pleurotus branco, geralmente possui coloracdo branca, creme, marrom clara ou
amarela, dependendo das condicdes de cultivo (NEVES, 2007).

Segundo Figueir6 (2009), esta espécie é capaz de frutificar em temperaturas
acima de 25 °C, bem como todos os fungos do género, pois Bononi; Capelari (1985)

ja afirmavam que a faixa de temperatura entre 20 e 30 °C ¢ a ideal para eles.
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3.4 BIORREMEDIACAO

7z

Biorremediacdo é o uso de organismos vivos (fungos, bactérias e alguns
protozoarios) em tratamento de ambiente contaminado para reduzir a concentragédo
dos poluentes em niveis ndo detectaveis (NASCIMENTO, 2008), ndo téxicos ou
aceitaveis, isto é, dentro dos limites estabelecidos pelas agéncias de controle
ambiental (SALVI, 2011).

Outra definicdo que o autor Guimaraes (2009) faz da biorremediacéo € que
ela € um conjunto de tecnologias, que utilizam processos biolégicos, aplicadas a
recuperacao ou remediacdo de areas contaminadas.

Os micro-organismos sdo capazes de biodegradar poluentes toxicos, para
obtencao de energia (alimento). Dentre os compostos biodegradaveis incluem-se os
hidrocarbonetos, os preservantes de madeira, 0s solventes halogenados e o0s
pesticidas (CETESB, 2012).

O contaminante pode funcionar como uma fonte de carbono e ou nitrogénio
para 0s micro-organismos, sendo as vezes necessario o fornecimento de nutrientes
como nitrogénio e fésforo, bem como um agente oxidante, que funcione como
receptor de elétrons, além de outros nutrientes especificos para cada contaminante
(CETESB, 2012).

A biorremediacdo pode ocorrer de acordo com varias técnicas que tém sido
desenvolvidas. Segundo Guimardes (2009), elas sdo denominadas in situ, o
processo de biodegradacdo ocorre no local contaminado, e ex situ quando o solo é
retirado e transferido até a unidade de tratamento. Ainda, as principais alternativas
de biorremediacdo, sendo in situ sdo segundo Jacques et al. (2007), a
biorremediacao intrinseca ou atenuacdo natural, a bioestimulacéo, o bioaumento ou
bioenriquecimento, os biofiltros, a bioventilacdo, o “Land farming”, ex situ sdo a
compostagem e os biorreatores.

Para determinar a técnica de remediacdo a ser utilizada, € necessario
verificar qual a origem e o tipo de contaminante presente, ou seja, as classes e as
concentracdes dos elementos quimicos, como eles séo distribuidos na érea. Ainda é
necessario conhecer as condicbes hidrogeologicas e a situacdo do sitio
contaminado, isto é, se o local € uma area industrial, urbana, rural ou de

preservacdo ambiental, bem como o seu tamanho a ser remediada. Para isto é
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necessario o mapeamento da regido através de ensaios in situ e de laboratorio
(BRUM, 2010).

A biorremediacdo pode muitas vezes ser influenciada por alguns fatores
como o pH, a temperatura, biodisponibilidade e caracteristicas do solo, como a sua
constituicdo, competicdo com organismos nativos e as interagdes entre o inéculo
fangico e a microflora do local.

Existem algumas vantagens do uso da biorremediacdo (CETESB, 2012;
NASCIMENTO, 2008):

v Habilidade dos micro-organismos de biodegradar substancias perigosas ao
invés de meramente transferir o contaminante de um meio para outro;

v’ Eficiente em meios homogéneos e de textura arenosa;

v/ Baixo custo comparativamente a outras técnicas de remediacdo, se 0sS
compostos forem facilmente degradaveis;

v A tecnologia pode ser considerada como destrutiva dos contaminantes;

v/ Permite atingir concentracdes alvo ambientalmente aceitaveis para o solo
(destruindo a maior parte dos compostos biodisponiveis);

v/ Sao capazes de diminuir o efeito toxico de muitos xenobibticos;

v  Libera metabdlitos que podem ser degradados por outros micro-
organismos.

Maior seguranca e menos perturbacdo do meio ambiente sdo os principais
beneficios da biorremediacao.

Lima et al. (2012) também relatam e defendem em seu trabalho a utilizacéo
de fungos na biorremediacdo. Ainda, afirmam que os fungos representam uma
alternativa no tratamento de efluentes que possuem compostos aromaticos
recalcitrantes no ambiente. E como essa técnica vem sendo utilizada ha varios anos,
e em certos casos apresenta menor custo e maior eficiéncia na remocédo dos
contaminantes do que as técnicas fisicas e quimicas (JACQUES et al., 2007), € uma
alternativa de tratamento mais “limpa”.

Os processos de biorremediacdo vém sendo bastante estudados e desta
forma destacam-se como uma das formas menos agressivas de tratamento, pois
envolvem basicamente a atividade microbiana, onde é possivel utilizar os micro-
organismos que cada ambiente dispfe, porem, em areas a serem tratadas mais

rapidamente ou mais eficientemente, € necessario a biorremediacdo monitorada.
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3.4.1 Aplicagéo de Fungos Causadores de Podriddo Branca em Biorremediag&o

A decomposicdo da matéria organica € um processo que ocorre
naturalmente pela acdo de organismos como fungos e bactérias. Como
biodegradadores naturais, os fungos encontram as substancias necessérias para o
seu desenvolvimento na natureza. Estas precisam ser degradadas em unidades
menores antes de sua assimilacdo (GUIMARAES, 2009).

Os fungos séo usados atualmente para a degradacao de inUmeros poluentes
ambientais, embora algumas observacbes da transformacdo de compostos
aromaticos poluentes realizados por fungos de podridao branca ja datem de 40 anos
atras (SALVI, 2011).

A regulacédo fisiologica e as propriedades bioquimicas das ligninases de
espécies consideradas referéncias na producdo deste sistema enzimatico, como
aquelas pertencentes aos géneros Phanerochaete, Trametes, Lentinus ou Pleurotus,
tém sido muito estudadas. A aplicacdo destas enzimas foi demonstrada com
sucesso ha mineralizacdo ou transformacdo quimica associada a reducdo da
toxicidade de moléculas recalcitrantes, que incluem hidrocarbonetos aromaticos,
organoclorados, organofosforados, combustiveis, pesticidas e solventes de
diferentes classes quimicas (HENN, 2009).

Espécies como Higrocybe sp., Lentinus crinitus, Peniophora cinerea,
Phellinus gilvus, Pleurotus sajor-caju, Psilocybe castanella, Pycnoporus sanguineus
e Trametes villosa (SALVI, 2011) sédo envolvidos na degradacdo de moléculas, tais
como pesticidas clorados, dioxinas, bifenilas policloradas, alem de hidrocarbonetos
aromaticos, pentaclorofenol e hexaclorobenzeno.

Vérios fungos da podriddo branca (ligninoliticos), descolorem e degradam
efluentes téxteis com bons resultados (GUIMARAES, 2009).

Silva (2005) realizou seu trabalho com efluente de industria de papel e
celulose, e seus resultados foram favoraveis a degradabilidade do poluente por parte
dos fungos utilizados no estudo (Lentinus crinitus e Psilocybe castanella).

Machado e Matheus (2006) avaliaram o potencial de degradag¢ao do azul
brilhante de remazol por extratos obtidos de substratos sdlidos colonizados por P.
ostreatus e por extratos do residuo da produgdo do cogumelo "shimeji". O trabalho

foi realizado com a extragcdo das enzimas (peroxidases e lacases) e aplicagao
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destas sobre o poluente. Foi evidenciado o potencial enziméatico de Pleurotus
ostreatus e do residuo da producdo do cogumelo para a degradacéo de compostos
xenobidticos.

Barnabe (2003) teve como objetivo verificar a acdo descontaminante de P.
ostreatus junto aos herbicidas Paraquat e Diquat em teste laboratoriais, usando o
ensaio respirométrico de BARTHA e PRAMER em frascos GLENDHILL. O autor
verificou entdo a resisténcia dos fungos e a biodegradabilidade dos herbicidas.

Nitroaromaticos podem ser efetivamente degradadas por culturas de fungos
de decomposicdo branca, destacando espécies como Trameter versicolor e
Phanerochaete chrysosporium. Os fungos desta classe produzem enzimas
extracelulares responsaveis pela efetiva degradacdo de inumeros substratos
resistentes (CAVALOTTI, 2008).

Na busca de tecnologias mais limpas e menos onerosas, basidiomicetos
saprofitas, dentre os quais os do género Pleurotus, tém sido estudados por
diferentes grupos de pesquisa e tem se mostrado capazes de degradar compostos
organoclorados como clorolignina e clorofendis (GARCIA, 2009). No entanto, ainda
sdo escassos 0s relatos da biodegradacdo por Pleurotus de compostos
nitroaromaticos como 2,4,6-trinitrotolueno.

O TNT néo é facilmente biodegradado, pois o metabolismo oxigenado de
bactérias para compostos aromaticos ndo ocorre ho mesmo por causa de suas
propriedades quimicas, ja que as formas parcialmente reduzidas deste reagem entre
elas na presenca de oxigénio para formar compostos mais mutagénicos que o
préprio e que ndo sdo metabolizaveis por micro-organismos (SOARES et al., 2011).
Por isso, o uso de fungos para a biorremediacdo do TNT tem gerado interesse
consideravel (ESTEVE-NUNEZ et al., 2001).

Vérios sdo os métodos de biorremediacdo. Em biorreatores, por exemplo,
Hofrichter et al. (1998), descrevem a degradacao enzimatica de um amplo espectro
de substancias aromaticas e alifaticas pelo sistema enzimatico do fungo
Nematoloma frowardii, onde a preparacdo de enzimas produzidas pelo mesmo
mineralizou o TNT. Porém, a forma ou o mecanismo pelo qual os fungos
mineralizam o explosivo TNT ndo é conhecida atualmente (HOFRICHTER et al.,
1998).

Hofrichter et al. (1998) citam em seu trabalho sobre degradacg&o de TNT, que

o fungo Phanerochaete chrysosporium tem baixa tolerancia ao composto, o que
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pode indicar que o fungo ndo seja um bom biorremediador de sitios contaminados
com explosivos. Contudo Valli et al. (1992) afirmam que em condi¢bes que
maximizem o crescimento fangico, o fungo P. chrysosporium mineraliza o 2,4-
dinitrotolueno, que também é um dos compostos do efluente da AV.

Scheibner e Hofrichter (1998) mostraram que o fungo da podriddo branca
Nematoloma frowardii e o basidiomiceto Stropharia rugosoannulata foram capazes
de mineralizar uma mistura de produtos de reducao a partir de TNT.

Van Aken et al. (1999) mostraram que a preparacédo concentrada de MnP de
Phlebia radiata, foi capaz de transformar completamente TNT (22% de
mineralizacdo) e 2-amino-4 ,6-dinitrotolueno (76% mineralizacéo).

Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus ostreatus foram adaptados para
crescer em concentracdes elevadas de TNT e assim foram estudados no que diz
respeito a sua capacidade para degradar o mesmo substrato em culturas liquidas.
Ambas as linhagens foram capazes de causar degradacdo extensiva de TNT
(AXTELL et al., 2000).

Muitos fungos, como Clitocybula dusenii e Stropharia rugosoanulata
(HOFRICHTER et al., 1998), sdo capazes de reduzir e mineralizar TNT sob
condicdes ligninoliticas (ESTEVE-NUNEZ et al., 2001).

Estudos envolvendo a degradacdo de TNT (100 mg/L) relatam a completa
degradacdo do substrato em 9 horas de tratamento, utilizando-se Ceratocystis
coerulescens e Lentinus lepideus (CHEONG et al., 2003).

Segundo Kim e Song (2000), o fungo Irpex lacteus conseguiu que o 2,4,6-
trinitrotolueno na concentracdo de 100 mg/L fosse degradado completamente em 10
horas de incubacao.

As potenciais vantagens do tratamento com fungos séo varias, mas também
podem mudar as caracteristicas de um determinado rejeito para torna-lo mais
receptivo ao tratamento, ou auxiliar na bioconversao dos rejeitos em produtos de

maior valor agregado.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados nos Laboratérios da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR), Campus Curitiba — sede
Ecoville e nos Laboratérios da UTFPR — Campus Pato Branco conforme fluxograma
na Figura 5. A avaliacao do potencial de tratabilidade fungica pelos organismos do
género Pleurotus foi desenvolvida seguindo trés etapas. Em uma primeira etapa, o
potencial impactante do efluente Agua Vermelha (AV) foi avaliado com base na
literatura cientifica (HELFERICH, 2012; GUERRA, 2011; RODRIGUES et al., 2007) e
através de ensaios de caracterizacdo fisica, quimica e ecotoxicoldgica cujos
métodos estdo descritos na secao 4.2. Na segunda etapa foram realizados dois
estudos, um da velocidade de crescimento em meio sélido descrito na secdo 4.3 e
outro em meio liquido descrito na secao 4.4. Na Ultima etapa foi realizado um estudo
da tratabilidade segundo as condi¢cbes definidas pela segunda etapa, em meio
liquido com frascos agitados conforme a secédo 4.7. Por fim, o efluente tratado sob
condicdes otimizadas foi caracterizado segundo os parametros descritos na primeira

etapa.

v’ Parametros Fisicos;

Efluente Agua "::> v" Quimicos;
Vermelha v Ecotoxicolégicos.

efluente

v Velocidade de
crescimento micelial
em meio sélido;
eiros experiment Fungos; pH; [ ] Glicose e "::> v Descoloragao;
studo em Meio S6 AV v' Determinacgdo de
PR Enzimas e Glicose;

v' Otimizagcdo  do
processo.

Determinacao de:
Glicose;

Atividade Enzimatica;
Biomassa fungica;
Adsorgéo no micélio;
Nitroaromaticos;
DQO, DBO e Fendis;
Teste de toxicidade.

Jjundo experime |1:‘>

)

AN NN NN

Figura 5 - Etapas dos processos metodoldgicos do trabalho.
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4.1 AMOSTRA DE EFLUENTE

A amostra do efluente AV foi gentiimente cedida pela industria de Material
Bélico do Brasil — IMBEL, localizada na cidade de Piquete, estado de Sdo Paulo. A
amostragem foi do tipo composta, sendo o efluente coletado em aliquotas em
periodos de tempo pré-determinados proporcionais a vazdo do efluente AV (300
L/hora), para composicdo de uma amostra representativa. Esta amostra foi dividida
em volumes menores, estocados em camara fria a -20 °C no laboratério da UTFPR

de Pato Branco.

4.2 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE

O efluente foi caracterizado segundo a determinacdo de sdlidos totais,
sélidos suspensos, solidos dissolvidos totais, soélidos fixos e volateis, sulfatos,
nitratos, nitritos, nitrogénio organico, fendis totais, demanda quimica de oxigénio
(DQO) e da demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Realizou-se também a
caracterizacao por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrofotometria de Massas
(CG/MS), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e ensaio de toxicidade
aguda com Daphnia magna. O padrdo de TNT foi cedido pela IMBEL. Demais
padrdes nitroaromaticos e aminonitroaromaticos (Supelco) foram importados e
utilizados como referéncia para caracterizacdo cromatografica e identificacédo

espectrométrica.

4.2.1 Determinacédo de Solidos Totais

Para a determinacdo do teor de sdlidos totais, uma amostra de 100 mL do
efluente, previamente neutralizada com NaOH 6 mol/L, foi adicionada em um baldo
de fundo redondo, concentrada a vacuo em rotaevaporador e seca em estufa até
massa constante, a 103-105 °C (IAL, 1985).
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4.2.2 Determinagdo de Solidos Suspensos

Por definicdo, solidos suspensos sdo todos os solidos sedimentaveis e
flutuantes presentes no efluente. Na prética, os sdélidos suspensos foram aqueles
passiveis de serem retidos por filtracdo em filtro a base de fibra de vidro e
posteriormente secos a 103-105 °C até peso constante (IAL, 1985).

4.2.3 Determinagao de Solidos Dissolvidos Totais

Para a determinac&o do teor de solidos dissolvidos totais, 100 mL do filtrado
gerado na determinacédo de sélidos suspensos foram adicionados em um baldo de
fundo redondo, concentrado a vacuo em rotaevaporador e seco em estufa até
massa constante, a 103-105 °C (IAL, 1985).

4.2.4 Determinacédo de Solidos Dissolvidos Fixos

Submeteram-se os sdlidos totais obtidos conforme procedimento descrito na
secdo 4.2.3, a calcinacdo em mufla a (550 = 50) °C por 1 hora. Deixou-se esfriar em

dessecador e o mesmo foi pesado com preciséao de 0,1 mg.

4,2.5 Determinacéo de Solidos Dissolvidos Volateis

Efetuou-se a diferenca dos valores obtidos de soélidos totais (procedimento
da secao 4.2.3) e de sdlidos fixos (procedimento da secéo 4.2.4), o valor encontrado

foi o de sélidos volateis.
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4.2.6 Determinacéo de Sulfatos

A determinacdio de SO, foi realizada através de metodologia turbidimétrica.
O método baseia-se na precipitacdo seletiva de sulfato na forma de BaSO,
(Reagen), seguida de sua quantificacao pela medida da opacidade 6tica em 420 nm
(APHA, 1995).

4.2.7 Determinacéo de Nitratos

A determinacéo foi realizada de acordo com método padréo. Foi utilizado um
eletrodo de ion seletivo para nitrato, Marca Quimis, modelo QA838, com
sensibilidade de 0,5 a 1500 mg NO3; mg/L (APHA, 1995).

4.2.8 Determinacédo de Nitrogénio Organico

O método de Kjeldahl (micro-Kjeldhal) foi utilizado para determinacdo do
nitrogénio organico presente no efluente AV. Este método baseia-se na
determinacdo do nitrogénio da amostra, através da digestdo com &cido sulfarico
concentrado e posterior destilacdo da aménia, a qual é fixada em solucéo acida e
titulada (APHA, 1995).

4.2.9 Determinacdo de Fendis Totais

A concentragcdo de fendis totais foi determinada colorimetricamente
conforme o procedimento padrao de Folin-Ciocalteau (Merck). O principio do método
€ a reacao entre o reagente de Folin-Ciocalteau e fenois, com subsequente oxidacéo

dos fendis e formacédo de um complexo azul (APHA, 1995).
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4.2.10 Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

As determinacdes foram realizadas de acordo com o procedimento padrao
adaptado com algumas modificagbes. Em tubos de vidro foram adicionados 2,5 mL
de amostra, 1,5 mL de solucdo digestora (preparada com 10,12 g de dicromato de
potassio; 33,3g de sulfato de mercurio Il; 167 mL de H,SO,4, completados para 1000
mL com agua destilada) e 3,5 mL de solucéo catalitica (preparada na proporcao de
5,5 g de AgSO, (Marca Reagen), kg™ de H,SO,4 concentrado). Em seguida, os tubos
foram alocados em bloco digestor e mantidos a temperatura de 150 °C por 2 horas.
Apos resfriamento, foi realizada leitura de absortividade, no comprimento de onda de
600 nm. A concentracdo da demanda de O, da amostra, em mg/L, foi obtida pela
interpolagdo dos dados obtidos de uma curva de calibragédo utilizando biftalato de

potassio como padrdo (APHA, 1995).

4.2.11 Determinacédo de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A quantidade de matéria organica biodegradavel na amostra foi determinada
pela diferenca de concentracdo de oxigénio dissolvido, antes (ODi) e apls a
incubacdo por 5 dias (ODf) das amostras a 20 £ 1 °C, ao abrigo da luz (APHA,
1995).

4.2.12 Determinacédo de TNT e compostos Nitroaromaticos

A determinacdo de TNT e nitroaromaticos (2,4-dinitrotolueno e 2,6-
dinitrotolueno) foi realizada por CG/MS e CLAE, para observar e quantificar a
degradagdo ou a mineralizacdo do efluente AV no processo de biodegradacao

fungica em meio liquido.
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4.2.12.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/MS)

O procedimento experimental foi realizado de acordo com modificacdo da
metodologia descrita por Keum e Li (2004). Uma aliquota de 2 mL do efluente
filtrado em membrana 0,45 micrometros foi seca em banho-maria sendo o material
resultante redissolvido em metanol grau cromatografico. As amostras assim
preparadas foram analisadas em cromatégrafo gasoso Varian 431-GC acoplado a
um detector de massa Varian 210-MS, operando em faixa de aquisicao de 50-250u,
energia de ionizacdo de 70 eV e modo de aquisicdo normal (impacto de elétrons;
transferline coluna/MS a 200 °C) ion trap a 170 °C. A programacdo de temperatura
foi: 50 °C, 1 minuto, 10 °C/minuto até 120 °C; 3 °C/minuto até 200 °C, temperatura
do injetor de 250 °C, split 1:25. A coluna utilizada foi a capilar Chrompack WCOT
CP-Sil 8 LB/MS, dimensdes: 30 m x 0,25 mm; espessura de filme: 0,25 um.

4.2.12.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A quantificacdo de TNT e de nitroaromatios majoritarios foi realizada por
CLAE com aparelho Varian modelo 920-LC com uma coluna Microsorb-MV 100-5
C18 com dimensfes de 250X4 6mmx1/4”, para cromatografia em fase reversa,
usando fase mével composta por metanol: agua 70:30, com fluxo isocratico de 0,8
mL/minuto , detector com arranjo de diodo (PDA) com varredura de 200 a 600 nm
em canais simultaneos de 254 e 273 nm. O preparo da amostra para injecao no
HPLC foi feito por extracdo em fase sdlida (SPE). (HELFERICH, 2012). Foi utilizado
50 mL do efluente 1% e adicionado 15 g de cloreto de soédio, sendo feita a
homogeneizacdo da amostra e filtrando em papel filtro qualitativo. A coluna C18 de
SPE foi pré-condicionada passando pela coluna dois volumes de metanol e em
seguida dois volumes de agua destilada. Em seguida a amostra foi passada pela
coluna, os compostos retidos foram eluidos em 2 mL de metanol, e filtrado em uma
membrana CHROMAFIL® Xtra PVDF-45/25 PVDF, sendo entdao recolhidos em um

frasco.
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4.3 TOXICIDADE AGUDA DO EFLUENTE AV COM Daphnia magna

Para avaliar aspectos relacionados com a ecotoxicologia do efluente AV,
bioensaios foram realizados utilizando-se Daphnia magna.

O teste foi realizado no Laboratério de Ecotoxicologia da UTFPR Curitiba —
sede Ecoville, onde os microcrustaceos Daphnia magna séo cultivados conforme
carta de controle (ANEXO 1), visando determinar a toxicidade aguda do efluente AV.

Para realizar o teste foi utilizado o efluente AV na concentragédo de 0,5% e
1%. O autor Helferich (2012) também utilizou o mesmo efluente diluido, em seu
trabalho diluiu o0 mesmo a 0,01% e mesmo assim, ndo conseguiu realizar a
mineralizacdo dos compostos da AV.

Foram colocados 20 mL da amostra do efluente em contato com 10
individuos jovens de Daphnia magna (de 2 a 24 horas de vida), durante um periodo
de 24 e 48 horas, com vérias diluicdes da amostra. Ao final dos dois periodos, foi
feita a contagem dos microcrustaceos sobreviventes.

A validacdo dos testes foi feita sob a condicdo do teste (controle) nao
apresentar mais que 10% de mortalidade, sendo considerados mortos o0s
microcrustaceos que nao apresentam mobilidade em 10 segundos de observacéo.

Os procedimentos seguiram a NBR 12713 (ABNT, 2009) que avalia a
toxicidade aguda de amostras de efluentes liquidos, aguas continentais superficiais
ou subterraneas e de substancias quimicas sollveis ou dispersas em agua.

O fator de toxicidade para D. magna (FTp), foi determinado considerando-se
a menor diluicdo da amostra em que ndo ocorreu imobilidade em mais de 10% dos
organismos, que é igual ao fator de dilui¢éo.

Inicialmente foram preparadas a partir da amostra (efluente) uma série de
diluicbes contendo agua de diluicAo e a propria amostra. As amostras foram
submetidas aos seguintes fatores de diluicdo: 1 (100% da concentracdo de 0,5 do
efluente); 2 (50%, sendo o efluente diluido a 0,25); 4 (25% na concentracdo de
0,125); 8 (12,5%, do efluente a 0,062); 16 (6,25%, ficando o efluente AV na
concentragéo de 0,031) e 32 (3,125% e este estava na concentracéo de 0,01 de
AV), conforme Figura 6, 0 mesmo repetiu-se para a amostra de AV a 1%.

O critério utilizado para o teste de toxicidade aguda com Daphnia magna foi

a fator de diluicdo (FD), que estabelece a concentragcdo do efluente que pode
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ocasionar a mortalidade ou imobilidade superior a 10% dos organismos expostos
durante 48 horas nas diferentes concentragfes do efluente. Apds o tempo de prova
(24 e 48 horas), observou-se o numero de individuos imoéveis por concentragdo e

determinou-se o FTp.

Figura 6 — Fotografia das diluicdes do efluente Agua Vermelha da inddstria de

explosivos para o teste com D. magna.

Para cada concentracdo foram utilizadas trés réplicas, com 10 organismos
em cada, num volume de 20 mL (GARCIA 2009). Apés o tempo de prova (24/48
horas), observou-se o numero de individuos iméveis por concentragao.

No inicio do segundo experimento foi realizado um teste com a D. magna
com o efluente utilizado no tratamento fangico. Apos o tratamento fungico da AV, no
15° dia foi realizado um teste final visando determinar a toxicidade dos subprodutos

gerados durante os tratamentos em comparagcédo com o efluente néo tratado.

4.4 ORGANISMOS

Os organismos utilizados neste trabalho foram os fungos ligninoliticos
Pleurotus ostreatus POS 560 e o Pleurotus floridae PSP 1, cedidos pela Fungibrés.

Os mesmos foram cultivados em placas de Petri com meio nutritivo contendo Agar-
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batata-dextrose (BDA), mantidos em geladeira na temperatura de 6 °C, sendo
repicados a cada 6 meses (FAN; SOCCOL, 2001).

4.4.1 Inoculacéo

O in6culo dos fungos foi obtido segundo 0 método de Spier (2005), utilizando
uma suspenséo de células na concentracdo de 10 células/mL (RODRIGUES et al.,
2010).

4.4.1.1 Preparo da suspensao de células de Pleurotus ostreatus e Pleurotus floridae

Apés a distribuicdo e solidificacdo do meio de cultivo esterilizado em
Erlenmeyers autoclavados, procedeu-se a semeadura dos fungos, que foram
incubados em estufa (De Leo, modelo B3CBE), a 25 °C por 7 dias, como mostra a
Figura 7 (KOMURA, 2009).

Figura 7 — Fotografia do Cultivo de Pleurotus floridae (A) e Cultivo de
Pleurotus ostreatus (B).
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Em um Erlenmeyer de 100 mL foi adicionado 35 mL de agua deionizada,
Tween 80 a 0,2% (SPIER, 2005), 3,0 g de pérolas de vidro e duas barras de ferro
magnéticas, sendo o conjunto autoclavado a 121 °C por 15 minutos.

Ao final do cultivo, o conteddo do Erlenmeyer menor foi vertido sobre a
biomassa fungica, e o conjunto foi mantido no agitador magnético (d. Tomé) por 15
minutos (SPIER, 2005).

4.4.1.2 Contagem de células de P. ostreatus e P. floridae

A suspensao de células obtida foi quantificada em camara de Neubauer
(SPIER, 2005) e o resultado confirmado por contagem em placas.
O resultado foi expresso por células em 0,1mm?, o qual foi convertido em

células por mL, segundo a férmula:
N° de células por mL = n° total células / 0,1mm?. 1000 mm?/ 1mL . fator de diluicéo

O resultado foi confirmado por contagem em placas, através do
plagueamento em BDA Himedia pela técnica do espalhamento, sendo a resposta
fornecida em Unidades Formadoras de Colbénias (UFC) por mL. Realizado em
triplicata nas diluicdes 107, 10?2 e 10° (RODRIGUES et al., 2010), onde foi
adicionado 0,1 mL nas placas para posterior contagem das colbnias, seguida de
incubacdo 26 °C por 24/48 horas (APHA, 1998). O in6culo foi entdo adicionado aos

experimentos.
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4.5 PRIMEIRO EXPERIMENTO: CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIO SOLIDO

4.5.1 Preparo de Placas de Petri

O preparo das placas de Petri com pocos foi realizado em duas etapas
segundo adaptacdo do método utilizado por Ferronatto e Salmaso (2010), que
utilizou 40 mL de meio para o preparo das placas, para colocar a suspensao de
células fungicas de forma padronizada no centro de cada placa.

Na primeira etapa as placas de Petri foram esterilizadas e depois foi
adicionado 10 mL de meio de cultivo previamente preparado e autoclavado.

Na segunda etapa, apds o meio frio, cilindros de 8 mm de diametro
previamente esterilizados e frios foram colocados no centro da placa, com auxilio de
uma pinca estéril, mas evitando chegar ao fundo da mesma. Acrescentou-se mais
10 mL do meio e deixou-se esfriar. Foi retirado com cuidado o cilindro e girado

algumas vezes para 0 mesmo desprender sem rasgar 0 meio.

4.5.2 Condicbes do Experimento

Um delineamento experimental foi realizado com o objetivo de avaliar
comparativamente o crescimento e tolerancia dos fungos Pleurotus ostreatus e
Pleurotus floridae nos meios de cultivo contendo o efluente AV.

Os fungos foram submetidos ao crescimento em placas de Petri com meio
sélido composto por 20 mL de Agar Bacterioldgico (Himedia) e diferentes condicdes
de pH, concentracbes de AV e concentracdes de glicose (Tabela 1) para a
determinacao e otimizacao do processo.

Ap6s a obtencdo da suspensdo de ceélulas, inoculou-se 0,1 mL da
suspensdo micelial em cada placa de Petri (resultando em um inéculo de 10*
células/mL), previamente preparada na condicdo especifica de pH e concentracéo
de glicose especifica e AV (RODRIGUES, 2006).
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Variaveis de natureza descontinua e continua foram estudadas segundo um
delineamento fatorial do tipo completo com quatro fatores experimentais e dois
niveis de variacao.

As diluigbes do efluente AV a 1% e a 0,5% foram utilizadas no delineamento
experimental e obtidas a partir de diluicdes feitas da concentracdo de 10% de AV
com agua de diluicdo (HELFERICH, 2012). Na concentracdo de 0,5% o pH estava
em 6,1 e na concentracdo de 1% o pH estava em torno de 5,8.

Para ajuste do pH foram utilizadas solugbes de NaOH 1M e HCI 1M
(NEDER, 1992). De acordo com o planejamento fatorial, o pH das amostras de AV
em diferentes concentracdes (0,5 e 1%) foi ajustado para 5 e 6. Segundo Bitton
(1994) e Griffin (1994) o pH entre 4 a 6 permite um maior crescimento fangico. A
leitura do pH foi realizada por um sensor de pH (Tecnopon, modelo mPA - 210).

Ao meio de cultivo foram adicionadas as concentracdes de 10 e 20 g/L de
glicose (ASSIS, 2011; GERN, 2005).

Na Tabela 1 encontram-se as variaveis e niveis utilizados no estudo. Na
Tabela 2 pode ser visualizada a matriz do planejamento experimental. Todos o0s
ensaios foram realizados em triplicata, sendo o cultivo dos fungos realizado em
estufa na temperatura de 26 °C por 7 dias (SALES CAMPOS et al., 2008).

Tabela 1 - Variaveis e niveis de estudo.

Variaveis Nivel (-) Nivel (+)
Fungo P. ostreatus P. floridae
pH 5,0 6,0
Glicose 10 20 g/L
Concentracdo do efluente AV 0,5% 1,0%

Fonte: prépria.
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Tabela 2 — Matriz padrédo para o planejamento experimental 2* com os fungos do género

Pleurotus.
Niveis/
ensaios Fungo pH Glicose % Efluente Resposta

1 - - - -

2 + - - -

3 - + - -

4 + + - - <
©

> ' ' i ' 8

6 + - + - >
o>

7 - + + - a
®

8 + + + - o
3

9 - - - * )

10 + - - n c3|>
=)

11 - + - + <]

12 + + - + g
=

13 - - + + -

14 + - + +

15 - + + +

16 + + + +

Fonte: propria.

O estudo foi realizado para avaliacao da significancia dos efeitos principais e

interacdo com 95% de confianca e trinta e dois graus de liberdade. Foram realizados

ensaios em triplicata, sendo um o controle, sem o organismo.

Também

acompanhamento do crescimento fangico em Agar.

foi

realizado

neste

4.5.3 Medicao do Crescimento Radial

experimento em meio

sélido

um

O acompanhamento da progressdo linear do crescimento flngico foi

realizado por uma semana, a cada 24 horas, até que a borda da placa fosse atingida
(FAN e SOCCOL, 2001).
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Visando determinar a velocidade do crescimento dos organismos e a relagao
deste nos diferentes meios de cultivo, na parte inferior das placas de Petri foram
marcados trés raios partindo do centro até sua extremidade, sobre os quais o
crescimento micelial (Figura 8) foi medido com o auxilio de um paquimetro (FAN;
SOCCOL, 2001). Para esta leitura do crescimento em centimetros versus dia foi feita
a adaptacdo da metodologia de Colla et al. (2008), que observaram o crescimento
por 5 dias marcando 6 raios.

Figura 8 — Placa de Petri com marcacéo de trés raios.

AplOs o periodo de leitura do crescimento micelial, os resultados foram

compilados para andlise estatistica.
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4.6 PRIMEIRO EXPERIMENTO: BIODEGRADACAO DE COMPOSTOS
NITROAROMATICOS DE EFLUENTE AV EM MEIO LiQUIDO

4.6.1 Preparo dos Erlenmeyers com Meio Liquido

Os Erlenmeyers de 250 mL receberam 100 mL do efluente AV a 0,5%, onde
o pH foi corrigido para 6, e adicionou-se glicose na concentracdo de 10 g/L.

Estes frascos foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Depois estes foram inoculados com os dois fungos com 4 mL da suspensédo de
micélio, segundo adaptacdo do método utilizado por Devi et al. (2009) utilizado na
contagem das células, e incubados em Incubadora Shaker SL 222 (SOLAB) a 120
rpm (SPIER, 2005) e 26 °C (HENN, 2009).

O experimento foi realizado em 4 repeti¢ées, por 7 dias (BABA et al., 2009),
e em frascos-controle (sem o0 organismo).

No delineamento em meio liquido com efluente na concentracdo de AV a
0,5%, foram preparados quatro diferentes meios, sendo: 1 (pH 6; 10 g/L de glicose),
2 (pH 6; 20 g/L de glicose), 3 (pH 5; 10 g/L de glicose) e 4 (pH 5; 20 g/L de glicose),
onde posteriormente foram inoculados nos meios os fungos P. floridae e P.

ostreatus.

4.6.2 Condicbes do Experimento

Para auxiliar a escolha dos parametros para o segundo experimento em
meio liquido, realizou-se um teste piloto do mesmo, com diferentes meios contendo
pH diferente e duas concentracdes de glicose, 10 e 20 g/L. O efluente AV da
industria de explosivos foi utilizado na menor concentragdo (0,5%), seguindo o0s
resultados dos estudos em meio sélido e o teste de toxicologia com a D. magna.

Nas Tabelas 3 e 4 estado indicadas as variaveis do meio liquido, bem como a

matriz padréao deste delineamento experimental.
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Tabela 3 - Variaveis e niveis de estudo na concentracdo do efluente a 0,5%
de Agua Vermelha.

Variaveis Nivel (-) Nivel (+)
Fungo P. ostreatus P. floridae
pH 5,0 6,0
Glicose g/L 10 20

Fonte: propria.

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

do género Pleurotus.

Niveis/

ensaios Fungo pH Glicose Resposta
1 - - - <
@

(¢
2 + - - > o
= Q
3 - + - s 2
Q (¢}
- o o
4 + + o @
5 - - + 0 8
N O
6 + - + 3 8
& o
7 - + + o g
» B
8 + + + &

Fonte: propria.

Os cultivos em meio liquido foram conduzidos conforme descrito na secao
4.4.3, seguindo o primeiro experimento em meio solido que indicou a concentracao
0,5% do efluente como menos toxica aos organismos em estudo (BABA et al., 2009;
FERREIRA, 2009), diferentes concentracdes de glicose e pH ajustado para 5 e 6.

Apés 7 dias os Erlenmeyers foram retirados e o micélio separado por
filtracdo. O filtrado foi utilizado para as analises de descoloracdo, concentracao de
nitroaromaticos, glicose e de enzimas. A descoloracdo das amostras tratadas foi
determinada por cromatografia. A glicose foi determinada pelo método DNS e a

determinacdo enzimatica foi realizada conforme descrito, na se¢éo 4.8.3.
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4.7 SEGUNDO EXPERIMENTO: CINETICA DE DEGRADACAO DE COMPOSTOS
NITROAROMATICOS EM FRASCOS AGITADOS

A cinética de degradacao de nitroaromaticos foi realizada em meio liquido
com frascos agitados contendo a condig&o escolhida no segundo experimento.

Os cultivos foram conduzidos conforme descrito na se¢éo 4.6, com o fungo
escolhido conforme o planejamento experimental apds otimizacdo e escolha dos
principais parametros de andlise.

O experimento foi realizado em triplicata, por 15 dias (FERREIRA, 2009), e
em frascos-controle (sem o organismo). Aliquotas para verificacdo dos processos de
biodegradacdo foram determinadas diariamente, através da retirada de 3 frascos
para as analises descritas em 4.8. As analises ecotoxicologicas (item 4.3) foram
realizadas no 1° dia do estudo e no 15° dia, retirando-se 2 frascos para cada analise.

Ao final, as amostras foram filtradas para a determinacdo da biomassa
(4.8.1), e analise de adsorcao de algum composto nitroaromatico contido no miceélio
(4.8.2). Aliquotas de 5 mL foram retiradas da amostra filtrada para a determinacao
enzimatica e de glicose, sendo o restante congelado para as analises de fenais,
DBO, DQO e a determinacdo de nitroaromaticos por CG/MS. Fendis, DBO, DQO e
nitroaromaticos foram determinados na Central de Andlises da UTFPR, campus de
Pato Branco.

A cor do cultivo com o efluente foi monitorada durante 15 dias pela
determinacdo da absorbancia no comprimento de onda de maxima absorcédo para
dinitrotoluenos (Amax=290 nm) utilizando-se espectrofotdmetro. Todas as medi¢des
foram realizadas com amostras submetidas a correcdo de pH (7,6) e filtradas em

membrana 0,45um.
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4.8 CONTROLE ANALITICO DA DEGRADACAO DE COMPOSTOS
NITROAROMATICOS DE AV EM MEIO LIQUIDO

4.8.1 Determinagao da Biomassa Micelial

Para determinacdo da concentracdo de biomassa micelial, as amostras de
100 mL dos frascos de Erlenmeyers foram filtradas em papel Whatmann n°.1
(previamente seco por 24 horas a 60 °C e pesado) e lavados com 100 mL de agua
destilada (RUEGGER, 2001).

O papel filtro com o micélio foi colocado em estufa durante 48 horas a 60 °C.
O peso seco foi determinado gravimetricamente em balanca analitica (Radwag AS
220/C/1) (RUEGGER, 2001) e depois foi subtraido o valor do peso final pelo inicial,

para obtencéo do peso total.

4.8.2 Determinacdo da Adsorcao de Nitroaromaticos pelo Micélio

A adsorcdo no micélio fungico foi realizada apés a determinacdo da
biomassa (PEREIRA, 2011).

Para determinacdo do contaminante adsorvido aos micélios, a biomassa
retida no papel filtro, foi macerada em tubos de ensaio com auxilio de bastdo de
vidro e adicionados 2 mL de metanol espectroscopico seguindo-se a filtracdo em
membrana de 0,22 um e coletados em frascos vial onde foram posteriormente
injetados no cromatdgrafo conforme os procedimentos para quantificacdo de

nitroaromaticos descritos por Helferich (2012).
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4.8.3 Determinacéo de Glicose

A concentracdo de glicose foi determinada pelo método DNS (4cido 3,5
dinitrosalicilico). As amostras foram diluidas de forma que a concentracdo de
substrato estive-se entre os valores da curva padrao, cujas concentragdes variaram
de 0 a 1 g/L de glicose. A 1 mL das amostras diluidas foi acrescentado 1 mL do
reagente DNS. Simultaneamente foi feita a curva padréo de glicose (MILLER, 1959).
Em seguida, a mistura foi colocada em banho-maria (Tecnal TE — 056) a 100 °C por
5 minutos, deixada resfriar e acrescida de 13 mL de agua destilada. O valor da
absorbancia foi medido a 540 nm. A concentracdo de glicose foi determinada
relacionando-se o valor da absorbancia lida para cada amostra com a respectiva

concentracdo na curva padréo (GARCIA, 2009).

4.8.4 Determinacdo Enzimatica

As enzimas sao proteinas especializadas na catalise de reacdes bioldgicas.

A atividade enzimatica € a quantidade de substrato que em uma reacéo
enzimatica particular € convertida em produto por unidade de tempo em condicbes
determinadas (FORGIARINI, 2006).

A determinacédo da atividade enziméatica envolve a medida da velocidade de
reacdo. Uma unidade (U) de atividade é a quantidade de enzima que catalisa a
transformacéo de 1 pmol de substrato ou a transformacéo de 1 ymol de produto por
minuto em condi¢des padronizadas. A atividade especifica € expressa em termos de
atividade por miligrama de proteina (U/mg) (ROVEDA et al., 2010).

Nos organismos utilizados, as enzimas geralmente produzidas s&o
peroxidase, manganés peroxidase e lacase, as quais foram determinadas segundo
Pereira (2011) (Figura 9), sendo as reac0Oes realizadas em triplicata e as leituras de
absorbancia efetuadas com auxilio de espectrofotémetro (Espectrofotdbmetro UV-VIS
Cary-50, da Varian). A enzima lignina peroxidase néo é produzida por P. ostreatus

segundo Delamatrice (2005), portanto nao foi determinada.
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Figura 9: Esquema das etapas de determinacgdo enzimaticas.

Fonte: (PEREIRA, 2011).

Os resultados de atividade enzimatica foram calculados pela férmula

(PERREIRA, 2011):

U/L = (AAbs /

Onde:

& X R x t) x10°

U/L = Unidade Internacional, onde internacional significa micromol por minuto

A Abs = Absorbancia (Abs final — Abs inicial)

& = Coeficiente de absorcdo molar

R = Volume da amostra (mL)

t = tempo de reacdo em minutos

10° = Conversdo da medida para litro
Coeficientes de absorcao molar:

Lacase (525 nm) = 65000 (Lacase)

Peroxidase (525 nm) = 65000 (Peroxidase)

Manganés Peroxidase (610 nm) = 4460 (MnP)
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4.8.4.1 Atividade de Peroxidase

Foi utilizado 0,6 mL de filtrado enzimatico centrifugado, adicionado a um
tubo contendo: 0,1 mL de siringaldazina em 1 mM de etanol absoluto, 0,6 mL de
tampao citrato fosfato 0,05 M e 0,1 mL de H,O, 2 mM. Apds 10 minutos de reacéo a
amostra foi lida em 525 nm (SZKLARZ, 1989).

4.8.4.2 Atividade Manganés Peroxidase

Foram adicionados 0,5 mL da amostra a 0,1 mL de lactato de sodio 0,25 M,
0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO4 2 mM, 0,1 mL de H,O, 2 mM
preparado em tamp&ao succinato de sédio 0,2 M (pH 4,0) (SARTORI, 2011) e 0,1 mL
de vermelho de fenol (0,1%). A amostra foi analisada na temperatura de 30 °C apés
5 minutos de reacéo (interrompida pela adicdo de 0,04 mL NaOH) no comprimento
de onda de 610 nm (KUWAHARA, 1984).

4.8.4.3 Atividade de Lacase

A atividade de lacase foi determinada segundo o protocolo de Szklarz et. al
(1989), adicionando o meio centrifugado (0,6 mL) a um tubo contendo 0,1 mL de
siringaldazina com 1 mM em etanol absoluto, 0,6 mL de tampao citrato fosfato 0,05
M e 0,1 mL de agua deionizada. A reacdo ocorreu apds 10 minutos e foi realizada a
leitura em 525 nm (SZKLARZ et al., 1989).
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4.9 MANIPULACAO DAS AMOSTRAS, VIDRARIAS E RESIDUOS

As normas de seguranca laboratoriais foram sempre observadas, como a
utilizacdo de luvas e guarda p6 e, sempre que possivel a cabine de seguranca
biolégica e quimica foi utilizada.

Como o efluente poderia deixar residuos nas vidrarias, todo material
utilizado na pesquisa foi separado e submetido a cuidados especiais de limpeza,
como esterilizagdo em autoclave, banho &cido e lavagem.

Todos os residuos da pesquisa (placas de Petri descartaveis e residuos
dos meios contendo o efluente) foram esterilizados, identificados, separados e

encaminhados para a Essencis Solu¢cdes Ambientais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DA AV

O efluente Agua Vermelha de acordo com a resolucido CONAMA n° 23/96
(BRASIL, 1996) é um residuo perigoso da classe 1 e esta enquadrado como um
residuo reativo, desta forma ndo existem parametros fixados para este efluente da
industria de explosivos, 0 meso tem seu langamento proibido no meio ambiente.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados das analises fisicas e

guimicas da AV a 0,5%.

Tabela 5. Resultados das Anélises Fisica e Quimicas da Agua Vermelha (diluida a 0,5% v/v)

Parametros Resultados
Sdélidos totais (mg/L) 712 + 25
Sdélidos suspensos totais (mg/L) 9 £0,50
Sdélidos dissolvidos totais (mg/L) 665 + 50
Sdélidos Dissolvidos Fixos (mg/L) 170+ 25
Sdlidos Dissolvidos Volateis 502 £ 50
(mg/L)
Sulfato (mg/L) 169 + 25
Nitrato (mg/L) 41 +5
Nitrito (mg/L) 261
Nitrogénio organico (mg/L) 35+5
DQO 246 + 25 mg/L O,
DBOs 136 + 20 mg/L O,
pH 6,8 +0,1
Fendis totais 4 mg/L

Fonte: propria.

De uma maneira geral observou-se que a AV apresenta uma quantidade
significativa de sélidos totais (712 + 25 g/L) com uma contribuicdo em termos de
sélidos dissolvidos da ordem de 93% sendo estes constituidos de matéria organica

(75%) e a fracdo inorganica (26%) relacionada a sais dissolvidos dos &cidos
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utilizados e também a adi¢cdo do sulfito de sddio na etapa de purificacdo e lavagem
do TNT.

Como este efluente ndo apresenta na legislacdo os parametros minimos de
langamento e proibe o mesmo, os elevados niveis dos compostos presentes no
mesmo justificam a conducdo de operacdes unitarias para tratamento e/ou
recuperacéao do efluente em estudo.

Na Figura 10 esta a caracterizacdo realizada por CLAE da AV bruta,
mostrando o0s dois compostos presentes em maior concentragcdo, o 2,6-
dinitrotolueno e o 2,4-dinitrotolueno, compostos que serdo monitorados no efluente

tratado com o fungo.

AV bruta 1
700 ]
600 -
566 <::I 2,4 dinitrotolueno ]
400+ ‘ _
300 ]
200 2,6 dinitrotolueno |:> | ]
100- |
a ) | | \l J[ J || 1 | i I[ | ') 1 . k
| NS | ¥ ..ul..-'-LL—IJ-L-«-\.J_m_- P L r\-JI'J.J‘h.lL. I LT i e
0 I =4
Minutos 5 10 15 20 25 30 35

Figura 10 - Cromatograma obtido para amostra de Agua Vermelha bruta.

A forte coloracao observada no efluente pode ser explicada a partir de duas
hipoteses principais (HELFERICH, 2012):
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e Presenca de azo compostos derivados de possiveis acoplamentos entre
moléculas com fun¢Bes amino reduzidas pela reacdo com sulfito de soédio em etapas
mais avancadas no processo de purificagdo. Estes acoplamentos ocorreriam em
funcdo da formacédo de ions arenodiaz6nios que sdo eletrdlitos fracos e reagem com
compostos aromaticos mais reativos, como fendis, para produzir compostos do tipo
azo;

e Presenca de espécies benzendides mono, di ou polinitroarométicas nao
acopladas e residuais oriundas dos precursores sintéticos do 2,4,6-trinitotolueno.

Adicionalmente, o efluente também apresentou uma taxa de DQO (matéria
organica) que correspondente a aproximadamente o dobro da DBO (razéo
DBO/DQO = 0,552), o que sugere que 0 mesmo nao € facilmente biodegradavel
(SCALIZE et al., 2004).

5.2 ENSAIO ECOTOXICOLOGICO DA AV

Varios organismos-teste ja foram utilizados para ensaios ecotoxicologicos
de efluente da industria de explosivos, como Artemia salina (PINTO; PAIVA, 2007), o
peixe Danio rerio (MARQUES; PAIVA, 2008), o microcrustaceo Ceriodaphnia silvetrii
(MELO et al., 2010), a bactéria Escherichia coli e a alga Selenastrum capricornutum
(RODRIGUES et al., 2007).

O microcrustaceo D. magna foi observado em 24 e 48 horas, onde
observou-se a imobilidade do organismo-teste no efluente AV nas concentracoes

mostradas na Figura 11.
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Figura 11 — Representacdo grafica do estudo com D. magna mostrando a imobilidade
observada em diferentes diluicdes obtidas a partir de Agua Vermelha a 1%, em 24 e 48
horas.

A taxa de inibicdo observada de D. magna foi maior em 48 horas, ndo sendo
observado o FT para D. magna nesse tempo. O FTp em 24 horas foi 16, na diluicdo
0,062, indicando que a toxicidade do efluente AV é alta.

Comparativamente, a menor concentracdo do efluente utilizada neste
trabalho (0,5%) também demonstrou-se téxica, devido o FTp corresponder a 4
(Figura 12).
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Figura 12 — Representacdo grafica do estudo com D. magna mostrando imobilidade em
diferentes diluicdes de Agua Vermelha a 0,5%, em 24 e 48 horas.

Somente foi possivel observar o FT que néo causou a imobilidade de menos
de 10% dos organismos no teste em 24 horas (Figura 13), isso deve-se a alta

toxicidade do efluente AV, tanto na concentracao de 1% como de 0,5%.
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Efluente AV 0,5%

Figura 13 - Representacdo gréafica FTp em fungdo das concentragdes da Agua Vermelha
(1% e 0,5%) no teste de toxicidade aguda com D. magnha em 24 horas.
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O efluente AV na concentracdo 0,5% apresentou-se menos toxico (Figura
14) em comparacgdo com o efluente AV a 1%, visto que o FT da AV a 0,5% foi 4 e 0
FT da AV a 1% né&o foi obtido.

90 \ T~
w0 L\ \
o \ \
. \ \
- \ \
0 \ \
0 \ |

Efluente AV 1%

Efluente AV 0,5%

% de Imobilidade

1 2 4 8 16 32
Fator de Diluigdao

Figura 14 - Representacdo grafica FTp em funcdo das concentracdes da Agua
Vermelha (1% e 0,5%) no teste de toxicidade aguda com D. magna em 48 horas.

O FT encontrado foi 4, que significa que o efluente foi diluido com 3 partes
de agua de diluicdo e 1 parte de efluente, e que esta diluicdo ndo apresenta mais
toxicidade aguda ao organismo-teste (PAWLOWSKY et al., 1997).

Com esses resultados fica claro a preocupacdo que deve-se ter com este
efluente oriundo da industria de explosivos, visto que este teste foi realizado em uma
concentracdo de 0,5% e 1% do efluente, ou seja, a toxicidade dele nestas condi¢cdes
€ alta, porém o efluente bruto, certamente é mais téxico. O que justifica entédo, o

estudo de alternativas para o seu tratamento.
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5.3 PRIMEIRO EXPERIMENTO: EFEITOS QUE INFLUENCIAM NA VELOCIDADE
DE CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIO SOLIDO

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para o delineamento experimental,

tendo sido obtidas velocidades de crescimento radial que variaram entre 0,32 a 4,61

mm/dia.
Tabela 6 — Resultados obtidos para o delineamento experimental
Velocidade de
Niveis/ % Crescimento Radial Média |Desvio
ensaios | Fungo | pH |Glicose |Efluente (mm/dia) Padréao
Vel.1 | Vel.2 | Vel.3
1 - - - - 3,48 2,96 2,93 3,123 | 0,309
2 + - - - 2,957 2,91 2,94 2,936 | 0,023
3 - + - - 3,39 3,09 2,92 3,133 | 0,237
4 + + - - 3,420 4,61 3,19 3,740 | 0,762
5 - - + - 2,24 1,88 1,89 2,003 | 0,205
6 + - + - 2,36 2,24 1,96 2,187 | 0,205
7 - + + - 1,89 2,45 2,12 2,153 | 0,281
8 + + + - 2,47 3,37 3,19 3,010 | 0,476
9 - - - + 0,60 0,86 0,49 0,650 0,19
10 + - - + 0,78 0,44 0,40 0,540 | 0,208
11 - + - + 1,34 1,21 1,00 1,183 0,171
12 + + - + 0,87 0,96 1,16 0,997 | 0,148
13 - - + + 0,74 0,71 0,64 0,6967 | 0,051
14 + - + + 0,63 0,57 0,32 0,507 | 0,164
15 - + + + 0,89 0,79 0,74 0,807 | 0,076
16 + + + + 1,04 1,00 1,60 1,213 0,335

Fonte: propria.
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Para a andlise estatistica destes dados foi utilizado o software Statgraphics
Plus versao 5.1, onde foram calculados os efeitos principais, de interacdo e o erro
padrao de efeito conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 — Efeitos principais de interacéo e de erro padrdo de efeito calculados em funcéo da
velocidade média de crescimento de Pleurotus ostreatus e Pleurotus floridae em meio

composto a base do efluente Agua Vermelha daindustria de explosivos.

Fator experimental Efeito calculado Erro padréo de efeito
A: fungo 0,172 +/- 0,085
B: pH -0,449 +/- 0,085
C: Glicose -0,465 +/- 0,085
D: [Efluente] -1,961 +/- 0,085
AB -0,248 +/- 0,085
AC 0,141 +/- 0,085
AD -0,192 +/- 0,085
BC 0,001 +/- 0,085
BD -0,002 +/- 0,085
CD 0,429 +/- 0,085

Fonte: prépria.

Para a interpretacdo da Tabela 7 foram considerados estatisticamente
significativos os efeitos cujos valores absolutos foram superiores ao erro padrao
associado ao nivel de confianca de 95% (p < 0,05) com trinta e dois graus de
liberdade. Para auxiliar nesta interpretacdo foi construido o grafico de Pareto
ilustrado na Figura 15.

Neste grafico todos os efeitos que ultrapassaram a linha vertical azul foram

considerados significativos.
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Figura 15 — Representacdo do grafico de Pareto para avaliagdo comparativa dos efeitos
principais e de interacdo sobre a velocidade de crescimento de fungos do género Pleurotus

em meio composto a base do efluente Agua Vermelha da industria de explosivos.

A variavel que mais afetou o crescimento radial foi a concentracdo de
efluente, tendo esta promovido um decréscimo de aproximadamente 1,943 mm/dia
guando a concentracao foi elevada de 0,5 para 1% (AV). A concentracdo de glicose
mostrou-se significativa, sugerindo que, nas condi¢cbes do ensaio, o fungo obteve um
crescimento radial maior na concentracdo de glicose de 10 g/L. A variavel do fungo
teve baixa significancia estatistica. O pH também foi importante estatisticamente
para o crescimento fangico.

Embora o efeito principal para a variavel fungo ndo tenha se apresentado
altamente significativa, esta € analisada juntamente com a variavel pH através da

Figura 16.
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Figura 16 - Interpretagcdo geométrica relativa aos fatores experimentais significativos
sobre o crescimento radial de fungos do género Pleurotus em meio composto a base do

efluente Agua Vermelha da indlstria de explosivos.

A variavel pH influenciou na velocidade de crescimento radial dos dois
fungos, visto que 0s mesmos apresentaram uma tendéncia de melhor crescimento
em pH 6, mas P. floridae obteve um crescimento neste pH maior em comparacao
com P. ostreatus.

Embora a Figura 17 indique que a velocidade de crescimento radial (VCR)
aumenta com a diluicdo do efluente e com qualquer espécie de fungo, ha uma

elevacao desta de 0,17 mm/dia quando foi utilizada a espécie P. floridae.
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Figura 17 - Interpretagcdo geométrica relativa aos fatores experimentais significativos
sobre o crescimento radial de fungos do género Pleurotus em meio composto a base do
efluente Agua Vermelha daindustria de explosivos.

Com base na tabela de efeitos, grafico de Pareto e interpretacéo das Figuras
17, 18 e 19 pode-se concluir que as condicbes que mais contribuiram para o
crescimento fingico no meio composto a base do efluente AV foram: a concentracao
inferior de efluente (0,5% de AV); o nivel superior de pH (6,0); 10 g/L de glicose e P.
floridae. Nesta condicéo a velocidade de crescimento micelial observada foi de 3,74
+ 0,762 mm/dia (Tabela 6).

Marino et al. (2008) estudaram o P. ostreatus na degradacédo de serragem
da casca de coco, que apresenta taninos que reduzem o crescimento fungico,
verificando o crescimento micelial de 6,6 mm/dia. Este resultado é similar aquele de
Pedra e Marino (2006) que cultivaram os isolados de P. ostreatus para testar a
degradacdo do mesmo substrato, mas suplementado com farelo de trigo e arroz,
onde o fungo foi capaz de degrada-lo eficientemente.

Para a degradacao de corante azul de metileno estudados por Baba et al.
(2009), observou-se que o fungo Pleurotus floridae teve um crescimento micelial
maior em relacdo ao P. ostreatus.

Além do delineamento experimental da secdo anterior que utilizou como
base a velocidade de crescimento radial média em 7 dias de experimento,

considerou-se pertinente uma avaliagdo pontual comparativa das condigbes
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ensaiadas ao longo dos dias de estudo. A Figura 18 ilustra este perfil de resultados

para o fungo Pleurotus floridae.

Deslocamento (mm)

Tempo (dias)

—6—pH 6/0,5% AV /10G =X—pH5/0,5% AV /10G ——pH 6/0,5% AV / 20G —*—pH 5/0,5% AV / 20G
*-pH6/1% AV /10G —®—pH5/1%AV/10G ——pH6/1% AV/20G ——pH5/1% AV /20G

Figura 18 — Representacado gréfica do crescimento micelial do fungo Pleurotus floridae. AV:
Agua Vermelha; 10G: 10 g/L de Glicose; 20G: 20 g/L de Glicose.

Os graficos das Figuras 18 e 19 reforcam o comportamento observado no
delineamento experimental, pois o crescimento dos fungos do género Pleurotus
foram melhores na condicédo de pH 6, 10 g/L de glicose e na concentracdo de 0,5%
do efluente AV.

Rodrigues (2006) estudou o fungo Aspergillus niger em reator biolégico para
o tratamento de agua residuaria sintética contendo fenol, com diferentes
concentragcfes de glicose, observou que o uso da glicose favoreceu a obtencédo de
maiores reducdes da concentracdo de fenol e de matéria organica.

A concentracdo do efluente a 0,5% nao afetou significativamente o
crescimento do P. floridae, a medida que na maior concentracdo (1%) a inibicdo é
mais visivel no crescimento do mesmo, como também foi observado no
delineamento experimental.

Os dois fungos apresentaram o mesmo padrdo de comportamento em
relacdo as concentracbes do efluente. O crescimento radial de P. ostreatus foi

parecido com P. floridae, crescendo mais na menor concentracéo (Figura 19).
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Figura 19 — Representacao gréafica do crescimento micelial do fungo Pleurotus ostreatus. AV:
Agua Vermelha; 10G: 10 g/L de Glicose; 20G: 20 g/L de Glicose.

Para o P. ostreatus as melhores condicbes foram em pH 5 e 6, na
concentracdo de 0,5% e 10 g/L de glicose. Desta forma este fungo cresceu bem na
mesma condicdo que P. floridae, mas o pH 5 desta condi¢cdo permitiu crescimento
parecido.

Quanto ao aspecto de determinacao do pH 6timo do meio de cultura, Soares
et al. (2010) apresentaram também o melhor resultado com pH 6 para o fungo
Aspergillus nidulans utilizando dois meios distintos de cultura, BDA e Meio Completo
a 2% amido, variando os tratamentos com adi¢cdo ou nao de glicose.

Na Figura 20 observa-se o0 crescimento comparativo de P. floridae e P.

ostreatus.
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Figura 20 — Representacdo grafica da comparacdo entre o crescimento micelial dos fungos
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P. ostreatus e P. floridae com os desvio padrées no meio de cultivo contendo efluente Agua
Vermelha a 0,5%; 10 g/L de glicose e pH 6.

Observando o crescimento dos dois fungos podemos relatar que o padréo
de crescimento € muito parecido, visto que analisando o grafico com o desvio
padrdo pode-se notar que o fungo P. floridae cresceu ligeiramente mais que P.
ostreatus, confirmando os resultados estatisticos.

No meio com 20 g/L de glicose, o crescimento foi menor, sugerindo que o
estudo pode ser mantido com a menor concentracdo da glicose. O mesmo foi
observado pelos autores Pefia-Miranda et al. (1996) que, avaliaram concentracoes
de glicose entre 1 a 20 g/L na remocédo da cor de agua residuaria contendo melaco e
observaram maior remocao da cor por Aspergillus niger com 10 g/L de glicose.

Os fungos crescem mais ou melhor quando supridos de nutrientes (GERN,
2005; WISBECK, 2003), como a glicose, mas outras fontes podem suprir essa
necessidade, como nitrogénio por exemplo.

A capacidade dos fungos em adaptar rapidamente o seu metabolismo a
diferentes fontes de carbono e energia € um fator essencial para a sua sobrevivéncia
e auxilia os processos de biodegradacéo por diferentes substratos (PEREIRA,
2011).
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os fungos P. floridae
e P. ostreatus conseguiram crescer na presenca do efluente AV. Barnabé (2003)
também verificou o crescimento e resisténcia de P. ostreatus em herbicidas, que
também inibem o crescimento fungico.

O crescimento micelial foi pouco afetado pelo efluente AV nas
concentragbes mais baixas (0,5%), no entanto, o crescimento foi inibido na
concentracdo de 1% de AV em média no quarto dia do estudo. Supbe-se que isso
ocorreu devido a toxicidade do efluente sobre o crescimento dos fungos, como deixa
claro o gréfico de Pareto.

Algumas substancias s@o essenciais para 0 metabolismo de varios seres
vivos, incluindo os fungos, no entanto, sdo téxicos quando presentes em excesso
(BALDRIAN, 2003). Assim, houve um crescimento na maior concentracdo de AV,
mas este ao longo do tempo foi diminuindo.

Essa toxicidade foi comprovada com o teste com D. magna, pois quanto
mais efluente, ou menor a diluicdo, maior o efeito toxico apresentado.

A comparacdo entre o crescimento em Agar e com o meio de cultivo do
delineamento soélido evidencia que os fungos conseguiram crescer, mas foram

afetados pela toxicidade do efluente AV, conforme anélise da Tabela 8.

Tabela 8 — Comparago entre crescimento em Agar e na melhor condigdo de crescimento para
Pleurotus floridae e Pleurotus ostreatus.

Agar Agar Efluente 0,5%, pH 6, 10 g/L de Glicose
Organismos Vel. cresc. Desvio Vel. cresc. Desvio Padrao
(mm/dia) Padrdo (mm/dia)
Pleurotus ostreatus 4,875 0,303 3,133 0,237
Pleurotus floridae 4,976 0,386 3,740 0,762

Fonte: prépria.

Os fungos cresceram de maneira parecida nos dois meios de cultivo. Quanto
a tolerancia ou degradacdo do contaminante presente no efluente, esta sera
esclarecida no estudo em frascos agitados.

O Agar agar também é conhecido como Agar ou agarose, é extraido de
diversos géneros e espécies de algas marinhas, e possui em sua composicao,

principalmente, fibras e também sais minerais (P, Fe, K, CI, 1), celulose,
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anidrogalactose e uma pequena quantidade de proteinas, podendo assim servir
como uma fonte de nutrientes para 0s micro-organismos.

A glicose € um composto de facil assimilacdo pelos fungos (GRIFFIN, 1994),
por isso foi adicionada no estudo para auxiliar na adaptacao inicial do fungo no meio
contendo e efluente, porem outros fungos como a Phanerochaeta, somente utilizam
a glicose como fonte de carbono, se esta for adicionada ao meio, e ndo degradam

0S compostos de interesse.
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5.4 PRIMEIRO EXPERIMENTO: EFEITOS QUE INFLUENCIAM NA
BIODEGRADAGCAO DE EFLUENTE AV EM MEIO LIQUIDO

Concentracbes muito elevadas de células no inoculo resultam em
crescimento na forma filamentosa, o que conduziria a diminuicdo da eficiéncia do
tratamento, enquanto que em concentracbes de 10 esporos/mL de in6culo, os
fungos tenderiam a formar pellets, estrutura que permitiria uma maior producdo de
enzimas, o que poderia favorecer a obtengcdo de maior eficiéncia do processo
(RODRIGUES et al., 2010).

De acordo com Covizzi et al. (2007) os fungos podem ser encontrados na
forma de esporos ou de filamentos, e, quando submetidos a certas condi¢cdes de
crescimento, tendem a formar aglomerados de micélios, que tem formato esférico,
0s quais sdo denominados pellets. As condicdes de cultivo interferem nas
caracteristicas fisicas, quimicas e morfolégicas das hifas e na tendéncia destas em
formar agregados celulares ou néo.

Segundo Celestino et al. (2009), que estudaram a remocdo de matéria
organica de agua residuaria contaminada com BTX, essa formacéo de pellets pode
ter contribuido positivamente para os fungos se desenvolverem e alcancarem
melhores remocdes.

Ao final do cultivo em meio liquido observou-se que os fungos inoculados

formaram pellets (Figura 21).

Figura 21 - Fotografia mostrando a formagdo de pellets durante o

tratamento fungico nos Erlenmeyers.
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A descoloracdo dos meios foi perceptivel no sétimo dia no meio 2 contendo

o fungo P. floridae (Figura 22).

Figura 22 — Descoloracdo no meio 2 (pH 6, 20 g/L de glicose) com o fungo P. floridae e
comparacGes com os meios 1 (pH 6, 10 g/L de glicose), 3 (pH 5, 10 g/L de glicose) e 4 (pH 5, 20
g/L de glicose).

O meio com pH 6 (meio 2) apresentou resultados similares aos obtidos no
estudo em meio sélido, tendo sido observado para este maior reducao de cor em
relacdo com os demais meios, 0 que pode estar relacionado a possiveis
mecanismos de biodegradacdo dos cromoéforos dos compostos presentes na AV.

Concordando com os resultados, Baba et al., (2009), estudaram a
degradacédo de corante azul de metileno em meio liquido durante 7 dias, onde o
fungo P. floridae também teve uma descoloracdo maior se comparado com P.

ostreatus.

5.4.2 Andlise Estatistica do Delineamento Experimental

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos para o delineamento experimental,
tendo sido obtidas reducdes da concentragdo de nitroaromaticos presentes no
efluente AV entre 11% e 22,1%.
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Tabela 9 — Resultados do planejamento experimental 2° com os fungos do género Pleurotus.

Niveis/ Resposta da Reducgédo de TNT | Média de |Desvio
ensaios Fungo pH |Glicose [R1 R2 R3 R4 remocao |Padréo
1 - - 14 | 145 | 15 | 136 | 14275 | 0,607
2 + - 17 16,8 18 18,1 17,475 0,670
3 - + 19 18 18 18,6 18,4 0,489
4 + + 21 20 21 22,1 21,025 0,857
5 - - 16 15 16,5 15 15,625 0,750
6 + - 21 20 20,5 22 20,875 0,853
7 - + 12 11 11 12,8 11,7 0,871
8 + + 19 18 18 18,7 18,425 0,505

Fonte: propria.

O ensaio 4 contendo o fungo Pleurotus floridae, pH 6 e 10 g/L de glicose foi

0 que apresentou a maior média na remocao de nitroaromaticos, sendo esta de

aproximadamente 21%. O ensaio 6 também apresentou uma alta remocao (20%), e

considerando o erro experimental da determinacdo ndo é possivel afirmar o meio

mais promissor. O ensaio 8 (meio 2 da Figura 22) obteve maior descoloracdo do

meio, nos resultados estatisticos foi observado uma reducdo de 18% dos

nitroaromaticos, demonstrando que a descoloracdo maior neste caso ndo esta

relacionada com a maior remocao dos compostos presentes na AV.

Para melhor compreensao dos efeitos das variaveis selecionadas sobre a

reducdo da concentracdo dos compostos nitroaromaticos, calculou-se os efeitos

constantes na Tabela 10.

Tabela 10 - Estimativa de efeitos para a redu¢ado da concentracéo de Nitroaromaticos

Fator experimental

Efeito calculado

Erro padréo de efeito

A:Fungo 4,45 +/- 0,253
B:pH 0,325 +/- 0,253
C:[Glicose] -1,1375 +/- 0,253
AB 0,225 +/- 0,253

AC 1,5375 +/- 0,253

BC -3,5125 +/- 0,253
ABC -0,5125 +/- 0,253

Fonte: prépria.
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Para interpretacdo foram considerados estatisticamente significativos os
efeitos cujos valores foram superiores ao erro padrdo associado ao nivel de
confianca de 95% (p < 0,05) com vinte e quatro graus de liberdade. Para auxiliar

nesta interpretacéo foi construido o grafico de Pareto ilustrado na Figura 23.

A:Fungo 1+
o= -
| I
AC
C:[Glicose]
ABC
B:pH
AB :|
[I.'I :Ii é é 1I2 1I5 1I8

Efeito Padronizado

Figura 23 — Representagcdo do gréfico de Pareto mostrando o padrédo de reducéo da

concentragdo de Nitroarométicos.

Os efeitos que ultrapassaram a linha vertical azul foram considerados
significativos. A glicose e a espécie de fungo foram significantes estatisticamente. O
pH nédo foi importante estatisticamente para o estudo da reducéo de nitroaromaticos
do efluente AV.

Nas Figuras 24 e 25, pode-se observar as melhores condi¢cbes para a
reducdo da concentracdo de nitroaromaticos contidos no efluente AV da industria de

explosivos.
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Figura 24 - Superficie de contorno da estimativa de resposta da reducdo de Nitroaromaticos

com glicose e pH (niveis codificados).

As reducbes de nitroaromaticos presentes nos meios de cultivo com os
fungos variaram entre 12 e 22 %. A melhor condicdo entre concentracao de glicose
e pH, foi de 10 g/L de glicose e pH 6, porém conforme Tabela 8, o pH 5 e o nivel de
glicose maior também propiciaram niveis bons de reducéo de nitroaromaticos.
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Figura 25 - Superficie de contorno da estimativa de resposta da reducdo de Nitroaroméaticos

com glicose e fungo (niveis codificados).
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Diante do exposto na Figura 25, a melhor condicdo entre concentragdo de

glicose e a espécie de fungo de melhor desempenho foi de 10 g/L de glicose e P.

floridae respectivamente.
Como a interagcdo de terceira ordem para os fatores pH, fungo e

concentracdo de nitroaromaticos, a interpretacdo destas variaveis foi realizada de

forma conjunta através da Figura 26.

Reducéao [Nitroaromaticos]

11,7

1.0 625
—————— 20875
?
o
L
o
21,02 1.0
pH
1.0-1.0

Fungo
Figura 26 - Interpretacdo geométrica da reducdo da concentracdo de nitroaromaticos

em meio composto a base do efluente Agua Vermelha da industria de explosivos

(niveis codificados)

Os efeitos das variacfes dos niveis de cada fator experimental estudado

neste delineamento em meio liquido sdo mostradas na Figura 27.
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Figura 27 - Interpretacdo geométrica referente as principais variaveis da Redugédo da

concentracdo de Nitroaromaticos.

Assim, a espécie fungo que apresentou maior eficiéncia de remocéo de
nitroaromaticos foi P. floridae e o nivel de glicose 10 g/L foram os melhores. Ja a
variavel pH n&o apresentou influéncia na redugcdo da concentracdo de
nitroaromaticos.

Na Tabela 11 estdo indicados os valores de glicose apds o tratamento

fungico com os dois fungos em estudo.

Tabela 11 - Resultado da determinacéo de Glicose (g/L) apds tratamento fangico por 7 dias.

Condicdes Pleurotus floridae Pleurotus ostreatus
1 0,15 + 1,04 9,64 + 14,3
2 0+0,02 0,31 +1,18
3 9,21 +13,8 9,69 +12,5
4 9,05+ 13,5 9,03 + 13,5

Condicbes: 1 (pH 6, 10 g/L de glicose), 2 (pH 6, 20 g/L de glicose), 3 (pH 5, 10 g/L de
glicose) e 4 (pH 5, 20 g/L de glicose).

Fonte: prépria.
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Os resultados apontam para o maior consumo de glicose para o fungo P.
floridae (condicbes 1 e 2) e P. ostreatus (condi¢do 2). O maior consumo de glicose
para a condigdo 2 confirma os dados observados na descoloracdo, podendo
justificar e evidenciar a maior remocéao de cor, em funcéo do fungo estar utilizando o
substrato do meio para o seu crescimento apoés utilizar toda a glicose do meio.
Portanto, uma descoloracao elevada do meio pode néo influenciar na degradacéao de
nitroaromaticos do meio, bem como uma maior reducéo de nitroaroméaticos pode néao

descolorir o meio.

5.4.3 Atividade Enzimatica

No final de sete dias foram determinados tanto para o fungo P. floridae como

para P. ostreatus as trés enzimas em meio liquido descritas na Figura 28.
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Figura 28 — Concentracdo enzimatica média durante 7 dias de experimento para os diferentes
meios com os dois fungos. 1 (pH 6, 10 g/L de glicose), 2 (pH 6, 20 g/L de glicose), 3 (pH 5, 10
g/L de glicose) e 4 (pH 5, 20 g/L de glicose).

A enzima peroxidase apresentou-se em niveis relativamente elevados nos
dois fungos em alguns meios (2, 3 e 4). Especula-se que este comportamento tenha
promovido a inducdo na degradacao dos fendis presentes em grande quantidade.

O fungo P. floridae produziu lacase em 3 meios, diferentemente de P.
ostreatus que a produziu somente em dois meios. A lacase pode ter sido produzida
pelo estresse causado pela presenca da AV. Neste contexto, Henn (2009) observou
somente lacases nos extratos das culturas, e concluiu que a enzima foi induzida na
presenca dos pesticidas.

Estudos realizados com Phanerochaete chrysosporium, que possuem o

processo de descoloracao iniciado por peroxidases, revelaram que o fungo foi muito
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eficiente na degradacao de azo-corantes (FORGIARINI, 2006). Isso pode explicar a
elevada producéo de peroxidase também por Pleurotus.

A enzima lacase foi produzida por ambos os organismos, mas o fungo P.
floridae apresentou producao nos meios 1, 3 e 4, sendo que P. ostreatus somente a
produziu nos meios 2 e 4.

MnP nao foi detectavel em nenhum dos meios durante o experimento que
durou 7 dias. Em estudo realizado sobre produc¢do de enzimas por Silva (2004) com
oito fungos durante 14 dias, a mesma observou a atividade enzimatica da MnP
somente em trés linhagens, sendo que apenas uma apresentou concentracao mais
alta (2,765 U/mL).

Finalmente, P. ostreatus produziu maiores quantidades de enzima
peroxidase, e o fungo P. floridae produziu mais lacase.

Neste contexto, contrariando parte deste resultados, Delamatrice (2005)
estudou um efluente da estacdo de tratamento de Americana Sao Paulo com P.
ostreatus e observou a producdo de uma concentracdo maior da enzima MnP e
pouca lacase, néo foi detectada a producao de LiP.

De modo similar aos resultados obtidos neste trabalho, Forgiarini e
colaboradores (2006) observaram relativamente maiores atividades de lacase e MnP
na degradacao de corantes da industria téxtil.

O meio tratado com P. floridae foi escolhido porque no meio obteve-se maior
descoloracdo e maior porcentagem de reducdo de nitroaromaticos. Essa
descoloracdo pode estar ligada a peroxidase que € conhecida por ser eficaz na
guebra de compostos azo aromaticos na presenca de H,O, e por degradar e

precipitar importantes corantes azo industriais (MOHAN et al., 2005).
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5.5 SEGUNDO EXPERIMENTO: ESTUDOS DE DEGRADACAO EM FRASCOS
AGITADOS

A avaliagdo do processo de degradacdo foi acompanhada pelo
monitoramento dos parametros biomassa, adsorgcdo, glicose, concentracéo

enzimatica, cor e concentracdo de nitroaromaticos.

5.5.1 Biomassa

Na Figura 29 observam-se os resultados da biomassa seca de Pleurotus

floridae durante 15 dias.
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Figura 29 - Peso seco da biomassa micelial de P. floridae durante experimento em meio
liquido.

Ao 15° dia do estudo, obteve-se crescimento da biomassa micelial de 12,5

miligramas por mL. Komura (2009) obteve em seu estudo com meio liquido
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CZAPECK mantido por 10 dias uma biomassa menor de Pleurotus (3 miligramas por
mL).

O fungo P. floridae cresceu de forma gradativa durante os dias de cultivo,
atingindo o maior crescimento em biomassa no ultimo dia de estudo. Maziero,
Cavazzoni e Bononi (1999) selecionaram 56 espécies de basidiomicetos para a
producdo de biomassa, destes, 70% das espécies estudadas produziram maiores
guantidades de biomassa ap6s 14 dias de cultivo. Desta forma, o fungo em estudo
comportou-se de maneira parecida ao estudo.

A maior producdo de biomassa de P. ostreatus ocorre em nove dias de
cultivo a 25 °C e apoés 14 dias de cultivo ocorre o inicio da morte celular (CAMPOS et
al., 2010). Como neste trabalho néo foi observado declinio no crescimento fangico,
nao foi possivel detectar a maior producéo de biomassa.

5.5.2 Adsorcéo de Nitroaromaticos pelo Micélio

Para o procedimento de adsorcdo foram seguidos os procedimentos da
secado 4.8.2 e o filtrado (Figura 30) foi posteriormente analisado através de CG/MS
verificando se a diminuicdo da concentracdo de AV no meio estava realmente
relacionada a degradacdo do composto estudado e nédo devido a adsorcdo do

composto pela biomassa fangica.

Figura 30 — Fotografia do micélio filtrado do meio de cultivo para posterior
secagem e obtencéo da biomassa.
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Durante a realizagcdo do estudo, a adsorcdo dos compostos presentes no meio de cultivo contendo o efluente AV da

industria de explosivos ndo se apresentou significativa conforme pode ser observado nos cromatogramas da Figura 31.
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Figura 31 - Andlise cromatogréafica da adsorcdo micelial dos compostos presentes no meio de cultivo com Agua Vermelha da industria de explosivos
comparando o controle com o 1°dia, 8°dia e ultimo dia de estudo.
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Concordando com os resultados deste trabalho, PERREIRA (2011), estudou
a adsorcdo da atrazina ao micélio fangico e o mesmo também mostrou-se
insignificante, indicando a capacidade e a eficiéncia de P. ostreatus em produzir
enzimas como a lacase na degradacao deste herbicida e de outros como o0 TNT.

5.5.3 Determinacéo de Glicose

A determinagdo de glicose foi importante para evidenciar o crescimento
micelial continuo e assim, indicar que esta pode ter auxiliado o fungo a adaptar-se
ao meio contendo o efluente, seguindo posteriormente a isso uma queda na
concentragdo de glicose. Bonfanti (2006) observou o mesmo em estudo realizado
com o fungo Pleurotus sajor-caju com o efluente da industria de papel e celulose.

Em um estudo realizado por Forgiarini (2006), onde a concentracdo de
corantes era de 0,5 g/L e com glicose (10 g/L), varios corantes foram testados e
verificados quanto a sua descoloracdo, com glicose no meio seis corantes foram
descoloridos, enquanto que na auséncia de glicose apenas trés obtiveram uma
descoloracao significativa. Assim, os resultados sugerem que uma fonte primaria de
carbono (glicose) é essencial para uma descoloracdo extensiva do corante
(FORGIARINI, 2006).

Durante o tratamento fangico que estendeu-se por 15 dias, observou-se que
a partir do 7° dia a glicose foi sendo consumida, e no 10° dia foi totalmente
consumida (Figura 32), porém nao houve diminuicdo no crescimento em biomassa
fungica. Isto indica que ap6s o 10° dia de estudo, o fungo utilizou os constituintes do
meio para crescer, pode-se comprovar esta afirmacdo analisando as Figuras da
secdo 5.6.5, onde mostram a reducdo da concentracdo de alguns nitroaromaticos.

Também se inicia a maior descoloracdo do meio.
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Figura 32 — Comparacdo entre reducéo diaria de glicose e inicio da producao de

lacase pelo fungo P. floridae.

84

A producéo de lacase também teve relacdo com o consumo total de glicose,

pois somente a partir do 9° dia inicia-se a producdo da mesma, iSso pode ser

explicado pelo estresse oxidativo que o efluente causou ao fungo e na falta de

glicose este estimulou a producdo de lacase, porem esta pode nado estar

necessariamente envolvida com a degradacéo de substancias do meio.

5.5.4 Atividade Enzimatica

Avaliando a producédo de enzimas durante os dias de experimento obteve-se

0 seguinte grafico mostrado na Figura 33.
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Figura 33 - Concentracdo de diferentes enzimas produzidas por Pleurotus floridae no
segundo experimento em meio liquido com o efluente Agua Vermelha da industria de
explosivos.

No 1°, 7° e 8° dia ocorreu a producdo de Peroxidase. MnP somente foi
detectavel no 4° dia de estudo em grande quantidade. A partir do 9° dia ocorreu a
producéo de lacase (261 U/L no 9° dia e 28 U/L no 15° dia). A diferenca no tempo de
producdo dessas enzimas pode refletir o envolvimento da peroxidase e MnP na
degradacdo do efluente AV e a lacase sendo produzida devido as situacdo de
estresse oxidativo.

Comparativamente com o estudo de Pereira (2011) utilizando a atrazina,
com o fungo P. ostreatus 0 mesmo produziu apenas a enzima lacase, cujos valores
foram para o sétimo dia (0,533 U/mL) e décimo quinto dia (0,119 U/mL) de cultivo.

Em estudo realizado por Baptista et al. (2012), com os fungos
Cunninghamella echinulata e Penicillium commune, os mesmos obtiveram a
producédo de 0,00435 U/mL de lacase para ambos.

Pozdnyakova et al. (2006) estudaram a habilidade de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) em estimular a producdo de lacase e peroxidase
produzidas pelo fungo Pleurotus ostreatus. Esse estudo mostra a produgdo da

enzima lacase principalmente entre o 7° e 10° dia de cultivo, enquanto que a
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producdo de peroxidase comecou apds 5 a 7 dias de cultivo, resultados parecidos
com os obtidos neste trabalho.

Conforme apresentado na Figura 38, a atividade enzimética méaxima de
lacase ocorreu no 9° e 14° dia e a degradacdo maxima de nitroaromaticos no 8° dia.
Pereira (2011), obteve a atividade enziméatica maxima de lacase no 7° dia e a
degradacdo maxima de atrazina ocorreu por volta do 15° dia.

Para Alexandrino et al. (2007) a producdo maxima da atividade lacase foi
obtida apés 15 dias de cultivo, enquanto maximo de atividade MnP foi alcancado no
trigésimo dia de cultivo.

Segundo Elisashvili et al. (2010) a suplementacdo de meio com 0,03 a 0,3
milimolar de TNT aumentou a producéo de lacase de 1,267 U/mg para 3,125 a 8,630
U/mg por dia pelo fungo Cerrena unicolor.

A enzima peroxidase € assim chamada porque depende do peréxido de
hidrogénio para se tornar ativa. Segundo Forgiarini (2006) a remocéao catalitica de
fendis e outros compostos aromaticos, incluindo substancias cromogénicas, de
efluentes industriais utilizando enzima peroxidase e peroxido de hidrogénio, vem
sendo foco de pesquisas extensivas.

As peroxidases na sua acdo enzimatica provem da reducao ciclica do atomo
de ferro no grupo hematina, a enzima se combina com a molécula de H;O,,
formando um complexo que pode oxidar uma variedade de doadores de elétrons
formando agua no final. Por causa da baixa especificidade do complexo enzimatico
peroxidase-H,O,, este pode promover a oxidacdo de uma grande variedade de
poluentes organicos (DELLAMATRICE, 2005).

5.5.5 Determinacao de cor

A partir da inspecdo visual da Figura 34, é possivel observar uma

significativa descoloracéo do efluente em estudo.



87

Figura 34 — Imagem comparativa do controle (sem tratamento) e apés o
15° dia de tratamento fungico com P. floridae.

Conforme a diminuicdo da cor foi observada, esta resultou na medida da
absorbancia mostrada na Figura 35.
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Figura 35 — Medida da Absorbancia do efluente Agua Vermelha da industria de explosivos
durante o tratamento fingico (Anax=290 nm).

Pela inspecédo da Figura 35 € possivel verificar que a reducdo da cor medida
em 465 nm diminuiu em aproximadamente 80% em 15 dias de tratamento do
efluente AV pelo fungo P. floridae. Sanjust et al. (1991) em estudo de descoloracao
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do efluente da industria de éleo de oliva, observaram uma reducéo de 40 a 60% da
cor por P. floridae.

De acordo com Forgiarini (2006) entre as enzimas utilizadas para a
descoloracao esta a lacase, que pode ter influenciado na diminuicdo de absorbancia
durante o processo de tratamento.

Em estudo realizado por Rodriguez et al. (1999) para observar a
descoloracdo de corante industrial por lacases de fungos ligninoliticos, todas as
cepas de P. ostreatus exibiram lacase alta e atividade MnP, onde a lacase foi
correlacionada com a descoloracdo do meio.

Apos a andlise fisica e quimica da AV tratada, os niveis de DQO e DBO

demonstraram a eficiéncia do tratamento fungico, conforme Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados da reducdo de DQO e DBO da AV tratada durante 15 dias.
DQO DBO
% de reducéo 55% 51%

Fonte: prépria.

Nesse contexto, em estudo realizado por Santaella et al. (2002), em reator
de fluxo descontinuo utilizando fungos para tratamento de efluentes da industria de
beneficiamento da castanha de caju, houve reducdo na DQO e na DBO do efluente,
sendo que, em sete dias, houve reducdo de 76% da DQO e em 17 dias houve
remogao de 95% da DBO..

Para fendis totais, que estavam em torno de 4 mg/L, obteve-se uma reducéo
para 3 mg/L em todo o tratamento, indicando que essa sua reducdo de 25% pode
estar relacionada as enzimas ligninoliticas produzidas pelo fungo.

Desta forma, para degradar efluentes fendlicos, Davis e Burns (1990)
mostram que em incubacdes prolongadas (8 dias) com o fungo Coriolus versicolor,
foi alcancado 70% a 80% de descoloracao, indice maior do que o alcangado com o
melhor tratamento enzimatico que foi de 48% de remocdo em 72 horas por lacase

imobilizada.
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5.5.6 Monitoramento da degradacao de 2,6 e 2,4-dinitrotolueno

Neste estudo da Agua Vermelha, os nitroaromaticos identificados como 2,4 e
2,6-dinitrotolueno tiveram sua degradacdo monitorada via cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. Os picos e as areas monitoradas para 0s
dois compostos foram chamados de 1 e 2, identificados via biblioteca NIST® como
2,6 e 2,4 dinitrotoluento, respectivamente:

v' Pico 1 = tempo de retencdo 16,28 (min.) (2,6 dinitrotolueno); area controle
827326.

v' Pico 2 = tempo de retencdo 18,62 (min.) (2,4 dinitrotolueno); area controle
159674.

Analisando a AV bruta com a AV a 0,5% observam-se os mesmos
compostos presentes, mas na menor diluicdo, como era de se esperar, estes
aparecem em picos menores.

A avaliacdo do processo de degradacdo dos compostos nitroaromaticos foi
realizada através do monitoramento das areas cromatograficas, estando os
cromatogramas obtidos ilustrados comparativamente na Figura 36. Em geral,

observa-se uma significativa reducao de area para ambos os picos.
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Figura 36 — Cromatograma de monitoramento de 2,6 dinitrotolueno (1) e 2,4 dinitrotolueno (2)
referente ao controle e as amostras do tratamento fangico.

Através da comparacédo das areas dos picos indicados no cromatograma da
Figura 36 foi possivel verificar que o 2,4 DNT é totalmente degradado em 24 horas
de tratamento, enquanto que o 2,6 DNT necessitou de 8 dias para sua completa
degradacdo. Neste sentido, pode-se especular que estes processos se conduziram
pela acdo das enzimas peroxidase e logo apos a MnP.

No 7° dia de tratamento o 2,6-dinitrotolueno apresentou uma reducédo da
area do pico de 83%, sendo que o mesmo no 8° dia de estudo (Figura 37) alcancou
100% de reducdo para ambos os compostos monitorados, sendo tal processo
atribuido as enzimas produzidas pelo fungo, principalmente a peroxidase e a MnP,
visto que a lacase atinge niveis maximos de atividade enzimatica somente a partir

do oitavo dia.
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Figura 37 — Cromatograma do 8° dia mostrando os dois picos de monitoramento,
sendo pico 1 0 2,6 DNT e pico 20 2,4 DNT.

Para justificar a eficiéncia da degradacdo do composto 2,4 e 2,6-

dinitrotolueno pelas enzimas peroxidase e MnP, foi construido o gréfico ilustrado na

Figura 38, neste € mostrada o final da degradacéo de 2,6-dinitrotolueno e o inicio da

producéo de lacase.
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Figura 38 — Representacdo grafica comparando a reducdo de 2,6-dinitrotolueno e a
producdo de lacase.

A maior degradacao e possivel mineralizacdo dos nitroaromaticos aconteceu
entre 0 1° e 8° dia de experimento, dias em que iniciou-se a producdo da enzima
peroxidase e MnP por parte do fungo P. floridae. A lacase produzida posteriormente
pode estar relacionada a quebra de algumas substancias presentes na AV que
podem ter servido de alimento para o fungo e esta também pode ter sido produzida
devido ao estresse que o efluente causou ao fungo.

Estudo realizado com TNT por Muter et al. (2012) demosntrou que a
guantidade total de TNT de 100 mg/L teve uma reducdo de 90% apds 14 dias de
incubacao.

Scheibner et al. (1997) estudaram 91 cepas de fungos pertencentes a 32
géneros diferentes, estes foram testados quanto a sua capacidade de metabolizar e
mineralizar 2,4,6-trinitrotolueno (TNT). A mineralizacdo significativa de TNT foi
observada apenas para os fungos basidiomicetos.

Oito fungos foram testadas para a capacidade de transformar e tolerar TNT
em meio liquido. Os fungos Trichoderma viride e C. resinae foram mais tolerante ao
TNT. Cunninghamella echinulata var. elegans, Trichoderma viride, Schizophyllum
commune e Cladosporium resinae converteram quantidades significativas de TNT
(27%, 19%, 18% e 8%) (BAYMAN; RADKAR, 1997).
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Samson et al. (1998) estudaram a degradacéo de 2,4,6-dinitrotolueno e 2,4-
dinitrotolueno ambos em uma concentracdo inicial de 50 mg/L de TNT, em meio
liquido, o TNT foi totalmente transformado pelos trés fungos: Ceratocystis
coerulescens, Lentinus lepideus e Trichoderma harzianum. O DNT somente foi
degradado por C. coerulescens e T. Harzianum.

A degradacdo do TNT por sete espécies de fungos da podridao branca foi
realizada em meio liquido com uma concentracdo de 50 mg/L de TNT. Durante a
degradacdo foi possivel detectar a producdo de amino-dinitrotoluenos, que
desapareceram no final da incubagao (KIM; SONG, 2000).
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5.6 AVALIACAO TOXICOLOGICA POS-TRATAMENTO FUNGICO

Visando comparar o efluente AV antes e apGs tratamento fangico realizou-se
dois testes de toxicidade. O primeiro (Figura 39), sem tratamento flungico, era
composto por: efluente AV na concentragcédo de 0,5%, 10 g/L de glicose e pH 6. O
segundo (Figura 40), ap6s o periodo de 15 dias em Shaker com o fungo P. floridae,

era igualmente formado.
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Figura 39 — Representacao gréfica do estudo com D. magna mostrando imobilidade
em diferentes diluicdes de Agua Vermelha, em 24 e 48 horas com o meio de cultivo

liguido, sem tratamento.



95

12

10

M 24 Horas

4 - W 48 Horas

Individuos imdveis
(@)}
1

0,5 0,25 0,125 0,062 0,031 0,01
Diluig6es do efluente AV

0 - . - |

Figura 40 — Representacao grafica do estudo com D. magna mostrando imobilidade em
diferentes diluicdes de Agua Vermelha, em 24 e 48 horas com o meio de cultivo liquido,

ap6s o tratamento fangico de 15 dias.

Comparando a toxicidade do meio tratado por 15 dias com o efluente ndo
tratado, podemos observar a reducdo da toxicidade analisando o FTp (Figura 41),
porque de 8 passou para 4 em 48 horas de ensaio toxicolégico, pois quanto maior o

FTp, maior a toxicidade.
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Figura 41 — Representacédo grafica do FTp comparando a toxicidade do meio com o final

do tratamento fangico de 15 dias.

No inicio do tratamento fangico foi mantido um teste controle, sem o fungo.
Este, apds o término do tratamento foi submetido juntamente com o resultado do
ultimo dia de tratamento ao ensaio com D. magna. O tratamento teve éxito na
diminuicdo da toxicidade para 0 microcrustaceo, e conforme diminuia a
concentracdo do efluente, este ndo apresentou mais toxicidade alguma ao
organismo-teste.

Resultados similares foram verificados por Forgiarini (2006) que observou a
degradacédo de corantes e efluentes téxteis pela enzima peroxidase, portanto, no
efluente ndo tratado apresentou um FTp mais elevado do que o tratado, mostrando
gue houve reducédo da toxicidade apos o tratamento enzimatico.

Um teste de biotoxicidade realizado por Liu et al. (2012) com a bactéria
Vibrio ginghaiensis sp., mostrou que a toxicidade aguda da AV contendo o TNT foi
reduzida em cerca de 94% como uma consequéncia do tratamento com ferro de
valéncia zero.

Apds o0 tratamento com processo redutivo, o substrato contendo
trinitrotolueno teve sua toxicidade analisada com Artemia salina, e esta foi reduzida
em 90% (CAVALOTTI, 2008).



97

Na avaliacdo da toxicidade aguda de efluentes de pesticidas utilizando
Daphnia magna, Pawlowsky et al. (1997) também observaram uma reducdo da
toxicidade de 93%.

A resolucdo SEMA/IAP 070/09 que dispde sobre as condi¢cdes e padrdes de
lancamento de efluentes liquidos industriais, estabelece padrdes e critérios para o
lancamento destes no meio ambiente, bem como as condi¢cOes e exigéncias para o
Sistema de Automonitoramento, como parte integrante do Sistema de Licenciamento
de Atividades Poluidoras, onde para todas as categorias de efluente ndo definidas,
ficam estabelecidos os limites maximos de toxicidade. Assim um dos organismos
gue monitora a industria quimica € Daphnia magna, onde o FT para D. magna deve
estar em 8 (12,5%).

Desta forma, o efluente AV tratado neste trabalho ndo pode ser eliminado
nos corpos hidricos sem o devido tratamento, pois 0 mesmo estava diluido (0,5%) e
nao foi tratado bruto, devido a sua toxicidade alta, porém os resultados indicam que
o tratamento do efluente nesta concentracéo € eficaz e permite o seu langamento no

meio ambiente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo do efluente com a finalidade de conhecer o perfil quimico
dos compostos existentes foi importante para entender a composi¢cado da AV e como
é dificil a degradacao de seus compostos por tratamentos convencionais. Com este
estudo, também foi possivel propor a biorremediacéo por fungos, especificamente os
do género Pleurotus, como uma alternativa aos processos de tratamento de
residuos das industrias de explosivos.

O teste ecotoxicologico também evidenciou a importancia do tratamento
destes efluentes, devido aos resultados obtidos no ensaio de toxicidade com D.
magna, que identificou o efluente AV a 0,5% como téxico. O fator de toxicidade (FT)
foi observado na concentragcdo de 1% como 16 e na concentracédo de 0,5% como 4
em 24 horas.

Os ensaios preliminares em meio sdlido para verificar o crescimento dos
fungos nos meios de cultivo descritos no planejamento fatorial e também o meio
liquido para confirmar os parametros, apresentaram tendéncia estatistica de melhor
crescimento do fungo P. floridae na concentracdo de efluente 0,5%, em pH 6 e com
10 g/L de glicose. Estas condi¢cdes foram consideradas no segundo experimento em
meio liquido com frascos agitados.

Os testes de toxicidade com D. magna demonstraram a eficiéncia do
tratamento fungico com o fungo P. floridae, pois ocorreu diminuicdo da toxicidade.

A adsorcdo da AV ao micélio fungico mostrou-se insignificante, indicando a
capacidade e a eficiéncia de P. floridae na biodegradacédo deste efluente.

O tratamento bioldgico do efluente da industria de explosivos AV mostrou-se
viavel, uma vez que conseguiu reduzir a concentracdo de alguns nitroaromaticos,
bem como a total mineralizacdo de alguns compostos como o 2,6-dinitrotolueno e o
2,4-dinitrotolueno presentes no efluente, boa descoloracdo do meio, reducdo de
fendis, DQO e DBO. Sugere-se, entretanto, que para posteriores estudos com os
fungos do género Pleurotus, mantenha-se o estudo por maior tempo, visto que o
fungo P. floridae estava em crescimento no ultimo dia deste estudo.

Para otimizar e elevar a reducdo da concentracdo de nitroaromaticos

visualizada em escala de bancada, sugere-se a utilizacdo de reatores do tipo Air lift
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que é capaz de manter elevada concentracdo de biomassa ativa em movimento
proporcionando maior area de interagdo com o substrato.

Embora este trabalho tenha estudado a biodegradacéo fangica do efluente
diluido, sua aplicabilidade se mantém, visto que, na condi¢&o original (sem diluicao),
em funcdo da alta concentracdo de nitroaromaticos, ndo recomenda-se qualquer
tratamento direto. Neste contexto, sugere-se a realizacdo de estudos de
aproveitamento e/ou recuperacdo destes, para somente depois realizar-se o0
tratamento bioldgico.

Outras formas de tratamento conjunto devem ser estudadas para que o
processo biologico deste trabalho viabilize-se sem necessitar de uma diluicdo tao
elevada do efluente. Dentre estes destacam-se o tratamento foto-fenton, lodos
ativados e processos fisicos e quimicos. Também seria interessante para a industria
reaproveitar parte dos compostos presentes no efluente, como o TNT, visto que € a
matéria prima da geracdo de explosivos, assim, a toxicidade e a concentracdo de
alguns compostos toxicos diminuiriam, podendo o tratamento biolégico ocorrer de
forma mais eficaz.

Para estudos posteriores seria importante realizar a extracado direta e/ou
producdo das enzimas peroxidase e MnP, para aplica-las diretamente sobre o
efluente para reduzir o tempo de tratamento e torna-lo mais efetivo, pois o
tratamento com fungos precisa levar em conta o cuidado com o cultivo do mesmo,
alimento, entre outros. Pois como afirma Forgiarini (2006), esta técnica apresenta
especial vantagem para o tratamento de solu¢des fortemente concentradas, pois a
reacdo pode ser procedida sem diluicdo da corrente poluida, e em um curto tempo
de retencéo.

O estudo realizado constitui uma contribuicdo para o reconhecimento da
relevancia ambiental dos compostos nitroaromaticos e para o desenvolvimento de
tecnologias que reduzam ou minimizem o impacto causado por efluentes desta

natureza.
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ANEXO

Carta controle para Daphnia magna

Tabela: Valores médios de CE50-24 h (mg de K,Cr,0+/L) calculados para os testes de
toxicidade aguda com intervalo de confianca (95%).

N° do teste CE 50-24h (mg/L) R
1 0,93 0,718
2 0,64 0,806
3 0,91 0,970
4 0,96 0,937
5 0,69 0,800
6 0,66 0,628
7 0,99 0,952
8 0,89 0,853
9 0,67 0,921
10 0,88 0,952

Média 0,82

Desvio Padréo (S) 0,13926793

Fonte: Prépria.

A CE50-24h média obtida foi de 0,82 mg/L, dentro da faixa recomendavel
por padrdes internacionais (ISO 6341), entre 0,6 mg/L e 1,7 mg/L (KNIE; LOPES,
2004).
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Carta Controle de Sensibilidade K,Cr,0;
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Figura: Controle de qualidade do organismo-teste e estabelecimento da faixa aceitavel, de
CE50-24 horas do dicromato de potassio a Daphnia magna (LSC = limite superior calculado;
LIC = limite inferior calculado).



