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RESUMO 

 

CORDEIRO, Carin, Catiusce. Estudo da biodegradação de efluente kraft por 
fungos ligninolíticos.Trabalho de Conclusão de Curso (Tecnologia em 
Processos Ambientais) – Departamento Acadêmico de Química e Biologia, 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Curitiba, 2013. 
 
 
Mesmo com todo o avanço tecnológico disponível, a indústria de papel e 

celulose é uma das que mais colaboram com a contaminação do meio 

ambiente por apresentarem na maior parte de sua composição compostos 

lignínicos, matéria orgânica, cor e toxicidade. O presente trabalho teve por 

objetivo estudar a capacidade e a eficiência de fungos ligninolíticos em 

degradar compostos presentes em efluente Kraft Foram realizados 

experimentos em meio sólido e em meio líquido, numa sequência de quatro 

etapas. Na primeira foi realizada a caracterização físico-química do efluente. 

Na segunda etapa foram variadas as concentrações de efluente (de 0% a 

100%) dos meios de cultivo solidificado, avaliando seu efeito sobre o 

crescimento micelial, utilizando os fungos Phanerochaete chrysosporium ATCC 

24725, Agaricus bisporus ABI 25 e Pleurotus florida PSP 1. A partir dos 

melhores resultados, na terceira foi realizado em meio líquido um delineamento 

experimental 23, variando glicose, pH e concentração de efluente, sendo 

avaliados: biomassa, compostos lignínicos, cor e toxicidade com D. magna e L. 

sativa. Na etapa final foi realizado um acompanhamento cinético da condição 

otimizada, durante dez dias, com amostragem a cada dois dias. O melhor 

resultado de crescimento micelial em meio solidificado foi obtido com o fungo 

Pleurotus florida em 20% de efluente 4,88 mm/dia e os de remoção de 

compostos, em meio líquido, foram obtidos com o 10% de efluente Kraft, pH 

7,0 e com adição de 10 g/L de glicose. Os valores de remoção de remoção de 

cor foram (63,6 – 68,6%) e compostos ligninicos (94,36 – 98,76%) e também 

redução da toxicidade em relação aos bioensaios realizados. Em relação ao 

ensaio cinético observou-se correlação entre a remoção de cor e lignina e a 

formação de biomassa. A produção de Manganês Peroxidase foi de 593,98 

U/mL. Os resultados obtidos indicam que Pleurotus florida apresentou potencial 

de biodegradação de compostos presentes em efluente Kraft, mas novos 

estudos devem ser realizados. 

Palavras-chave: Biodegradação. Efluente Kraft. Phanerochaete 

chrysosporium. Agaricus bisporus. Pleurotus florida. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

CORDEIRO, Carin Catiusce. Biodegradation study of Kraft effluent by 
ligninolytic fungi. Trabalho de Conclusão de Curso (Tecnologia em Processos 
Ambientais) – Departamento Acadêmico de Química e Biologia, Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná. Curitiba, 2013. 

 

Even with all the technological advances available, the pulp and paper industry 

is one of the biggest water consumer, presenting  an effluent rich in lignin 

compounds, organic matter, color and toxicity. The present work aimed to study 

the capacity and efficiency of ligninolytic fungi to degrade compounds present in 

kraft wastewater. Experiments were conducted first on solid medium and after 

in liquid medium, in a sequence of four steps. The first study carried out the 

physico-chemical characterization of the effluent. In the second, different 

concentrations of the effluent (from 0 % to 100 %) mixed with agar (1,5%) were 

distribuited on Petri in order to evaluate its effect on mycelial growth of 

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Agaricus bisporus ABI 25 and 

Pleurotus florida PSP 1. Considering the results , the third experiment was 

conducted in liquid medium, in a factorial experiment 23, varying glucose, pH 

and concentration of effluent.  In this experiment biomass,  ligninic compounds , 

color and toxicity to Daphnia magna and Lactuca sativa were evaluated. In the 

final step a ten day kinetic was conducted, monitoring parameters every two 

days. Mycelial growth on solid medium showed best results for Pleurotus florida 

and Phanerochaete chrysosporium. In ligd medium best results were obtained 

for P. florida cultivated on 10% of effluent Kraft , pH 7 and by adding 10 g / L 

glucose. Result of removing color removal was about 65% and ligninic 

compounds around 95%. Regarding the kinetic assay correlation was observed 

between lignin and color removal and the formation of biomass. Production of 

manganese peroxidase was 593.98 U/mL. Pleurotus florida showed potential 

for biodegradation of compounds present in wastewater Kraft, but further 

studies should be conducted. 

 

Key words: Biodegradation. Kraft effluent. Phanerochaete chrysosporium. 

Agaricus bisporus. Pleurotus florida.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Nas últimas décadas, há uma crescente preocupação com a qualidade 

do meio ambiente, devido ao aumento dos processos industriais e da 

densidade populacional. Os recursos naturais têm se tornado cada vez mais 

escassos devido ao uso indiscriminado, à elevação dos padrões de vida e à 

contaminação de toda ordem (SILVA; ESPOSITO, 2004). 

Dentre as atividades industriais, a de papel e celulose é uma das mais 

importantes do mundo e segundo dados da Associação Brasileira de Celulose 

e Papel (BRACELPA, 2009), o Brasil se consolidou como o 4º e 10º lugar na 

produção mundial de celulose e papel respectivamente. Porém, apesar dos 

avanços ocorridos nos últimos anos, esta indústria ainda é uma das maiores 

consumidoras de água, que pode chegar até a 60 m3 por tonelada de papel, 

mesmo com as mais modernas e eficientes técnicas operacionais 

(THOMPSON et al., 2001).  Dessa forma, há a geração de grandes volumes de 

águas residuárias na extração da polpa celulósica, sendo a técnica de 

polpação predominante no mundo o processo Kraft. Esse processo é 

responsável pela geração de efluentes com alta demanda bioquímica de 

oxigênio (DBO), concentrações de fenóis, turbidez, sólidos suspensos, 

compostos aromáticos cromóforos e organoclorados, causando impacto 

ambiental nos corpos receptores (VIDIC; SUIDAM; BRENNER, 1994).  

Acompanhando o crescimento da industrialização também surgem 

novas alternativas promissoras para o tratamento de efluentes (DURAN et al., 

2002). Nos últimos anos, vários estudos têm focado na capacidade das 

bactérias e fungos de degradar compostos, sendo denominada biodegradação 

ou biorremediação (POINTING, 2001). Essa técnica busca acelerar o que a 

natureza levaria dezenas de anos para executar (BARROS, 2004) 

O processo de biorremediação utilizando basidiomicetos para o 

tratamento de efluentes industriais contendo compostos ligninicos tem se 

mostrado eficiente em função do complexo enzimático produzido por estes 

organismos (SCHMIDT; WESCHSLER; NASCIMENTO, 2003). Entre os 
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gêneros mais estudados estão Picnoporus, Phanerochaete e Pleurotus (NOZU 

et al., 2010). 

Experimentos conduzidos por Valli e Gold (1991) revelaram que a 

degradação de 2,4-diclorofenol (DCP) por Phanerochaete chrysosporium 

depende da concentração de nitrogênio no meio. Em cultivos com limitação de 

nitrogênio (1,2 mM de tartarato de amônio), 50% do 2,4-DCP foi degradado a 

CO2 em 24 dias de cultivo, enquanto apenas 8% de degradação foi observada 

com 12 mM da mesma fonte de nitrogênio. Já Garcia (2009) obteve remoções 

de 2-4 diclorofenol e 2-4-6 triclorofenol de 45,7% e 17,9%, respectivamente, em 

biorreator com o fungo Pleurotus ostreatus. 

Neste contexto, este trabalho visa estudar a capacidade e a eficiência de 

fungos ligninolíticos em degradar compostos presentes no efluente Kraft 

proveniente da indústria de papel e celulose. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar o tratamento de efluente do processo Kraft, oriundo da indústria 

de papel e celulose, por basidiomicetos produtores de enzimas degradadoras 

da lignina. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar o efluente do processo Kraft segundo os parâmetros físico-

químicos e toxicológicos;  

 Avaliar em meio sólido o efeito de diferentes concentrações do efluente 

sobre a velocidade de crescimento dos fungos Agaricus bisporus, 

Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus florida; 

 Otimizar em cultivo líquido a biodegradação do efluente através de um 

delineamento experimental (23) com as melhores condições do meio 

solidificado;  

 Acompanhar a cinética de tratamento do efluente na melhor condição 

obtida através do delineamento experimental; 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 INDÚSTRIAS DE PAPEL E CELULOSE 

  

A indústria de papel e celulose é atualmente uma das mais importantes 

do mundo. Na última década, o país aumentou sua produção em 36,1%, com 

crescimento médio de 3,1% ao ano, seguindo as mudanças na economia 

brasileira. O desenvolvimento socioeconômico e o aumento de renda da 

população, com a inserção de novos consumidores no mercado, resultaram em 

mais demanda por livros, cadernos, jornais e revistas, embalagens para 

alimentos, remédios e itens de higiene pessoal. Com 14,1 milhões de 

toneladas, o Brasil se consolidou como o 4º produtor mundial de celulose, 

distanciando-se da Suécia, que ficou na 5ª colocação, com 11,8 milhões de 

toneladas (BRACELPA, 2010). Em relação à produção de papel, embora tenha 

crescido 4,4% na comparação com 2009/2010, chegando a 9,8 milhões de 

toneladas, o país perdeu uma posição, ficando em 10º lugar. O resultado da 

produção de celulose, em 2006, levou o Brasil a passar da sétima para a sexta 

posição, como produtor mundial, ultrapassando o Japão e aproximando-se do 

patamar dos grandes produtores europeus, Suécia e Finlândia (BRACELPA, 

2009).     

Os investimentos realizados por este segmento industrial nos últimos 

anos tornaram o Brasil o maior produtor mundial de celulose fibra curta 

branqueada, que passou de 1,4 para 7,7 milhões de toneladas/ano entre 1990 

e 2007, superando, nesse tipo de celulose, a produção dos Estados Unidos 

(BRACELPA, 2007). Em relatório publicado em 2009 a rotação do plantio de 

eucalipto no Brasil é de 7 anos, o que permite ao país obter um rendimento de 

41m3/(ha.ano) (BRACELPA, 2009). 

Apesar de sua indiscutível importância econômica estas empresas 

apresentam um elevado potencial de contaminação ambiental, não só pela 

presença de compostos recalcitrantes, mas também pelo elevado volume de 
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efluente gerado, que deve ser tratado antes de seu lançamento nos corpos 

aquáticos receptores (ALMEIDA et al., 2004). 

 

3.2 COMPOSIÇÃO E ESTRUTURA DA MADEIRA 

 

A grande disponibilidade de madeira no mundo e principalmente sua 

renovabilidade, fazem desse material um interessante foco de estudos 

(FERRAZ, 2001). A madeira é um biocomposto natural constituído 

principalmente por fibras. Sua composição química apresenta cerca de 40-50% 

de celulose 20-35% de hemicelulose, 20-30% de lignina e 1-3% de extrativos 

(compostos alifáticos, incluindo alcanos, álcoois, ácidos graxos, esteróis, 

compostos fenólicos, cinzas (menos que 1%) e compostos minerais presentes 

em pequenas quantidades. As quantidades relativas dos componentes da 

madeira variam com o tipo de madeira e com o tipo de parede celular 

(GARCIA, 2009). Geralmente, classifica-se a madeira em dois tipos: as 

Gymnospermae ou madeiras duras (hardwood), que são as folhosas e as 

Angiospermae ou moles (softwood), que são as resinosas (TAVARES, 2006).   

A celulose é um polímero de cadeia longa composto por unidades β-D 

glicopiranose unidas por ligações β (1→4) (Figura 1). As suas cadeias 

apresentam entre 4000 e 10000 unidades de D-glucose anidra. A celulose está 

estruturalmente ligada à hemicelulose e à lignina, não sendo assim um 

substrato facilmente acessível. A forma cristalina é resistente ao ataque 

químico e à degradação microbiana enquanto a forma amorfa é primeiramente 

atacada e degradada (TAVARES, 2006). 

 

Figura 1: Representação simplificada da estrutura da celulose. 
Fonte: Tavares (2006). 
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 A hemicelulose é um polissacarídeo associado à celulose, definindo as 

propriedades estruturais na parede celular vegetal e desempenhando funções 

na regulação do crescimento e desenvolvimento das plantas (SJOSTROM, 

1981). É constituída por unidades de açúcares, como pentoses, hexoses e 

ácidos hexurônicos. A cadeia principal pode ser constituída por um único tipo 

de unidade, ou por dois ou mais de açúcares (FENGEL, 1984). Devido ao baixo 

grau de polimerização e à sua natureza amorfa, as hemiceluloses são 

degradadas mais facilmente do que a celulose. Apesar disso, ainda é 

necessário um sistema enzimático complexo para a sua degradação, devido à 

sua estrutura variável e ramificada (TAVARES, 2006). Tal como a celulose, 

grande parte da função das hemiceluloses é dar resistência à parede celular, 

atuando como matriz de suporte para as microfibrilas de celulose (TAVARES, 

2006). 

A lignina é um dos compostos aromáticos mais abundantes na biosfera e 

das plantas vasculares (AGAPITO, 2007). Na madeira, encontra-se associada 

à celulose e à hemicelulose. É um polímero de estrutura amorfa, aromática, 

altamente ramificada e insolúvel em água. Apresenta–se sob uma rede 

tridimensional com ligações cruzadas (TAVARES, 2006).  

A formação da lignina deve-se a uma reação química que envolve fenóis 

e radicais livres. A sua, formação resulta de variados acoplamentos de 

espécies radicais que surgem por uma polimerização iniciada enzimaticamente 

por peroxidases de espécies radicais dos percussores de fenilpropano 

(SJOSTROM, 1981; HAMMEL, 1997). 

O tipo de lignina varia consoante a natureza da madeira. Nas madeiras 

de resinosas a lignina é constituída por unidades de tipo ρ-coumarílico e 

coniferílico. Nas madeiras de folhosas, a lenhina é formada a partir de unidades 

dos três alcoóis (SJOSTROM, 1981). 
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3.3 PROCESSO KRAFT 

 

O processo mais empregado para separar a lignina e hemicelulose da 

celulose é o processo Kraft (Figura 2), que remove aproximadamente 90% da 

lignina presente na madeira. Empregando-se uma combinação de hidróxido de 

sódio e sulfeto de sódio em elevadas temperaturas (~ 170ºC), a lignina é 

degradada efetivamente em fragmentos solúveis em água e fibras de polpa, 

predominantemente, compostas de celulose e hemicelulose (PERISSOTTO; 

RAMOS, 2002). Os 10% restantes têm que ser eliminados nos processos de 

branqueamento, que normalmente são realizados com cloro, hidróxido de sódio 

e peróxido de hidrogênio, conforme os estágios de branqueamento 

empregados (GARG; MODI, 1999). Este efluente, é alcalino, com um pH de 

aproximadamente 12, apresenta alta concentração de espécies fenólicas. A 

descrição do processo ao sulfato ou Kraft, referido abaixo, diz respeito ao 

processo cuja matéria-prima é a madeira de E. globulus. 

 

 

 
 

Figura 2: Esquema geral do processamento Kraft de pasta de papel. 
Fonte: AGAPITO (2007). 
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A matéria–prima é recepcionada na forma de toras, com ou sem casca, 

que são transformadas em aparas no destroçador. O cozimento das aparas de 

madeira é feito em reatores denominados digestores. No digestor, as aparas de 

madeira são tratadas, a uma temperatura entre os 145 e os 155ºC, com lixívia 

de cozimento (lixívia branca), sendo esta constituída essencialmente por 

hidróxido de sódio (NaOH) e sulfureto de sódio (Na2S). Durante o cozimento 

Kraft os constituintes não celulósicos da madeira, como a lignina, são 

degradados e solubilizados, obtendo-se a separação das fibras de celulose. O 

hidróxido de sódio reage com a lenhina para separar as fibras e o sulfureto de 

sódio protege as moléculas de hemicelulose, favorecendo a reação de 

deslignificação. Após este tratamento, obtém-se a denominada “pasta crua”, 

que é lavada com água e crivada para remoção de impurezas sólidas, as 

chamadas incozidos. Do cozimento resulta ainda a lixívia negra, composta por 

água, compostos orgânicos da madeira e compostos inorgânicos usados no 

cozimento (AGAPITO, 2007). 

Depois da operação de lavagem, a pasta apresenta uma coloração 

acastanhada, devido à lignina residual presente. É então efetuado o processo 

de branqueamento, que remove ou descolora a lignina residual, obtendo-se 

como produto final a pasta branqueada de eucalipto. O branqueamento é uma 

operação oxidativa, em que a pasta é tratada com agentes oxidantes, havendo 

alternância entre os estágios de reação química oxidante e os estágios de 

dissolução alcalina. No final de cada um dos estágios são realizadas operações 

de lavagem, que permitem a extração dos compostos sucessivamente 

solubilizados (AGAPITO, 2007). 

No processo de oxidação usa-se como reagente o dióxido de cloro 

(ClO2) que oxida, solubiliza e descolora a lignina, sem degradar a celulose. As 

fases de extração são realizadas recorrendo-se à aplicação de NaOH, O2 e 

H2O2, e conduzem a uma aumento da reatividade da pasta, obtendo-se 

brancuras mais elevadas e mais estáveis. O NaOH é utilizado na primeira 

extração alcalina para dissolver as cloro lignina e outras matérias coradas. O 

O2 oxida e solubiliza a lenhina, conduzindo a uma diminuição do consumo do 

dióxido de cloro nas fases seguintes. O H2O2 elimina alguns grupos cromóforos 
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que conferem cor à pasta, permitindo um branqueamento mais eficaz 

(AGAPITO, 2007). 

A pasta branqueada é conduzida às torres de armazenamento e de 

seguida é submetida a um processo de secagem, obtendo-se um produto 

acabado para a expedição (AGAPITO, 2007). 

Cada passo pode variar de acordo com a indústria e com o tipo de 

processo adotado e o resíduo final é uma combinação dos efluentes gerados 

nas diversas etapas envolvidas (ALI e SREEKRISHNAN, 2001). 

 

3.4 EFLUENTES DA INDÚSTRIA DE PAPEL E CELULOSE  

 

Os efluentes da indústria de pasta e do papel são poluidores. Embora o 

volume gerado durante a etapa de branqueamento seja cerca de 10m³ por 

tonelada de polpa, é nessa etapa que se formam os compostos mais deletérios 

para o ambiente, como demonstrado na Figura 3. 

 

Figura 3: Poluentes originados pelas diferentes etapas de fabricação do papel e celulose. 
Fonte: Adaptado de Pokhrel e Viraraghavan (2004). 
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Durante o processo convencional de branqueamento, utiliza-se cloro 

para a remoção da lignina residual presente nas fibras celulósicas, sendo 

gerada uma enorme variedade e quantidade de substâncias organocloradas 

recalcitrantes e altamente tóxicas (ALMEIDA et al., 2004), tais como dioxinas, 

clorocatecóis, cloroguaiacóis e clorofenóis (XIE et al., 1986; ODENDAHL, 

1994). 

Segundo Durán (2004), os efluentes originados na produção e no 

branqueamento das polpas Kraft podem causar toxicidade aguda ou crônica, 

mutagenicidade, deficiência de oxigênio, eutrofização nos corpos d’água 

receptores e, consequentemente, modificações nas comunidades de plantas e 

de animais. Em função desses impactos ambientais, esforços têm sido 

realizados no sentido de reduzir ou eliminar o uso de compostos clorados nas 

etapas de branqueamento da polpa Kraft, buscando-se por meio de estudos, 

nos últimos anos, a substituição desses compostos por agentes à base de 

oxigênio (oxigênio, peróxido de hidrogênio e ozônio). A produção de polpa 

totalmente livre de cloro (TCF- total clorine free) permanece praticamente a 

mesma, o agravante é que o efluente das TCF tem apresentado toxidade 

crônica e os compostos ainda não foram identificados. Dessa forma, novas 

alternativas têm sido buscadas e a tendência atual é a produção de polpas 

livres de cloro elementar (ECF), por meio de processo que emprega dióxido de 

cloro ao invés de cloro elementar (GARCIA, 2009). 

 

3.5 BIODEGRADAÇÃO DOS COMPOSTOS DA MADEIRA 

  

Segundo Rabinovich et al. (2004) a decomposição da matéria orgânica é 

um processo que ocorre naturalmente pela ação de microrganismos como 

fungos e bactérias. Tais organismos se utilizam dessas substâncias orgânicas 

para a obtenção de nutrientes e energia. No caso particular de compostos 

orgânicos de elevada toxicidade e complexidade, são poucos os organismos 

capazes de não somente degradá-los, mas também de suportar as condições 
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adversas que esses compostos impõem ao ambiente em que se encontram 

depositadas (OKADA, 2010). 

Vários organismos, como bactérias e fungos, são capazes de degradar a 

madeira, sendo que, em ecossistemas terrestres naturais, os fungos da classe 

Basidiomycetes são os considerados os melhores. Morfologicamente, são 

caracterizados pela produção de esporos de origem sexuada (estruturas 

denominadas basídios), apresentam micélio dicariótico durante maior parte do 

ciclo sexual e hifas septadas que podem formas ansas (alças de conexão 

envolvidas na manutenção da dicariose característica desse grupo) 

(ALEXOPOULOS et al., 1996). Na natureza, desempenham importante papel 

na ciclagem de nutrientes. Crescem, principalmente, sobre madeira em 

decomposição e outros resíduos de origem vegetal (ALEXOPOULOS et al., 

1996). 

Os fungos são classificados de acordo com as diferenças de padrões de 

degradação da madeira que apresentam, levando-se em conta a característica 

macroscópica da degradação (BLANCHETE, 1991; HATAKKA, 1994; TUOR, 

1995). Desta forma, podem ser divididos em fungos de degradação ou 

podridão branca, podridão parda e podridão mole.  

Os basidiomicetos causadores de podridão branca possuem um sistema 

enzimático que os tornam capazes de utilizar fontes complexas de carbono, 

sendo assim responsáveis pela degradação da celulose, hemicelulose e da 

lignina, quebrando-a em moléculas menores até CO2 e água, originando 

resíduo de coloração clara, por isso, são denominados fungos ligninocelulíticos. 

Os causadores de podridão parda, por sua vez, removem, seletivamente, a 

celulose e a hemicelulose da madeira, com capacidade causar limitadas 

mudanças na lignina, observando-se uma coloração escura nos locais 

degradados (GUGLIOTTA, 2001; MATHEUS; OKINO, 1998). Os fungos de 

podridão mole podem degradar tanto os polissacarídeos quanto a lignina, 

porém em velocidades muito reduzidas (KIRK; CULLEN,1998).  

Fungos da podridão branca começaram a ser utilizados como alternativa 

para realizar a descoloração de efluentes e degradação de compostos 
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xenobióticos a partir da década de 1980. O início dos estudos sobre estes 

fungos em processos de biorremediação se deve à presença de seus 

complexos enzimáticos, capazes de catalisar a degradação de uma grande 

variedade de compostos aromáticos (BURATTO, 2010). De acordo com SILVA 

et al. (2000) biorremediação é a descontaminação do ambiente, utilizando a 

habilidade natural dos organismos em mineralizar, transformar ou até mesmo 

combinar compostos poluentes com outras moléculas.  

Segundo Souza (2009) esses fungos secretam enzimas que convertem 

polímeros externos em moléculas menores, que são assimiladas e utilizadas 

como nutrientes. De acordo com Moreira Neto (2006), estudos sobre a 

degradação da lignina por basidiomicetes ligninolíticos fornecem informações 

para a aplicação destes fungos em inúmeras pesquisas envolvendo a 

biodegradação de diversos xenobióticos. 

 

 

3.5.1 Sistemas enzimáticos encontrados em fungos ligninoliticos 

 

 

 Enzimas são proteínas com atividade catalítica, são constituídas por 

uma parte proteica, porém podem estar integradas a outras moléculas, como 

carboidratos e lipídeos. Existe uma grande variedade de enzimas, sendo a 

maioria encontrada em pequenas quantidades. Algumas enzimas 

extracelulares são produzidas em grandes quantidades por certos organismos 

e são capazes de digerir materiais nutritivos insolúveis, como celulose, 

proteínas e amido. Sua utilização é feita em processos biotecnológicos 

industriais, ajudando a reduzir a poluição do meio ambiente (FORGIARINI, 

2006). 

Um aspecto importante do uso de enzimas na degradação de poluentes 

consiste na sua seletividade e eficiência (MELO et al., 2008), tendo como 

vantagens em relação aos catalisadores químicos, como reutilização, maior 

especificidade, menor consumo energético maior velocidade de reação e 

redução dos custos de maquinaria e laboratoriais (MUSSATO et al. 2007). 
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As enzimas envolvidas no mecanismo de degradação de compostos 

recalcitrantes por fungos ligninolíticos são do grupo fenoloxidases, como a 

Lignina Peroxidase (LiP), Manganês Peroxidase  (MnP)  e  Lacases . Segundo 

Kamida et al. (2005), os fungos diferem na habilidade de degradação destas 

substâncias, devido às características individuais qualitativas e quantitativas de 

suas enzimas. 

 Entre os fungos, produtores de enzimas lignolíticas, os mais estudados 

para a degradação de compostos com lignina são o Phanerochaete 

chrysosporium e os gêneros Pleurotus, Trametes (BETTIN, 2010) e 

Ceriporiopsis subvermispora (AGUIAR, 2012). 

Segundo Agapito (2007) os fungos de podridão branca, como o 

Phanerochaete chrysosporium, produzem enzimas, incluindo a lignina 

peroxidase e a manganês peroxidase, as quais são capazes de degradar não 

só a lignina, mas também ligninas cloradas. Este fungo revelou ser bastante 

eficiente na descoloração de efluentes papeleiros, enquanto que o fungo P. 

flavidoalba demonstrou ser o mais eficiente na produção de enzimas 

extracelulares como a lignina peroxidase e a manganês peroxidase, no estudo 

realizado por Selvam et al. (2002).  

 

3.5.1.1 Lignina Perosidase (LiP) 

 

As peroxidases são produzidas por um grande número de 

microrganismos e plantas. Elas catalisam uma variedade de reações, sendo 

que todas requerem a presença de peróxido de hidrogênio (H2O2) para sua 

ativação. O peróxido de hidrogênio primeiro oxida a enzima, a qual oxida o 

substrato. As peroxidases, entre elas a lignina peroxidase, manganês 

peroxidase e outras peroxidases de diferentes fontes, têm sido usadas em 

escala laboratorial para o tratamento de contaminantes aromáticos em meio 

líquido (KARAM; NICELL, 1997). 
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 A lignina peroxidase (LiP) na presença de peróxido de hidrogênio, é 

capaz de degradar compostos fenólicos e não fenólicos. Também degrada 

anéis aromáticos alcoxilados do tipo da lignina, como também gera quebras de 

anéis em modelos da lignina diméricos como poliméricos e em cloroligninas 

(DURÁN, 2004). 

 

3.5.1.2 Manganês Peroxidase (MnP)  

  

A ação do Manganês Peroxidase (MnP) é muito semelhante à lignina 

peroxidase (LiP), entretanto, além do peróxido de hidrogênio esta enzima 

requer íons  Mn+2 e oxida Mn(II) a Mn(III) (CRAWFORD; POMETTO, 1988). É 

extracelular, glicosilada, tem massa molar de 45-47 kDa e possui um grupo 

prostético heme (heme-proteínas). Entretanto, é dependente do peróxido do 

hidrogênio e do íon Mn+2. Sabe-se, além disso, que os α-cetoácidos, como o 

lactato, estabiliza sua atividade oxidativa (DURÁN, 2004).  

 Segundo Hatakka (1994) e Tuor e Fiecher (1995), a biodegradação de 

madeira e de lignina por fungos basidiomicetos tem sido atribuída a MnP. A 

razão para isso é que essa enzima gera espécies oxidantes pequenas, de fácil 

penetração na madeira o que explicaria o ataque inicial a estes substratos. Por 

outro lado, o fato de que esta enzima oxida apenas estruturas fenólicas, impõe 

uma limitação a sua capacidade de degradar integramente ligninas de alta 

massa molecular (KIRK; FARRELL, 1987). 

 

3.5.1.3 Lacase 

  

Lacases são fenol oxidases produzidas por fungos e por plantas, 

pertencentes ao grupo de oxidases que complexam cobre. Essas enzimas são 
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segregadas na maioria dos basidiomicetos e suas massas molares estão 

dentro da faixa de 60-100 kDa (DURÁN, 2004). 

 Segundo Keller (2001), diferentemente das peroxidases, as lacases não 

necessitam de peróxido de hidrogênio para oxidar o substrato. Em vez disso, o 

oxigênio molecular é o aceptor de elétrons, sendo reduzido até água. A enzima 

armazena quatro elétrons e não libera intermediários na rota oxidativa do 

oxigênio. Assim, como as peroxidases, os radicais produzidos pela catálise 

com a lacase sofrem várias polimerizações, clivagens e outras reações. 

 A lacase é capaz de diminuir a toxicidade de compostos fenólicos por 

meio do processo de polimerização. No entanto, em função da sua baixa 

especificidade, ela pode induzir o acoplamento cruzado de poluentes fenólicos 

com compostos fenólicos, que ocorrem naturalmente (KARAM; NICELL, 1997). 

 No processo de clareamento da polpa, na indústria de papel e celulose, 

cerca de 5 a 8% de lignina modificada é liberada em efluentes com uma série 

de organoclorados e derivados. Este resíduo apresenta uma coloração marrom 

escura que inibe sistemas biológicos e constitui-se de grande quantidade de 

compostos clorados mutagênicos (KARAM; NICELL, 1997). Segundo Durán e 

Espósito (1997), tratamentos desses resíduos com fenol oxidases têm se 

mostrado eficientes na remoção desses compostos clorados. 

 

3.6 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE 

 

3.6.1 Daphnia magna 

 

Utilizada como organismos - testes e também conhecidas como pulga d’ 

água, as Daphnias compõem o zooplâncton como consumidores primários e 

secundários, os microcrustáceos fazem a ligação entre níveis inferiores e 

superiores da cadeia alimentar. São facilmente encontradas em lagos e 
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represas de águas continentais (FRELLO, 1998).  Segundo KNIE (2004), a 

Daphnia magna possui tamanho médio de 5 a 6 mm e alimentam-se, através, 

da filtração de material orgânico particulado, principalmente de algas 

unicelulares. É considerado um organismo filtrador, alimentam-se de algas, 

bactérias e detritos orgânicos presentes na água. A filtração é essencialmente 

efetuada pelas patas torácicas, que agem como peneiras para selecionar 

partículas presentes na água (BUIKEMA e SHERBERGER, 1977). 

As D. magna atendem as exigências das normas dos ensaios 

ecotoxicológicos e estão entre os organismos mais utilizados nos bioensaios, 

como representantes dos invertebrados aquáticos. A sua utilização se deve ao 

ciclo de vida relativamente curto com elevada taxa reprodutiva, necessidade de 

pequenos espaços para sobrevivência, facilidade de adaptação às condições 

de laboratório, facilidade de manejo, e, principalmente, ampla sensibilidade a 

grande variedade de produtos químicos, como os agrotóxicos (ARAUCO et al., 

2005; VILLARROEL et al., 2003). Por isso, vários trabalhos descritos na 

literatura classificam a D. magna  como um dos organismos mais sensíveis aos 

contaminantes ambientais. 

De acordo com Furley et al. (2001), os compostos tóxicos podem 

resultar em significantes reduções no número de uma particular população de 

bactérias do tratamento secundário tendo como resultado, a alteração da 

eficiência de biodegradação de substâncias e da qualidade final do efluente 

tratado. Assim sendo, os testes de toxicidade são ferramentas biológicas úteis 

para se avaliar a qualidade de efluentes de fábricas de celulose Kraft, bem 

como mudanças na qualidade deste efluente em função de alterações no 

processo (DUBE; MACLATCHY, 2000). 

 

3.6.2 Lactuca sativa 

As plantas representam uma parte essencial dos ecossistemas, seja em 

ambientes aquáticos ou terrestres. Elas em conjunto com outros organismos 

fotossintetizantes, tais como as algas, produzem oxigênio e importam 
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compostos orgânicos e inorgânicos que sustentam quase todas as outras 

formas de vida (WANG, 1989).  

Em geral, o uso de testes de toxicidade com plantas (fitotoxicidade), 

oferece algumas vantagens quando comparados a outros organismos, isto 

porque elas podem apresentar maior sensibilidade ao estresse ambiental, 

sendo fáceis de manipular, armazenar, e, além disso, oferecem uma boa 

correlação de baixo custo, simplicidade e efetividade quando comparados a 

outros bioensaios (WANG, 1989). 

Outras vantagens em se utilizar biomarcadores com plantas esta na 

grande variedade de “end points” que é possível de ser avaliado, ou seja, 

através de uma única espécie é possível registrar para cada ensaio a taxa de 

germinação, inibição de crescimento, biomassa, atividade enzimática, etc 

(BAGUR-GONÇALVEZ et al., 2010; RIZZO, 2011). 

Uma das espécies mais utilizadas na avaliação toxicológica de amostras 

ambientais é a Alface (Lactuca sativa L.), e como organismo teste, tem 

mostrado sensibilidade a diversos agentes estressores, possuindo requisitos 

alguns importantes como: fácil disponibilidade, rápido crescimento e 

germinação, bem como importância econômica (RODRÍGUEZ; PERERA, 

2009). 

Segundo Sobrero e Ronco (2004), o bioensaio de toxicidade com 

sementes de alface é considerado uma prova estática de toxicidade aguda 

(120 horas de exposição), em que se podem avaliar os efeitos fitotóxicos de 

compostos químicos puros ou misturas complexas durante o processo de 

germinação das sementes e emergência da plântula durante os primeiros dias 

de crescimento. Como parâmetro de avaliação dos efeitos fitotóxicos, 

determina-se a inibição da germinação e inibição de crescimento da raiz, seja 

ela através do comprimento total (hipocótilo e radícula), ou separadamente, do 

registro de cálculo de inibição do hipocótilo e radícula. 

Este ensaio pode ser aplicado na avaliação da toxicidade de compostos 

puros, de águas superficiais (lagos e rios), águas subterrâneas, águas para o 
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consumo humano, águas residuárias domésticas e industriais, lixiviados de 

solos, sedimentos, lodos e outras matrizes sólidas (SOBRERO; RONCO, 

2004). 
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4 METODOLOGIA 

 

O estudo da biodegradação do efluente Kraft por basidiomicetos foi 

realizado em quatro etapas, conforme demonstrado na Figura 4.  

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

   

 

 

 

  

 

 
 
 
 

Figura 4: Etapas dos processos metodológicos do trabalho. 

 

Etapa 1 

Caracterização do 

efluente Kraft 

Análises físico-químicas: DQO, DBO5, compostos 

específicos (lignínicos, lignínicos sulfônicos e 

aromáticos), cor e pH; 

Toxicidade: Lactuca sativa e Daphnia magna 

. 

Teste toxicológico. 

 

 

Etapa 2 

Estudo do efeito da 

concentração do efluente 

sobre a velocidade do 

crescimento micelial 

Coloque  

 

Efluente nas 

concentrações: 

100, 80, 60, 40, 

20 e 0%. 

Agaricus bisporus 

Phanerochaete 

chrysosporium 

Pleurotus florida 

 
Velocidade do 

crescimento 

micelial; 

 

Determinação de: 

DQO/DBO5; 

Compostos específicos 
(lignínicos, sulfônicos, 
aromáticos),  

pH; 

Biomassa; 

Atividade enzimática: 

(Etapa 4); 

Toxicidade:  

- Lactuca sativa  

- Daphnia magna  

 

 

Etapa 3  

Delineamento experimental 
2

3
 em shaker (pH, glicose, 

concentração de efluente) 

 

Etapa 4 

Estudo cinético em shaker 
para a melhor condição da 

Etapa 3 

 

Amostragem 

no 10° dia. 

Amostragem 

no 2°,4°,6°,8° e 

10° dia. 
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 As análises e experimentos foram realizados em duplicata e 

acompanhados de amostras padrões (branco). 

 Toda a infraestrutura necessária para a realização deste trabalho foi 

cordialmente oferecida pelo Departamento de Química e Biologia – DAQBI da 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná, sede Ecoville, sendo todos os 

materiais e equipamentos empregados, nos processos de tratamento e 

controles analíticos, pertencentes a este departamento.  

Todo o material utilizado nos experimentos foi esterilizado em autoclave 

a 121°C e 1,1 atm por 15 minutos. Após os estudos o material foram 

descontaminados antes do descarte, nas mesmas condições mantidas por 30 

minutos.  

 

 

4.1 ETAPA 1: CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA DO EFLUENTE 

  

As amostras de efluente Kraft empregada neste trabalho foram 

fornecidas por uma indústria de celulose da região de Curitiba. A indústria 

utiliza Pinus taeda e Pinus elliotti como matéria-prima e produz celulose Kraft 

sem branqueamento. As mesmas foram armazenadas em bombonas de 5 litros 

e colocadas em geladeira (aproximadamente 6ºC), para evitar a degradação do 

efluente por fotólise e temperatura. 

Foram realizadas análises físico-químicas como DQO (4.7.3), DBO5 

(4.7.4) compostos específicos (lignínico, lignínicos sulfônicos e aromáticos – 

4.7.2), pH (4.7.5), degradação de cor (4.7.2) e teste de toxicidade aguda com 

Daphnia magna (5.4.) e com Lactuca sativa (5.4).  
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4.2 FUNGOS 

  

As cepas dos fungos utilizados neste trabalho foram: Phanerochaete 

chrysosporium ATCC 24725, o Agaricus bisporus ABI 25 e Pleurotus florida 

PSP 1 (Figura 5). As cepas foram cedidas pelo Laboratório de Biotecnologia – 

DAQBI/UTFPR, e se enquadram em Nível de Biossegurança 1, ou seja, não 

apresentam risco para o homem e para o ambiente.  Os fungos foram 

repicados periodicamente em meio PDA (potato dextrose agar) e incubados à 

26ºC.  

 

 

 
Figura 5: Fotografia do cultivo do inóculo em Erlenmeyers cultivados a 26°C por 7 dias.  

a) Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725; b) Pleurotus florida PSP 1;  
c) Agaricus bisporus  ABI 25. 

 

 

4.2.1 Preparo e Quantificação dos Inóculos 

 

O inóculo dos fungos foi preparado segundo o método de Spier (2005), 

resultando numa suspensão de 104 células/mL (RODRIGUES et al., 2010). 

A suspensão de células foi produzida a partir do cultivo em frascos 

Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio PDA estéril. Depois de 

a b c 
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resfriado (45-55ºC) o meio foi inoculado em superfície a partir de uma cepa 

previamente ativada, sendo incubado por 7 dias à 26ºC em estufa (Marca De 

Leo, modelo B3CBE), até completo crescimento (Figura 5).   

Um tubo de ensaio contendo 30 mL de água peptonada, 0,2% de Tween 

80, 2,0 g de pérolas de vidro e uma barra magnética, foi esterilizado para ser 

utilizado na recuperação das células dos fungos. As células foram recuperadas 

da superfície do meio de cultivo vertendo-se a solução sobre o micélio e 

mantendo o conjunto sob agitação no agitador magnético (Marca d. Tomé) por 

15 minutos. A suspensão obtida foi conservada a 4ºC por até 30 dias, conforme 

a figura 6. (SPIER, 2005). Em trabalhos futuros seria interessante realizar o 

teste de viabilidade dessa suspensão durante o período de estudo.  

 

 

Figura 6: Fotografia dos frascos de Erlenmeyers contendo a suspensão de células: a) 
Agaricus bisporus ABI 25; b) Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725; c) Pleurotus 

florida PSP 1. 
                             

 

A determinação da quantidade de células por mL das suspensões foi 

feita com o auxílio de uma câmara de Neubauer (Figura 7) e posterior 

confirmação por contagem em placas. 

A câmara de Neubauer é composta por uma lâmina de vidro com duas 

áreas de contagem (uma de cada lado da Câmara), cada uma possuindo 0,1 

mm de profundidade. Cada câmara é divida em 9 quadrados grandes (Figura 7 

a b c 
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- a), delimitados por três linhas brancas. O quadrado grande central e 

subdividido em 25 quadrados médios (Figura 7 - b). Estes 25 quadrados são 

novamente subdivididos em 16 quadrados menores (Figura 7 - c). Esta 

superfície marcada tem uma área de 9 mm2. Uma lamínula deve ser utilizada 

para cobrir as duas câmaras de contagem (VICCINI, 2004). 

 

 

Figura 7: Representação da área de contagem da Câmara de Neubauer 
Fonte: VICCINI, 2004. 

 

 

 

Inicialmente a câmara e a lamínula foram limpas com água deionizada. 

Na sequência, com auxílio de uma pipeta automática, uma alíquota da 

suspensão de células foi transferida para a câmara. Em seguida, a câmara foi 

colocada sob o microscópio (objetiva de 40x) para contagem das células. 

Foram contadas todas as células que estavam dentro da área do quadrado 

grande central, incluindo aqueles que estavam sobre as linhas superiores e 

direitas do perímetro externo do quadrado médio. As células que estavam 

sobre as linhas inferiores e esquerdas deste quadrado não foram incluídas na 

contagem. Após a contagem, a lamínula foi retirada e juntamente com a 

câmara, foram limpas com água deionizada, sendo este protocolo realizado em 

triplicata e repetido para as outras suspensões (MARTINS, 2009). 
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Depois de realizado o processo de contagem, a quantidade de células 

por mL foi calculada. O resultado foi expresso em células em 0,1 mm3, este foi 

convertido em células por ml, seguindo a equação 1: 

 

 

Nº de células por mL = nº total células / 0,1mm3. 1000 mm3 / 1mL/fator de  

diluição                                                                                          (1) 

 

 

 O resultado foi confirmado por contagem em placas, através do 

plaqueamento em PDA (potato dextrose agar), pela técnica do espalhamento, 

sendo fornecido um resultado em Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por 

mL. Essa confirmação foi realizada em triplicata (RODRIGUES et al.,2010). 

Uma alíquota de 0,1 mL da suspensão de células nas placas, sendo em 

seguida, incubadas por 26ºC por 24/48 horas para posterior contagem das 

colônias (APHA, 1998). 

 

4.3. ETAPA 2: EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE EFLUENTE SOBRE A 

VELOCIDADE DE CRESCIMENTO MICELIAL 

 

4.3.1 Preparo de Placas com Poços  

 

Para o preparo dos meios de cultivo foi utilizado uma mistura de efluente 

e ágar (1,5%). Diferentes concentrações do efluente foram avaliadas: 100%, 

80%, 60%, 40%, 20% e 0%.  

As placas foram preenchidas com meio de cultivo com lay-out 

semelhante ao utilizado em antibiogramas, com poços no centro, conforme 

procedimento descrito por Ferronatto e Salmasso (2010). Distribuiu-se 15 mL 

do meio em placas de Petri mantendo-as em repouso até resfriamento do meio. 
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 Em seguida foram colocados cilindros de 8 mm de diâmetro previamente 

autoclavados no centro da placa, com o auxílio de uma pinça estéril, evitando 

sempre que o cilindro se depositasse no fundo da mesma. Posteriormente, 

adicionou-se mais 15 mL de meio, mantendo as placas em repouso até a 

completa solidificação. 

 

4.3.2 Inoculação e Medição do Crescimento Radial 

 

Nos poços das placas foram adicionadas 0,1 mL da suspensão de 

células das cepas, em seguida as placas foram incubadas a 26ºC. O 

acompanhamento do experimento foi feito através do crescimento radial (mm), 

medido com auxílio de um paquímetro durante 7 dias, sendo marcados quatro 

raios contando a partir do centro até a sua extremidade, como mostra a figura 

8. 

 

  

Figura 8: Fotografia de uma placa de Petri demonstrando a marcação dos quatro raios. 
                                               

 

Foi construído um gráfico de crescimento radial (mm) x tempo (dia) para 

avaliar o crescimento das cepas (SPIER, 2005). 
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4.4 ETAPA 3: OTIMIZAÇÃO DA BIODEGRADAÇÃO EM CULTIVO LÍQUIDO 

 

Nesta etapa, procedeu-se um delineamento experimental (23) com o 

objetivo avaliar a biodegradação, através da otimização das condições de 

cultivo.  

Em frascos Erlemeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultivo 

(Tabela 1 e 2) foram inoculados Pleurotus florida. Foi feita a inoculação de 4 

mL da suspensão com de células com 1,2 x 104 UFC. mL-1 em cada frasco. 

O estudo foi conduzido em duplicata, em agitador orbital rotativo 

(shaker) em 120 rpm, 26 ºC por 10 dias (HENN, 2009; SPIER, 2005). 

Após o período de incubação as amostras foram filtradas em papel 

Whatmann n°1 e o sobrenadante foram analisados em relação aos parâmetros 

especificados no item 4.7. 

 

 
Tabela 1: Variáveis e níveis de estudo - Planejamento fatorial 2

3
. 

Variáveis Nível (-) Nível (+) 

pH 8,3 7,0 

Glicose (g. L
-1

) 0 10 

Concentração de Efluente (%) 10 20 

 
 

 
Tabela 2: Matriz padrão para o planejamento experimental 2

3
 feito individualmente para 

cada fungo. 
 

Níveis/ ensaios pH Glicose % Efluente 
Resposta 

1 - - - 

 

V
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e
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ra

ç
ã
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tiv
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a
d

e
 

E
n

z
im

á
tic
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2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 
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4.5 ETAPA 4: ACOMPANHAMENTO DA CINÉTICA DA DEGRADAÇÃO NA 

MELHOR CONDIÇÃO DA ETAPA 3 

 

Foi realizado um estudo cinético em shaker para a condição de cultivo 

que apresentou maior biodegradação na etapa 3, segundo experimento e 

análises conduzidos conforme descrito no item 4.4. 

 

 

4.6 ANÁLISES 

 

4.6.1 Determinação da Biomassa Micelial 

 

 Para a determinação do peso da biomassa micelial, as amostras dos 

experimentos realizados em shaker foram filtradas em papel Whatmann n°1 

(previamente seco por 24 h a 60°C e pesado). A biomassa filtrada foi lavada 

com 50 mL de água destilada estéril. O papel filtro com o micélio foi colocado 

em estufa a 60°C durante 48 horas. O peso seco da biomassa foi determinado 

gravimetricamente em balança analítica (RUEGGER, 2001). 

 

4.6.2 Remoção de Cor, Compostos Aromáticos, Lignínicos e Lignosulfônicos 

  

As análises de remoção de cor do efluente bruto e após o tratamento 

biológico foram realizadas no comprimento de onda de 440 nm, em 

Espectrofotômetro UV-VIS Cary-50 Varian, em cubeta de quartzo (10 mm) 

(FIELD; LETTINGA, 1987; SIERRA-ALVAREZ et al., 1990). 

 A remoção dos compostos aromáticos foi determinada no comprimento 

de onda 254 nm, compostos lignínicos em 280nm e os lignosulfônicos em 346 
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nm, ajustando o pH  para 7 em cubeta de quartzo através da adaptação do 

método descrito por ÇEÇEN et al. (2003).  

 

4.6.3 Demanda Química de Oxigênio (DQO) 

 

 A DQO foi determinada através do método de refluxo fechado 

colorimétrico seguindo os procedimentos 5220 C5-12 do Standard Methods 

(APPHA, 1995). 

 Utilizando-se tubos rosqueáveis, foram adicionados 2,0 mL das 

amostras, 1,5 mL de solução digestora (K2Cr2O7, HgSO4, H2SO4 concentrado e 

água destilada) e 3,5 mL de H2SO4/AgSO4 a cada tubo. Os tubos foram 

rosqueados firmemente, homogeneizados com cuidado e, então, colocados no 

digestor por 2 horas a 150ºC. Após a digestão, as amostras foram resfriadas à 

temperatura ambiente e submetidas à leitura de absorbância de 600 nm em 

espectrofotômetro UV-vis (Cary-win50), utilizando-se uma cubeta de quartzo 

(10 mm) (NOZU et al., 2010). A concentração da demanda de O2 da amostra, 

em mg/L, foi obtida a partir de uma curva de calibração que utilizou biftalato de 

potássio como padrão (APHA, 1995). 

 

4.6.4 Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO5) 

 

 A análise da Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO5) foi determinada 

pela diferença entre o oxigênio dissolvido inicial e o residual após os 5 dias de 

incubação a 20±1ºC (APHA, 1995). 
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4.6.5 Medição do Potencial Hidrogêniônico  

 

 A medição do pH foi realizada em pHmetro digital, modelo Digimed DM2, 

utilizando-se um eletrodo de vidro, previamente calibrado com brancos (pH 4,0 

e pH 7,0), imerso nas amostras levemente agitadas, até o estabelecimento do 

equilíbrio (NOZU et al., 2010). 

 

4.6.6 Atividades Enzimáticas 

 

As atividades enzimáticas de manganês peroxidase (MnP) e lacase (La) 

foram utilizadas pequenas alíquotas do meio de cultivo líquidos pós-cultivo, 

sendo realizadas análises em triplicata e as leituras de absorbância efetuadas 

com auxílio de espectrofotômetro UV-vis (Cary-win50). Os resultados de 

atividade enzimática foram calculados pela equação 2 (PERREIRA, 2011). 

 

U/L = (ΔAbs / ؏. R. t). 106                                                                        (2) 

Onde: 

 U/L = Unidade Internacional (micromol por minuto) 

Δ Abs = Absorbância (Abs final – Abs inicial) 

؏ = Coeficiente de absorção molar  

R = Volume da solução da amostra (mL) 

t = tempo de reação em minutos 

106 = Conversão da medida para litro.  

Coeficientes de absorção molar: 

Lacase (525 nm) = 65000 mmol-1cm-1 

Manganês Peroxidase (610 nm) = 4460 mmol-1cm-1 
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4.6.6.1 Manganês peroxidase (MnP) 

 

 Foram adicionados 0,5 mL da amostra a 0,1 mL de lactato de sódio 0,25 

M, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO4 2,0 mM, 0,1 mL de 

H2O2 2,0 mM preparado em tampão succinato de sódio 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 30ºC após 5 minutos de reação (interrompida pela 

adição de 0,04 mL NaOH) no comprimento de onda de 610 nm (KUWAHARA, 

1984).  

 

4.6.6.2 Lacase 

 

 A atividade de lacase foi determinada segundo o protocolo de Szklarz et 

Al. (1989), adicionando 0,6 mL de extrato enzimático a um tubo contendo 0,1 

mL siringaldazina com 1,0 mM em etanol absoluto, 0,6 ml tampão citrato 

fosfato 0,05 M e 0,1 mL água deionizada. A reação ocorreu após 10 minutos e 

a leitura em 525 nm (SZKLARZ et al., 1989). 

 

4.6.7 Bioensaio de toxicidade 

 

4.6.7.1 Lactuca sativa 

 

Os bioensaios com sementes de alface foram realizados de acordo com 

os métodos propostos em Sobrero e Ronco (2004). O método do bioensaio de 

toxicidade aguda com a semente de alface (Lactuca sativa) é o método da taxa 

de germinação e comprimento de raiz, o qual tem como base à verificação da 

germinação das sementes e a propagação da raiz do vegetal submetido a um 

meio contaminado com o efluente da indústria de papel e celulose. 
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Foram analisados os efluentes brutos nas concentrações 100%, 20% e 

10% e os meios líquidos dos após tratamento biológico realizado em shaker. 

As placas de Petri autoclavadas (121ºC/15 min) foram forradas com papel filtro 

(do tipo Whatman nº3, com 90 mm de diâmetro), receberam 10 sementes de 

alface e 2,5 mL de efluente dos respectivos experimentos (Figura 9). Foi 

realizado um controle negativo contendo água destilada deionizada e um 

controle positivo com o herbicida glifosato 2%. As placas ficaram incubadas 

(estufa Quimis 316 – B24) no escuro a 26ºC por 5 dias. Após o tempo de 

incubação foi verificada a quantidade de sementes germinadas e medido o 

comprimento de suas raízes em cm com o auxílio de um paquímetro, 

correspondente a cada concentração, controle negativo e positivo (Adaptado 

de NOZU et al., 2010).  

Os estudos foram realizados em triplicatas e calculados as médias, 

desvios-padrão e porcentagem de germinação, sendo considerado para 

cálculo, o registro de sementes que germinaram normalmente, considerando 

como critério, o aparecimento efetivo da raiz. 

 

 

Figura 9: Fotografia de sementes de L. sativa germinadas sobre papel filtro umedecido 
com água deionizada, após cultivo de 7 dias em 26°C. 
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4.6.7.2 Bioensaio com Daphnia magna 

 

 Este bioensaio utilizou como bioindicador a Daphnia magna, que é um 

organismo que apresenta alta sensibilidade a tóxicos, alta disponibilidade e 

abundância, e facilidade de cultivo e adaptabilidade às condições laboratoriais. 

 Foram analisados o efluente bruto e os tratados biologicamente, 

conforme descritos nos itens 4.4, 4.5 e 4.6. Em cada série de experimento foi 

adicionados para cada respectiva diluição 10 organismos jovens (entre 2 a 24 h 

de vida), sendo expostas em copos descartáveis de 25 mL (com três repetições 

para cada diluição), totalizando 30 indivíduos (ALVES; SILVANO, 2006). 

 Após 24 horas de exposição em incubadora com fotoperíodo e 

temperatura controlada, foram observados o número de organismos que não 

apresentaram mobilidade. Calculando em seguida a CE (I)50 (concentração 

efetiva) que se baseia nas condições em que não ocorra mortalidade das 

daphnias, quando estas são expostas ao dicromato de potássio em 

determinado tempo e concentração (CETESB, 1990). Sendo então preparados 

diluições de: 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 0% (controle negativo com 

água destilada de diluição), conforme a figura 10. 

 

 

Figura 10: Fotografia das diluições do efluente Kraft para o teste com D. magna. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO EFLUENTE 

 

5.1.1  Análises físico-químicas 

Na Tabela 3 estão apresentados os resultados das análises físico- 

químicas de caracterização do efluente Kraft nas concentrações 100%, 20% e 

10%. 

 

Tabela 3: Resultados das análises físico-químicas do efluente Kraft. 

Parâmetros 100% 20% 10% 

pH 8,6 ± 0,1 8,3 ± 0,1 8,0 ± 0,1 

DQO (mg O2/L) 700 ± 8,6 428 ± 28,9 302 ± 21,2 

DBO5 mg (O2/L) 250,5 ± 5,6 80± 3,4 21 ± 6,8 

Cor (VIS440) em absorbância 0,73 ± 0,3 0,18 ± 0,4 0,17 ± 0,1 

Compostos Aromáticos (UV254)  4,56 ± 0,2 2,01 ± 0,1 1,90 ± 0,2 

Compostos Lignínicos (UV280) 4,39 ± 0,2 1,72 ± 0,3 1,64 ± 0,3 

Compostos Lignosulfônico (VIS346)  2,80 ± 0,5 0,62 ± 0,2 0,49 ± 0,4 

 

 

É possível observar a partir dos dados (Tabela 3) que a concentração de 

DBO5 e DQO no efluente bruto 100% não tratado fornece uma relação de 

DBO5/DQO de 0,36 ± 0,07, o que indica que este efluente pode ser tratado 

biologicamente (ARAUJO, 2011). Valores semelhantes foram encontrados por 

Chamorro (2010), que obteve valores de 0,34 ± 0,007 desta relação, para 

efluentes de celulose kraft de outra indústria. 

Pode-se se observar um valor de pH para o efluente 100% na ordem de 

8,6, o que indica que o efluente é proveniente do processo básico. Segundo 
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Braile (1993) a concentração hidrogeniônica é um importante parâmetro de 

qualidade de despejos indústrias. A faixa de concentração adequada para a 

existência de vida (micro-organismos e plantas) é muito estreita e crítica. O pH 

está associado, entre outros fatores, à disponibilidade de nutrientes na forma 

iônica e à solubilidade de íons metais, os quais podem ser altamente tóxicos 

aos fungos. As enzimas atuantes no sistema ligninolítico demonstram um pH 

ótimo de atividade que, de maneira geral, situa-se entre 3,5 e 7 (MOREIRA; 

NETO, 2006).  

Verifica-se que o efluente bruto (100%) possui elevada concentração de 

compostos aromáticos e de grupamentos cromóforos. A cor do efluente da 

indústria de papel e celulose é grandemente responsabilizada pela presença de 

ligninas e seus derivados, taninos polimerizados, nos quais são advindos dos 

despejos da polpação, branqueamento e reciclos dos processos. Tem sido 

demonstrado que a lignina é convertida em tio-lignina e alcali-lignina no 

processo Kraft e ligno-sulfatos no processo sulfeto (ALI E SREEKRISHNAN, 

2001). 

Duwe (2013) encontrou o valor de 0,70 ± 0,01 para o parâmetro de cor, 

mostrando concordância com o valor encontrado nesse trabalho. Porém, Klenk 

et al. (2012) e Vanzetto et al. (2011) encontraram valores menores de 0,20 e 

0,41, respectivamente, demonstrando que há uma grande variação entre os 

efluentes, devido ao fato de possuírem características diferentes que são 

influenciadas pela matéria-prima e pelo processo produtivo.  

 Os resultados dos testes de toxicidade serão apresentados no final do 

trabalho com o intuito de comparar valores antes e pós-tratamento biológico. 
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5.2 EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE EFLUENTE SOBRE A VELOCIDADE 

DE CRESCIMENTO MICELIAL 

 

 A concentração inicial de células utilizadas para o inoculo dos fungos 

Agaricus bisporus, Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus florida no meio 

líquido foram de 2,0 x 106, 1,6 x 105 e 1,2 x 104 UFC. mL-1, sendo necessário 

uma maior diluição do último fungo devido a ele crescer em maior quantidade e 

apresentar um maior número de hifas. 

 Os gráficos 1, 2 e 3 mostram os resultados do crescimento radial 

analisado pelo aumento do diâmetro do micélio das cepas (mm) em função do 

tempo (dias) à temperatura de 26ºC. Observa-se que as todas as cepas 

apresentaram crescimento nas diferentes condições estudadas, com redução 

da velocidade decorrente do aumento da concentração do efluente Kraft, ou 

seja, com a variação da concentração de efluente no meio de cultura sólido 

pode ocorrer o efeito de supressão da velocidade de crescimento dos fungos. 

 

 

 

Gráfico 1:  Representação do crescimento médio em mm/dia do Agaricus bisporus ABI 25 
durante 7 dias de cultivo em meio com diferentes concentrações de efluente, acrescidos de 
ágar 1,5% à 26° 
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Gráfico 2:  Representação do crescimento médio em em mm/dia do Phanerochaete 
chrysosporium ATCC 24725 durante7 dias de cultivo em meio com diferentes concentrações 

de efluente, acrescidos de ágar 1,5% à 26°C. 

 

 

 

Gráfico 3:  Representação do crescimento médio em mm/dia do Pleurotus florida PSP 1 
durante 7 dias de cultivo em meio com diferentes concentrações de efluente, acrescidos de 
ágar 1,5% à 26°C. 
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Em testes preliminares de repique dos fungos, foi observado que as 

cepas de Agaricus bisporus demonstraram crescimento mais lento quando 

comparado ao crescimento das cepas de Pleurotus florida em PDA, por este 

motivo o monitoramento foi acompanhado durante os 7 dias. 

A tabela 4 mostra a velocidade de crescimento média dos fungos 

estudados. É possível notar que a maior velocidade é encontrada no meio sem 

efluente. Isso indica que os fungos utilizaram o Agar - Agar como nutriente. Ele 

é um hidrocolóide extraído de diversos gêneros e espécies de algas marinhas 

vermelhas, consistindo em uma mistura heterogênea de dois polissacarídeos, 

(agarose e agaropectina) e sua composição são principalmente de fibras e sais 

minerais (P, Fe, K, Cl, I), celulose, anidrogalactose e uma pequena quantidade 

de proteínas.  

 
 
Tabela 4: Velocidade média e desvio padrão do crescimento radial dos fungos cultivados em 
efluente Kraft solidificado com 1,5% de Agar. 
 

 A. bisporus P. chrysosporium P. florida 

Efluente Velocidade Média DP Velocidade Média DP Velocidade  Média DP 

0% 4,31 0,25 4,71 0,40 5,28 0,17 

20% 3,19 0,08 4,47 0,01 4,88 0,34 

40% 3,16 0,18 4,21 0,47 4,47 0,18 

60% 3,14 0,17 3,72 0,13 4,44 0,51 

80% 2,53 0,15 3,23 0,24 3,29 0,39 

100% 2,32 0,16 2,80 0,16 2,75 0,21 

DP = desvio padrão 

 

Nota-se que houve crescimento fúngico em todas as concentrações de 

efluente, contudo Agaricus bisporus diminuiu a velocidade do crescimento com 

a adição de 20% de efluente no meio de cultivo, indicando possível presença 

de compostos tóxicos para este fungo, o que não foi observado para os 

demais. Interessante observar que a velocidade de crescimento de P. 

chrysosporium e P. florida são iguais para efluente a 20 e 40%, porém optou-se 

dar continuidade ao estudo de otimização dos meios de cultivo a concentração 

de 20% que apresentou o maior valor, com velocidade média de crescimento 
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de 4,88 mm/dia. Contudo, os resultados indicam que devem ser feitos estudos 

futuros com Phanerochaete chrysosporium. 

Massai (1996) também cultivou Lentinus edodes em efluente Kraft na 

concentração de 20%, obtendo redução de cor, ligninas, fenol e guaiacol. 

Duwe (2013) realizou estudos com o mesmo tipo de efluente e observou 

também que a melhor concentração de degradação desse tipo de efluente é 

com 20% de efluente, apresentando uma diminuição na velocidade do 

crescimento de 57% para Phanerochaete chrysosporium, 37% para Pleurotus 

ostreatus. 

Marino et al. (2008) estudaram o P. ostreatus na degradação de 

serragem da casca de coco, que apresenta taninos que reduzem o crescimento 

fúngico, verificando o crescimento micelial de 6,6 mm/dia.  

De acordo com Duwe (2013) o acompanhamento da velocidade do 

crescimento micelial pode não estar relacionado com maior biodegradação do 

efluente, porque os microrganismos podem simplesmente tolerá-lo. A análise 

da biodegradação é mais exato através do cultivo destes um organismo em 

meio líquido otimizado, objeto de análise do próximo estudo. 

 

 

5.3 OTIMIZAÇÃO DA BIODEGRADAÇÃO EM CULTIVO LÍQUIDO 

 

A tabela 5 apresenta um planejamento fatorial, os valores 

correspondentes de remoção, em porcentagem, de seis parâmetros de 

qualidade de efluentes. 

Durante os estudos realizados na tabela 5, percebeu-se que alguns 

resultados de remoção produziram valores negativos, como se houvesse 

produção de cor e fenóis. Uma das explicações encontradas seria devido ao 

fato dos compostos aromáticos ao serem biodegradados formarem frações 

menores, que interferem nos resultados. Beg, Zafar e Sfiah (1986) observou o 

mesmo em relação à lignina em seu estudo sobre a biodegradabilidade do 

arroz por Pleurotus ostreatus, explicando que esta “produção de lignina” 
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durante o experimento foi em consequência da degradação de polissacarídeos 

que fizeram com que frações glicídicas fossem liberadas no meio. 

Os estudos realizados por Ruas (2008) sobre a degradação de efluente 

Kraft em lodo ativado constatou que compostos intermediários presentes no 

efluente podem ser produzidos por ação de microrganismos, causando 

interferência no método espectrofotométrico. 

Observando a tabela 5, foi possível perceber que a melhor condição 

para remoção de cor (63,6 – 68,6%) e compostos ligninicos (94,36 – 98,76%) 

foi com 10% de efluente e com a adição de glicose. De acordo com Sanjust et 

al. (1991) em estudo de descoloração do efluente da indústria de óleo de oliva, 

observaram uma redução de 40 a 60% da cor por Pleurotus florida. 

 

 

Tabela 5: Resultados das análises da otimização de cultivo de Pleutotus florida em meio 
líquido, com planejamento fatorial 2

3
, em 10 dias, 26

o
C, 120rpm. 

 

Nota: (-) analise não realizada. 

 

Nível pH Glicose 
(g/L) 

Efluente 
(%) 

Remoção 
de DQO 

(%)* 

Remoção 
de DBO 

(%)* 

 

Remoção 
de Cor 

(%)* 

Remoção 
de 

Ligninícos 
(%)* 

Biomassa 
(mg) 

Glicose 
consumida 

(g) 

1 8,0 0 10 
0 - 58,0 

±0,1 

84,60 
±18,4 

32,00  
±17,4 

- 

2 7,0 0 10 
0 

45,51 
±21,3 

59,6 
±0,4 

89,60 
±24,4 

29,55 
±12,6 

- 

3 8,0 10 10 
35,14 
±16,8 

0 63,6 
±0,1 

94,36 
±32,2 

30,75 
±26,3 

 
0 

4 7,0 10 10 
45,8  
±12,2 

0 68,3 
±0,3 

98,76 
±17,4 

33,20 
±8,6 

0,48 
±0,03 

5 8,3 0 20 
0 0 16,1 

±1,1 

40,48 
±17,5 

14,20 
±17,2 

- 

6 7,0 0 20 
48,29 
±18,7 

35,53 
±25,3 

18,3 
±0,6 

44,44 
±23,3 

19,25 
±11,7 

- 

7 8,3 10 20 
56,23 
±31,3 

0 29,6 
±0,8 

45,83 
±14,6 

15,20 
±19,6 

0 

8 7,0 10 20 
61,14 
±22,0 

0 41,8 
±0,9 

46,54 
±9,35 

19,60 
±16,1 

0,42 
±0,13 
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Após o período de 10 dias foram realizadas analises de DQO e DBO e 

os níveis de DQO diminuíram 61,14% e a DBO de 45,5% de redução, 

demonstrando a eficiência do tratamento fúngico. Duwe (2013) encontrou 

valores de redução da DQO 38 – 66% utilizando o fungo Pleurotus ostreatus, 

cultivado em 20% de efluente kraft e com adição de 10g/L de glicose. 

Segundo o gráfico 4 é possível observar que a maior formação de 

biomassa ocorreu nas menores concentrações de efluentes estudadas no 

delineamento com e sem adição de glicose. 

 

 

Gráfico 4: Representação da biomassa em mg durante os 10 dias nas diversas 

condições do delineamento experimental. 

 

 

 O aumento da biomassa foi acompanhado de consumo de glicose e 

maior remoção de contaminantes, provável consequência da secreção de 

enzimas necessárias à biodegradação dos compostos presentes no efluente 

Entretanto o trabalho de Silva et al. (2009) sobre à capacidade em degradar 

2,4-diclorofenol, importante poluente encontrado nos efluentes da indústria de 

papel e celulose discorda desta afirmação utilizando o Pleurotus ostreatus. A 

melhor taxa global de degradação foi obtida usando-se 30 mg/L de 2,4-

diclorofenol na ausência de glicose, com remoção de 54,1%. A divergência 
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quanto à adição de glicose indica a necessidade de estudos específicos para 

cada tipo de efluente e, também, a diferença que pode ser observada quando 

se trabalha com efluentes industriais (DUWE, 2013). 

 De acordo com as pesquisas realizadas por Gern (2005) observou-se 

que o comportamento do crescimento do fungo Pleurotus ostreatus, em 

diferentes concentrações de extrato de trigo adicionado de glicose nas 

concentrações: 5, 10, 15 e 20 (g/L) que a produção de biomassa aumentava 

com o aumento da concentração de glicose. 

 O fungo pode ter adsorvido algumas substâncias no micélio, tal 

fenômeno é conhecido como biossorção. Segundo Lopes (2012) a biossorção 

é um método “espontâneo” de remoção de AOX em estações de tratamento 

que incluem o processo biológico nas estações de tratamento de efluentes. 

Esta adsorção não foi objeto de estudo, mas sugere-se para experimentos 

futuros.  

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

inoculados formaram pellets (Figura 11). Este fato pode ser explicado através 

dos estudos realizados por Rodrigues et al. (2010), que observou que  em 

concentrações muito elevadas de células no inoculo resultam em crescimento 

na forma filamentosa, o que conduziria à diminuição da eficiência do 

tratamento, enquanto que em concentrações de 104 células/mL de inóculo, os 

fungos tenderiam a formar pellets, estrutura que permitiria a produção de 

enzimas específicas que poderiam favorecer a obtenção de maior eficiência do 

processo. Neste trabalho foi necessária fazer uma diluição para o inoculo do 

Pleurotus florida para a adição no meio líquido para 1,2 x 104 UFC. mL-1, 

concordando assim com esse estudo. 

Rodrigues (2006) também observou a formação de “pellets” (pequenas 

esferas aglutinadas) em seus estudos realizados em reatores biológicos com 

fungos para remoção de fenol de águas residuária sintética, pois de acordo 

com Carlile e Watkinson (1994), os fungos produzem compostos extracelulares 

que lhes conferem capacidade de aderência, o que permitiu a agregação de na 

forma de “pellets”, sendo que a glicose essencial, como fonte de carbono 

facilmente assimilada, ajudando na produção de moléculas como 

polissacarídeos, proteínas e lipídeos, outros compostos que também 
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favorecem o acúmulo do peso seco (COSTA el al., 2004). Existem também 

outros fatores de relevância para a formação dos “pellets”, como: espécie do 

fungo, meio de cultura, agitação, pH, oxigênio dissolvido e quanto ao inoculo 

utilizado (concentração de células, massa de micélio (PAMBOUKIAN, 1997). 

Segundo Celestino et al. (2009), que estudaram a remoção de matéria 

orgânica de água residuária contaminada com BTX, essa formação de pellets 

pode ter contribuído positivamente para os fungos se desenvolverem e 

alcançarem melhores remoções, devido ao aumento da superfície de contato. 

Quanto maior for à superfície de contato das hifas com o resíduo em questão, 

maior será a degradação (CETEM, 2008). De acordo com Covizzi et al. (2007) 

as condições de cultivo interferem nas características físicas, químicas e 

morfológicas das hifas e na tendência destas em formar agregados celulares 

ou não. 

 

 

 

 

 

Figura 11: Fotografia mostrando a formação de pellets 10% efluente, pH 7,0 e adição de 
glicose, após 10 dias de tratamento fúngico em agitação com 26°C. 
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Os gráficos 5 (a), (b) e  (c) mostram a % de remoção dos compostos 

lignínicos, demonstrando que o pH inicial e a temperatura de incubação são 

fatores que influenciam a produção da biomassa, quantidade de carbono e 

bioconversão. 

 Alguns estudos conduzidos com P. ostreatus, compilados por 

Rajarathanam e Bano (1989), mostram que os principais parâmetros culturais 

afetando a degradação da lignina por esses basidiomicetos são o substrato de 

crescimento, a fonte de nitrogênio, bem como sua concentração e condições 

de cultivo. De um modo geral, a carência de uma fonte externa de nitrogênio, 

temperatura de 25-30ºC, disponibilidade de oxigênio e cultivo estático de 

Pleurotus , favorecem a degradação de lignina.  
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 (a) 

  (b) 

 (c) 

 

Grafico 5: Remoção de compostos lignínicos relacionando diversos parâmetros. 
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Os graficos 5 (a,b,c) mostram as tendências estatísticas dos resultados 

obtidos. Percebe-se no gráfico A que a alteração do pH não promoveu maior 

remoçao de compostos ligninicos. Já os gráficos B e C mostram que a remoção 

foi mais acentuada com efluente na concentração de 10%, independente do pH 

e da adição de glicose.  

Já Soares et al. (2010) notaram que o pH 6 é o melhor valor para o meio 

de cultura, utilizando o fungo Aspergillus nidulans em dois meios distintos de 

cultura, BDA e Meio Completo a 2% amido, variando os tratamentos com 

adição ou não de glicose. 

Em um estudo realizado por Forgiarini (2005), onde a concentração dos 

corantes foi de 0,5 g/L e na presença de glicose (10 g/L). Seis corantes 

testados foram descoloridos, enquanto que na ausência de glicose apenas três. 

Os resultados sugerem que uma fonte primária de carbono (glicose) é 

essencial para uma descoloração extensiva do corante (FORGIARINI, 2006). 

Cunha et al. (2012) utilizaram o fungo Phanerochaete chrysosporium em 

biorreatores com adição de glicose (1 g/L) para degradar o corante vermelho 

do congo e observaram que a adição melhorou significativamente a 

biodegradação.  

 

 

5.4 ACOMPANHAMENTO DA CINÉTICA DA DEGRADAÇÃO  

 

 

 Para o estudo da cinética foi utilizado à mesma quantidade de inóculo 

que para o delineamento, ou seja, 1,2 x 104 UFC. mL-1. 

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos durante o acompanhamento da 

cinética de biodegradação de efluente kraft por Pleurotus florida, em cultivo 

adicionado de glicose (10 g/L). 
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Tabela 6: Remoção (%) dos parâmetros do efluente, em ensaio cinético, 

utilizando Pleurotus florida à 26°C e 10% de efluente Kraft. 

 

Dia Cor DQO DBO Ligninicos 

2 
47,59 
±11,9 

- - 
91,41 
±0,67 

4 
71,68 
± 0,76 

- - 
94,29 
±0,57 

6 
79,37 
±0,34 

- - 
97,79 
±0,98 

8 
83,91 
±0,57 

- - 
98,48 
±0,45 

10 
87,50 
±0,61 

56,00 
±32,2 

37,52 
±20,2 

98,88 
±0,56 

 

Nota: (-) analise não realizada. 

 

 

 

A DBO e DQO do efluente bruto (100%) apresentou valores de 250,5 e 

700 mg/L respectivamente. Ao analisar os resultados do estudo cinético com o 

efluente brtuto é possível observar que houve uma redução da DBO e DQO de 

37,52% e 56% respectivamente, mostrando que esse tratamento é realmente 

eficiente na remoção de matéria orgânica. No estudo realizado por Kist (2013) 

sobre a degradação de compostos nitroaromáticos utilizando fungos do gênero 

Pleurotus os parâmetros de DQO diminuíram 55% e a DBO de 51% após 15 

dias. 

A glicose proporcionou aos fungos melhores condições para o 

crescimento, promovendo uma adaptação dos microrganismos, resultando em 

maior crescimento de biomassa e consequentemente de melhor eficiência de 

remoção de DBO, DQO, cor e compostos ligninicos 

O trabalho de Almeida, Assalin e Rosa (2004) obtiveram resultados mais 

expressivos de redução de DQO (98%) e fenóis (35%) em estudo da 

degradação de polifenóis em efluente papeleiro por ozonização catalítica 

combinado com lodo ativado. 

Os resultados obtidos no último dia da cinética deveriam ter sido 

similares àqueles dos níveis 3 e 4 do estudo anterior (Tabela 5), o que não 
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ocorreu. Segundo Duwe (2013) uma das hipóteses dos melhores resultados 

terem sido encontrados no primeiro experimento supõe-se que algumas células 

do inóculo tenham morrido durante o armazenamento em geladeira 

(aproximadamente 8ºC), até a realização do segundo estudo. Este dado está 

em desacordo com Spier (2005), que afirma que o inóculo pode ficar 

armazenado em geladeira por até 30 dias, sem diminuir a viabilidade celular. 

Isto adverte a necessidade de reproduzir essas analises novamente para 

comparação.  

Camelini (2010) realizou estudos sobre a produção de biomassa do 

fungo Agaricus subrufescens por processos fermentativos sólidos e submersos 

para obtenção de polissacarídeos bioativos, devido ao fato de que compostos 

tóxicos podem comprometer a viabilidade dos microrganismos. Neste trabalho 

apresentou três métodos de preservação do fungo, onde foram observadas 

variações na viabilidade do micélio e observou que em geral, a velocidade de 

crescimento radial de A. subrufescens diminuiu ao longo do período de 

preservação. No entanto, maiores velocidades foram obtidas quando o meio 

BDA foi suplementado com carvão ativo. 

Soares e Durán (1998) estudaram a eficiência de remoção de cor e 

compostos fenólicos de um efluente semelhante incubado com Trametes 

villosa. Estes autores observaram que após 48 horas de incubação, houve 

remoção de 70% de cor e 80% de compostos fenólicos. Cordi (2008) 

determinou um remoção de 36% de cor no efluente kraft estudado, por 

degradação através de lodos ativados. 

O gráfico 6 mostra os resultados da biomassa seca de Pleurotus florida 

durante 10 dias, mostrando que não ocorreu inibição de crescimento devido ao 

efluente, ao contrário, a sua utilização mostrou maior biomassa. 
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Gráfico 6 : Representação da biomassa em mg durante os 10 dias da melhor condição do 

delineamento experimental. 

 

 

 

 Ao final do 10º dia do estudo, obteve-se crescimento da biomassa 

micelial de 44,03 mg/100mL. Komura (2009) obteve em seu estudo com o 

mesmo fungo, cultivado em meio líquido Czapeck por 10 dias, uma biomassa 

inferior, de 30 mg/mL. Os resultados mostram que a concentração final de 

biomassa, um resultado direto do crescimento celular e do metabolismo 

primário, foi direitamente dependente da concentração inicial de glicose 

(TAVARES, 2006).   

Segundo Tavares (2006) o aumento da biomassa pode ser 

correlacionado com o consumo de glicose, já que o pico de crescimento ocorre 

quando os níveis de glicose atingem os valores mais baixos. Após o pico, a 

biomassa começa a diminuir, possivelmente em consequência da autólise.  

De acordo com Kist (2013) a determinação de glicose foi importante 

para evidenciar o crescimento micelial contínuo 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 concentração de glicose. Bonfanti (2006) 

observou o mesmo em estudo realizado com o fungo Pleurotus sajor-caju com 

o efluente da indústria de papel e celulose. 
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Duwe (2013) cogitou a hipótese que durante a degradação de lignina 

compostos menores (fenólicos, por exemplo) foram sendo formados e 

provavelmente estes compostos também influenciaram nos resultados de 

remoção de cor, que até o quarto dia acompanha a curva de biomassa e a 

remoção de lignina, mas ao final do experimento é inversamente proporcional a 

esta. 

Outro fator crítico é a tensão de oxigênio, pois o crescimento procede 

rapidamente quando as culturas em meio líquido são aeradas, entretanto, a 

atividade ligninolítica ocorre mais rápida alcançando maiores teores quando a 

atmosfera é de 100% de oxigênio (LEISOLA; WALDNER, 1988). 

O gráfico 7 mostra as atividades enzimáticas observadas durante a 

cinética. Percebe-se que a enzima Manganês Peroxidase está presente em 

maiores quantidades. A lacase foi produzida somente a partir do 4° dia, porém 

em pouca quantidade, com o maior valor de 65,23 U/mL.  

 

 

Gráfico 7 : Representação da concentração das enzimas, Manganes Perosidase e 
Lacase, produzidas por Pleurotus florida na melhor condição do delineamento 
experimental. 
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Segundo estudos de Pereira (2011) utilizou a atrazina, com o fungo P. 

ostreatus o 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.  

É importante elucidar que ainda existem poucos estudos de 

biodegradação de efluentes de indústrias de papel e celulose utilizando a 

lacase. A maior parte dos trabalhos divulgados refere-se a estudos de 

biodegradação por lacase utilizando compostos fenólicos individuais. 

(BOURBONNAIS et al., 1995, CASTRO; EVTUGUIN; XAVIER, 2003, HUBLIK ; 

SCHINNER, 2000). A repressão da glicose em fungos e leveduras é 

grandemente conhecida e acredita-se que ela pode inibir ou induzir os genes 

de produção enzimática (RONNE, 1995). 

A atividade de MnP foi detectada em grande quantidade sendo seu 

valor máximo obtido no décimo dia com 436,24 U/mL. Em estudo realizado 

sobre produção de enzimas por Silva (2004) com oito fungos durante 14 dias, a 

mesma observou a atividade enzimática da MnP somente em  três linhagens, 

sendo que apenas uma apresentou concentração mais alta (2,765 U/mL). 

Delamatrice (2005) estudou um efluente da estação de tratamento de 

Americana São Paulo com P. ostreatus e observou a produção de uma 

concentração maior da enzima MnP concordando com este trabalho. 

Nuske et al. (2002) verificaram que a atividade de MnP continuou 

aumentando ate o final do experimento, tal qual observado neste presente 

trabalho, em que verifica-se a presença desta enzima durante todo o cultivo. 

De acordo com estudos de Forgiarini (2006) e Rodríguez et al. (1999), 

entre as enzimas utilizadas para a descoloração está a lacase, que pode ter 

influenciado na diminuição de absorbância durante o processo de tratamento, o 

que contraria os resultados obtidos neste trabalho, porque houve remoção de 

87,50% da cor, porém a produção lacase foi bem insignificante comparando 

com MnP. 

Peña-Miranda et al. (1996) que, avaliaram concentrações de glicose 

entre 1 a 20 g/L na remoção da cor de água residuária contendo melaço e 

observaram maior remoção da cor por Aspergillus niger com 10 g/L de glicose. 
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Sanjust et al. (1991) em estudo de descoloração do efluente da indústria de 

óleo de oliva, observaram uma redução de 40 a 60% da cor por Pleurotus 

florida. Segundo Murani et al. (2003) observaram que ao final do ensaio, o 

tratamento com 15 g/L de glicose mostrou redução média de 42,4% da cor, 

enquanto que os controles perderam apenas 3,7%. Observações de remoção 

de cor de efluentes alcalinos foram verificadas por Davis e Burns (1990), que 

mostraram que lacases foram mais eficientes do que horseradish peroxidase 

(HRP). 

Para degradar efluentes fenólicos, Davis e Burns (1990) mostram que 

em incubações prolongadas (8 dias) com o fungo Coriolus versicolor, foi 

alcançado 70% a 80% de descoloração, índice maior do que o alcançado com 

o melhor tratamento enzimático que foi de 48% de remoção em 72 horas por 

lacase imobilizada.  Porém Dellamatrice (2005) afirma que a produção da 

enzima lacase e manganês peroxidase por Pleurotus ostreatus não resultou em 

descoloração dos resíduos sólidos (corantes têxteis e efluentes da estação de 

tratamento de águas residuárias de Americana – SP), durante os 15 dias de 

incubação, indicando a presença de outros fatores controladores da 

descoloração. 

Para os ensaios de toxicidade do efluente Kraft foram utilizados os 

efluentes brutos 100%, 20% além dos efluentes tratados biologicamente. Após 

o tempo de prova (48 horas), observou-se o número de indivíduos imóveis por 

concentração, como demonstrado no gráfico 8. 

O gráfico 8 mostra que houve uma divergência de valores, já que os 

efluentes tratados com glicose obtiveram um número maior de imobilidade do 

que o 100%, uma das hipoteses possíveis seria que o teste de toxicidade do 

efluente 100% foi realizada com um lote de Daphnia diferente dos demais 

testes, porém mesmo assim todos os testes demostraram que na produção de 

polpa de celulose existe a formação de uma grande variedade de compostos 

que podem causar efeitos adversos aos organismos. Segundo Ahtiainen et al. 

(1996) e Brumley et al. (1997) os constituintes naturais da madeira (fenóis, 

ácidos graxos e resínicos), presentes principalmente no licor, podem ser os 

responsáveis pela toxicidade. Hewitt et al. (1996) cita que as dioxinas e os 
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furanos (organoclorados), encontrados em efluentes do branqueamento à base 

de cloro e/ou dióxido de cloro, são indutores potenciais de toxicidade. Já Kinae 

e et al. (1981) acreditam que tanto os extrativos naturais da madeira quanto os 

organoclorados são os vilões da toxicidade do efluente geral de uma fábrica de 

celulose, justificando assim o estudo de tratamentos alternativos como o 

biológico. 

Kist (2013) observou em seus estudos utilizando efluente da indústria 

de explosivos, que os testes de toxicidade com D. magna demonstraram a 

eficiência do tratamento fúngico com o fungo Pleurotus florida, pois ocorreu 

diminuição da toxicidade. 

 

 

 

Gráfico 8 : Representação do estudo com D. magna mostrando a imobilidade em 

diferentes concentrações. 

 

Os efeitos dos efluentes brutos e tratados também foram avaliados 

através de germinação e da inibição de crescimento com Lactuca sativa, 

representante dos produtores primários, em que se avaliam os efeitos 

fitotóxicos de compostos químicos puros ou misturas complexas durante o 
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processo de germinação das sementes e emergência da plântula, no decorrer 

dos primeiros dias de desenvolvimento. 

Conforme apresentado no gráfico 9 pode-se observar que a adição de 

glicose influenciou na inibição da germinação da sementes e o 

surpreendemente o efluente que possui o melhor resultado de crescimento é o 

com concentração de 100% (bruto). 

Esta divergência de resultados significa que esse ensaio avalia dois 

processos diferentes (germinação e alongamento da raiz) que podem 

apresentar sensibilidade aos diferentes compostos e em diferentes níveis.  

 

 

 

Gráfico 9: Representação do efeito da toxicidade do efluente Kraft em diversas 
concentrações utilizando a Lactuca sativa. 

 

No efluente tratado com 10% de efluente/glicose/pH 7,0 houve uma  

diminuição acentuada da toxicidade, comparando os outros meios analisados, 

principalmente com o 100% bruto. Com isso é possível concluir que o 

tratamento foi eficaz não só na redução de parâmetros físico-químicos, mas 

também na toxicidade aguda, utilizando  Lactuca sativa.  
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Oliveira (2013) conseguiu obter 15% de redução na toxicidade utilizando 

também a L. sativa. O ensaio com alface teve uma sensibilidade mediana, de 

forma que o efluente bruto apresentou alguma toxicidade, mesmo que baixa, 

enquanto o tratado apresentou níveis ainda inferiores, quase não apresentando 

toxicidade. Duwe (2013) observou que houve 32% redução da germinação 

para Lactuca sativa em efluente com concentração de 25%.  

Durante o período de germinação e os primeiros dias de 

desenvolvimento da plântula, ocorrem diversos processos fisiológicos em que a 

presença de uma determinada substância química pode interferir, alterando a 

sobrevivência e o desenvolvimento normal da planta, sendo, portanto, uma 

etapa de grande sensibilidade frente a fatores adversos (SOBRERO;RONCO, 

2004). 

Embora este ensaio aborde apenas o estágio inicial do ciclo de vida do 

organismo teste, eles são aceitos como uma medida de efeito primário para as 

plantas, uma vez que as raízes fazem parte do principal ponto de contato com 

meios de exposição a contaminantes que podem entrar no organismo vegetal, 

principalmente em se tratando de contaminantes biodisponíves através da 

água e solo (HILLIS et al., 2011). A espécie Lactuca sativa mostrou-se capaz 

de se estabelecer em meio potencialmente tóxico e a se desenvolver 

parcialmente, apresentando efeitos letais (inibição da germinação) e sub-letais 

(inibição do desenvolvimento das raízes e das radículas). 

De acordo com Palácio et al. (2012), as plântulas de alface sofreram 

menor inibição no crescimento das raízes e das radículas nas amostras mais 

diluídas, devido à menor concentração de substâncias tóxicas. O percentual de 

germinação do efluente bruto 100% foi de 20 %, indicando que o tratamento do 

efluente Kraft produziu intermediários responsáveis pela elevação da 

toxicidade. Pequenos valores de percentual de inibição relativa foram 

registrados para os demais efluentes, no entanto estes valores não 

apresentaram diferença significativa e, sendo assim, os efeitos potencialmente 

agudos sobre o indicador não foram detectados. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 O conjunto de resultados obtidos indicam que Pleurotus florida 

apresentou potencial de biodegradação de compostos presentes em efluente 

Kraft. Estes dados são indicativos do uso potencial deste microrganismo para 

uso em novas tecnologias para tratamento de efluentes deste tipo de indústria.  

Na metodologia adotada para o tratamento do efluente gerado pelo 

método da biorremediação e das condições experimentais concluiu-se que o 

fungo Pleurotus florida é o que possui a melhor capacidade de degradar o 

efluente Kraft e crescimento micelial em meio solidificado, foi na concentração 

de 20%, apresentando velocidade média de 4,88 mm/dia. Estas condições 

foram consideradas no terceiro experimento em meio líquido com frascos 

agitados. 

Para o tratamento em meio líquido em frascos agitados, os melhores 

resultados de remoção de compostos, em meio líquido, foram obtidos com o 

10% de efluente Kraft, pH 7,0 e com adição de 10 g/L de glicose. Foram 

obtidos valores de remoção de remoção de cor (63,6 – 68,6%) e compostos 

ligninicos (94,36 – 98,76%), os níveis de DQO e DBO diminuíram 61,14% e a 

DBO de 45,5%, demonstrando a eficiência do tratamento fúngico, além da 

redução da toxicidade em relação aos bioensaios realizados.  

 O acompanhamento cinético comparando os resultados de DQO e DQO 

do efluente bruto (100%) houve uma redução de seus valores em 56% e 

37,48% respectivamente e ao final do 10º dia do estudo, obteve-se crescimento 

da biomassa micelial de 44,03 mg/100mL. 

Percebe-se que a enzima Manganês Peroxidase está presente em maior 

quantidade. A lacase foi produzida somente a partir do 4° dia, porém em pouca 

quantidade, com o maior valor de 65,23 U/mL. A atividade de MnP foi 

detectada em grande quantidade sendo seu valor máximo obtido no 10° dia 

com 436,24 U/mL. Observou-se ligação entre a remoção de cor, lignina e 

formação de biomassa nos primeiros dias.  
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Os testes de toxicidade com D. magna e da L. sativa, demonstraram a 

eficiência do tratamento fúngico com o fungo Pleurotus florida, pois ocorreu 

diminuição da toxicidade. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Repetição desses experimentos realizando um processo combinado 

através de um tratamento físico-químico com processos oxidativos 

avançados, para verificar se ocorre maior redução de carga e matéria 

orgânica; 

 Ensaios de toxicidade durante o período de biodegradação em meio 

liquido para verificar a diminuição de toxicidade durante o processo; 

 Testes de toxicidade com outros níveis tróficos; 

 Realizar o teste de viabilidade da suspensão de células durante o 

período de estudo. 

 Realizar a quantificação dos compostos toxicológicos utilizando a 

Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC); 

 Levantamento de custos e avaliação da viabilidade do processo, para 

uma futura implementação de sistema de tratamento do efluente Kraft; 
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