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Artigo

DYE REMOVAL BY USE OF Aspergillus niger AN 400 IN A SEQUENTIAL BATCH REACTOR. A sequential batch reactor (4 L)
inoculated with Aspergillus niger was operated in order to remove congo red dye (10 mg L™"). The feeding of the reactor was done to
each 7 days. The glucose was added in the concentration of 1 g.L! (Stage I) and 0.5 g L' (Stage II). The Stage III occurred without
glucose addition. The Stage I was great to process, because the system reached the greater dye removal (95%) as well as the kinetic

parameters ware the best — Ky, (0.7 g L) and &, (0.025 h").
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INTRODUCAO

Os corantes sintéticos do tipo azo (— N=N —) representam cerca
de 70% do mercado mundial de corantes, sendo estimada a perda
em cerca de 10 a 20% de sua massa, principalmente nas etapas se-
cunddrias de beneficiamento téxtil,'? o que resulta em preocupagio
ambiental quando do descarte inadequado dos efluentes téxteis, pois
estes corantes possuem como caracteristica a persisténcia no meio
ambiente.’

A presenca de corantes téxteis em corpos hidricos receptores
predispde a toxicidade a vida aqudtica e diminui a transparéncia de
agua, afetando o processo de fotossintese e a concentracdo de oxigénio
dissolvido que € essencial a biota.>*

Virios processos fisico-quimicos t€m sido utilizados visando
o tratamento destes despejos — coagulagdo, seguida de flotacio ou
sedimentagdo, adsor¢do em carvdo ativado,’ processos oxidativos
avangados,®” sistemas eletroquimicos,® entre outros. Porém, esses
processos apresentam custo elevado e baixa eficiéncia para remogao
de cor e matéria organica dissolvida, além de ndo serem destrutivos,
o que faz com que a disposi¢do da fase sdlida se constitua em outro
aspecto negativo do tratamento fisico-quimico.™

Em relag@o aos processos bioldgicos, os sistemas anaerébios e
aer6bios — fundamentados na agio de bactérias — podem alcangar bons
niveis de eficiéncia quando utilizados em conjunto, mas, separada-
mente, nao apresentam percentuais de remogao satisfatérios.!*!' Em
ambiente anaerdbio, a partir da clivagem da molécula do corante, s3o
formadas aminas arométicas cancerigenas, que sdo ainda mais dificeis
de serem degradadas, exigindo o pés-tratamento do efluente em uni-
dades aerdbias,'*"* como, por exemplo, o sistema de lodos ativados,
que € muito empregado para o pds-tratamento desses efluentes. Mas
esse sistema, apesar dos bons resultados em relacdo a remog¢do de
cor, apresenta producao de lodos elevada e € susceptivel a choques
de carga orgénica.'*

*e-mail: kelly @ifce.edu.br

Apesar de recente, em comparac¢ao com outros sistemas bioldgi-
cos, a utiliza¢do de fungos na biorremediagdo de poluentes tem sido
relatada na literatura especializada devido ao potencial enzimdtico
desses micro-organismos. '®

As espécies de Aspergillus sao conhecidas por sua capacidade de
utilizar de corantes como substrato, transformando-os em compostos
ndo téxicos ou de baixa toxicidade,™® o que ocorre pela produgdo de
enzimas extracelulares, as quais tornam o organopoluente acessivel
para assimilagdo.'® A espécie Aspergillus niger, em funcéo das con-
digdes do meio, € capaz de produzir mais de 19 enzimas diferentes,
tais como celulases, peroxidases, lactases, lacases e amilases.'*?

O uso de reatores com fungos para o tratamento de despejos
industriais pode vir a ser uma tecnologia econdmica e eficiente. En-
tretanto, um dos maiores problemas para a sua viabilidade € a falta
de consenso sobre as condi¢des operacionais 6timas, em busca da
completa mineralizagdo do poluente, o que pode variar em funcio
do substrato e da espécie utilizada."

Desta forma, hd a necessidade de se estudar a otimizacdo do
processo de degradagdo de corantes por Aspergillus niger, bem
como por outras espécies de fungos, geneticamente modificadas ou
ndo, haja vista o potencial reconhecido destes micro-organismos na
biorremediagdo de corantes téxteis e de muitos outros compostos.

Durante a operagdo de reatores com fungos sdo observados
alguns problemas como crescimento excessivo da biomassa, limi-
tacdo difusional e perda da eficiéncia do tratamento de efluentes de
complexidade elevada.”!

Sobre esse aspecto, exige-se que todas as varidveis envolvidas
no processo de micorremediag@o sejam investigadas, a fim de que os
reatores com indculo fingico, quando da opera¢do em macroescala,
venham a ser vidveis e possam ser estabelecidos competitivamente no
processamento eficiente dos grandes volumes dos despejos gerados.

Podem-se citar como alvo de estudo desse processo: o tempo
reacional e o tempo de detencdo hidrdulica, respectivamente, para
reatores em batelada e os de escoamento continuo; o uso de espécies
geneticamente modificadas visando o maior rendimento do processo;
a influéncia do tipo da concentra¢do de cossubstrato sobre a velo-



1120 Rodrigues et al.

cidade da degradacio do poluente e a eficiéncia global e o nivel de
mineralizagio do poluente, entre outras.'¢*!2

Dentro deste contexto, a adi¢do de cossubstrato € de grande im-
portancia, pois pode contribuir para maiores eficiéncias de remogao
dos corante e de seus intermedidrios, devido a formagao de compostos
altamente reativos pela adi¢@o de glicose, os quais podem melhorar
a assimilacdo dos poluentes pelos fungos e diminuir a toxicidade
do meio.*

Assim, considerando o uso de um reator em bateladas se-
quenciais, inoculado com biomassa imobilizada de Aspergillus
niger AN400, de linhagem fungica geneticamente modificada, ndo
produtora de antigenos, e com capacidade para producdo de dcidos
orgdnicos a partir de substratos variados, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar o tratamento de meio sintético contendo corante
vermelho do congo.

PARTE EXPERIMENTAL
Inéculo

A linhagem Aspergillus niger AN400 foi desenvolvida no Depar-
tamento de Genoma de Fungos da Universidade de Wageningen, na
Holanda. De saida, encontrava-se na forma de esporos, armazenada
em tubo de ensaio (10 mL), mantido a + 4 °C, depois submetida a
um descongelado a temperatura ambiente para produgdo de maior
quantidade de suspensdo de esporos.

O cultivo dos fungos foi feito em 8 placas de Petri que foram
preenchidas com 20 mL de meio cultura Saboraud Dextrose e, ap6s
solidificagdo do meio, uma alca estéril de platina foi imersa no frasco
que continha a solu¢@o de esporos original e a amostra retirada foi
repicada no centro das placas. Todos os procedimentos de cultivo e
repicagem ocorreram na proximidade de bico de Bunsen.

Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
a uma temperatura de + 30 °C, onde permaneceram durante 5 dias
para crescimento dos esporos. Apés esse periodo, os esporos foram
removidos das placas com auxilio de al¢a de Drigalsky e de solugdo
Tween 80 e transferidos para recipiente de armazenamento.

A contagem do nimero de esporos presentes na suspensio foi
realizada em microscdpio 6ptico, aumento de 400 vezes, com ajuda
de camara de Neubauer.

Meio basal

O meio foi preparado com dgua da torneira, acrescida de (mg
L"): (NH,),S0O, (500), NaNO, (250), K,HPO, (200), MgSO,.7H,O
(250) e CaCl,.2H,0 (10), CuSO,. 7H,0 (80), H,M00, (50), MnSO,.
5H,0 (50), Fe,(SO,), (50), ZnSO, (40).

Reator em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada
(RBBI)

Imobilizagdo da biomassa

A espécie mutante Aspergillus niger AN400 foi imobilizada em
espuma de poliuretano cortada em cubos de 1 cm de aresta, previa-
mente esterilizada a + 121 °C por 20 min.

Para o procedimento de imobilizagdo, frascos (erlenmayer) de
250 mL receberam adi¢do de 150 mL de meio basal descrito ante-
riormente, 5 g L' de glicose e de indculo, na concentra¢do de 2 x
10° esporos mL.

Os erlenmayers foram mantidos em mesa agitadora horizontal,
sob agitacdo orbital de 150 rpm e temperatura de + 28 °C, durante
72 h. Ao completar 24 h, o meio antigo foi substituido por um novo
de mesma composicdo, permanecendo nesta condi¢@o por mais 72 h.
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Ao fim desse tempo, as espumas que continham a biomassa fingica
aderida a sua superficie foram lavadas com dgua destilada e transfe-
ridas para o reator em batelada para o inicio da operacdo do mesmo.

Montagem e operagdo do reator

O reator de batelada sequencial era de vidro e possuia volume total
de 5 L. Sua alimentacao foi feita com o meio basal, contendo 10 mg
L' do corante vermelho do congo, além de glicose cuja concentragdo
variou em fun¢@o da etapa operacional (Etapas I, II e III), conforme
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢ao dos ciclos de operacao do reator em regime de batelada
sequencial, em fungdo da concentragio da glicose

Etapa Ciclo Glicose Tempos de reagio

(gLh estudados (dias)

I 1 1,0 1,2,3,4,5,6e7
2
3

I 1 0,5 1,2,3,4,5,6e7
2
3

I 1 - 1,2,3,4,5,6e7
2
3

Cada etapa era compreendida de trés ciclos operacionais e em
cada um dos ciclos o reator foi alimentado com 4 L do meio, com
retirada de aliquota a cada 24 h para monitoramento, sendo o tempo
reacional total de 7 dias.

O volume amostral retirado para a realizacio das andlises foi
de apenas 10% do volume ttil do reator por ciclo estudado. O ar foi
fornecido por minicompressor e difundido no meio por pedra porosa.
O reator foi coberto com sacos pretos de polietileno, a fim de evitar a
possibilidade de ocorrer fotodegradacio pela acio da luz ambiente.

Foram realizadas as andlises de corante, de matéria organica
dissolvida — em termos de DQO — e pH, segundo os procedimentos
descritos em APHA,* exceto a de corante.

A determina¢do da concentracdo de corante ocorreu por método
espectrofotométrico. Estabeleceu-se a relagdo entre a absorbancia e
o equivalente em termos de concentrag@o de corante e construiu-se
a curva de calibracdo.

Para a curva de calibracéo foram utilizadas solucdes de concen-
tracdes conhecidas de vermelho do congo, variando de O (branco) a
15 mg L, sendo que, antes da leitura em comprimento de onda (A) de
500 nm, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm, durante 15 min.

A partir dos dados de absorbancia versus concentragdo de corante
adicionado, foi obtida a equag@o que estabeleceu a relacio entre
concentracio de corante equivalente e absorbancia.

Analises microscépicas

Foram retiradas amostras do biofilme para realizagdo de exames
microscopicos, no final da operagdo do reator.

O biofilme aderido a manta suporte foi removido com ajuda de
pérolas de vidro e dgua destilada esterilizada a 121 °C a 1 atm. Pos-
teriormente, foram feitas dilui¢des de 107!, 102 e 10 e, em seguida,
foi retirado 1 mL de cada dilui¢do para adicdo em placas de Petri
que continham 20 mL de meio Saboraud, sendo ao todo 9 placas — 3
placas para cada dilui¢do — que foram mantidas em estufa a + 30 °C
por 7 dias, para verificagdo das colonias.
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Amostras das placas que receberam as dilui¢des foram fixadas
em laminas com 4gar, realizando-se, em seguida, a microscopia em
microscopio Optico Acrom L1000, com aumento de até 1600 vezes
a fim de identificar com base nas estruturas morfolégicas os micro-
organismos presentes no reator.

Contagem dos micro-organismos em placas

A contagem e o plaqueamento de micro-organismos foram feitos
com procedimento de dilui¢do em série, com uso do meio seletivo
de Martin para fungos, o qual foi preparado com 1000 mL de dgua
destilada e os seguintes constituintes (g L'"): K,HPO, (1); peptona (5);
KH,PO,(5); MgSO,.7H,0 (0,5); dextrose (10); extrato de levedura
(0,5); rosa bengala (0,033) e dgar (18). O antibidtico estreptomicina
(Bug mL") foi adicionado ao meio para evitar contaminagdo por
bactérias.

Foram retiradas amostras de 10 mL do contetido liquido do reator
em operacao no ultimo ciclo operacional da Etapa II, misturando-se
as mesmas a 90 mL de solucdo salina (0,89%) em tubo de ensaio
de 20 mL, que foi submetido a agitagdo em vortex, durante 10 min.

Em seguida, aliquotas de 1 mL foram transferidas para um novo
tubo de ensaio, contendo 9 mL da solucido salina e, apds agitacio
manual, procedeu-se assim sucessivamente de forma a se obterem
concentragdes de 102, 10 e 10*. Aliquotas de 0,1 mL foram retiradas
de cada uma destas dilui¢des e adicionadas as placas contendo o meio
Martin, de que foram obtidas concentragdes de respectivamente de
1073, 10* e 10°.

Para promover o espalhamento das col6nias na superficie das
placas, foi utilizada al¢ca de Drigalski. Posteriormente, as placas
foram vedadas e incubadas a temperatura de 28 °C durante 5 dias
para permitir o crescimento das colonias fingicas.

A contagem foi realizada pela identificacdo visual de pontos
de colonias de fungos, formados nas placas, apds o periodo de
incubacdo. O nimero de colonias foi multiplicado pelas diluicdes
correspondentes a cada placa.

Ensaio de adsorc¢iio no micélio morto

Para o ensaio de adsorcdo do corante vermelho do congo, utilizou-
se 0,9 g de biomassa morta de Aspergillus niger AN400.

Primeiramente, foi realizado o ensaio com biomassa morta, que
foi produzida a partir do cultivo de biomassa com adigéo de 2 x 10°
esporos/mL e de 5 g L' de glicose em trés erlenmeyer de 250 mL,
contendo cada um 200 mL do meio basal, descrito anteriormente, ten-
do sido o mesmo previamente esterilizado a 121 °C, durante 20 min.
Todo procedimento foi realizado em uma camara de fluxo laminar.

Os erlenmeyers foram postos sob agitacdo em uma incubadora de
bancada para crescimento da espécie fiingica a 125 rpm e temperatura
de 29,6 °C, durante 7 dias, para crescimento da espécie.

Remogdo de corante por uso de Aspergillus niger AN400 1121

Apbs esse periodo, a massa fungica produzida foi morta por
autoclavagem a 121 °C, durante 30 min. A biomassa foi entdo lavada
e ainda filtrada em sistema de filtrac@o a vdcuo, para retirada de umi-
dade, permanecendo em estufa, a = 55 °C, até obtencdo do peso seco.

Para o ensaio de adsorcdo a biomassa morta de Aspergillus niger
NA 400 foi introduzida em erlenmayer de 250 mL, com volume
reacional de 200 mL e 0,4 g L' de vermelho do congo. O monito-
ramento da concentragdo do corante adsorvido na biomassa morta
foi realizado com base na medida da sua concentracdo no meio,
com leituras em intervalos de 30 min, até se atingir a saturacdo da
mesma e se obter a massa total de corante, bem como a capacidade
de adsor¢do do micélio.

Ensaio de adsorc¢iao no material suporte

Foram utilizados 5 g de cubos de espuma de poliuretano pre-
viamente secos em estufa a = 55 °C. Os cubos foram adicionados
em erlenmayer de 250 mL, que receberam 200 mL do meio basal
acrescido de 0,4 g L' de vermelho do congo.

A capacidade maxima de adsor¢do do corante na espuma de po-
liuretano empregada como material suporte foi feita de modo similar
ao ensaio de adsor¢ao com o micélio morto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 sdo apresentadas as caracteristicas do meio utilizado
para alimentacdo do reator em bateladas sequenciais, nas Etapas I,
Mell

A concentracdo média inicial de corante no meio foi de 10 = 3
mg L' e os valores iniciais de pH foram caracteristicos de meio dcido,
de 5,6; 3,7 e 4,3, respectivamente, nas Etapas I, Il e III. Estes valores
sdo benéficos aos fungos, que possuem grande capacidade metabdlica
em meios dcidos.?* Além disso, o pH baixo se constituiu em um fator
minimizador da atividade de eventuais bactérias contaminantes.'®

Em relagdo as etapas estudadas, verificou-se que os melhores
resultados foram alcan¢ados com a adicéo de 1 g ! de glicose (Etapa
I), quando foi registrada eficiéncia média de remocio de corante de
95%, sendo que o percentual mdximo de remogdo foi obtido ainda
no primeiro ciclo (96%), no tempo reacional de 168 h.

Nas Etapas II e III, os percentuais de remog¢ao do corante foram,
respectivamente, de 90 e 89%, indicando que a adi¢d@o de glicose, na
concentragdo de 0,5 g L', ndo apresentou resultados muito diferentes
da situag¢@o em que a mesma ndo foi adicionada no meio, o que foi
endossado pelo coeficiente de velocidade (k) — considerando a reacéo
de primeira ordem, de acordo com a Equagdo 1 —, de 0,01 h'', em
ambas as etapas.

C _
O )

Tabela 2. Caracteristicas do meio basal contendo o corante vermelho do congo nas Etapas I, II e III de operacdo do reator em batelada sequencial

ETAPA

Varidvel

I DP I DP 111 DP
pH 4,1 +0,3 4,0 +0,5 4,0 +0,5
Corante (mg L) 8 +1,5 10 +25 11,0 +5
DQO dissolvida (mg L) 1034 +130 423 +239 51 +10
Ambnia total (mg L") 711 +28 758 +48 638 +33
Nitrito (mg L") 0,034 +0,01 0,17 +0,20 0,07 +0,04
Nitrato (mg L") 2 +1 5 +25 7 +34
Ortofosfato (mg L) 955 + 197 943 +212 1034 + 80
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sendo C a concentragdo do corante no tempo t; Co a concentragdo
inicial do corante; k, constante de velocidade e At, a variacdo entre
o tempo inicial e final.

Em contrapartida, o coeficiente de velocidade (k,), registrado na
Etapa I foi de 0,025 h''. Este valor foi cerca de 2,5 vezes superior ao
encontrado nas Etapas II e III, mostrando que a concentragdo de 1 g
L' de glicose proporcionou maior eficiéncia para o processo.

Na Tabela 3 sdo mostrados os valores médios para a constante de
velocidade (k,) e para o coeficiente R?, obtidos nas etapas de estudo,
em relagdo ao consumo de vermelho do congo e de matéria organica.

Tabela 3. Valores médios de k, e de r? para o corante vermelho do congo e
de matéria organica, obtidos nas Etapas I, II e III

Varidvel ETAPA
I I I
Corante k, () 0,025 0,01 0,01
R? 0,847 0,876 0,953
Matéria organica k, (hh) 0,048 0,015 0,015
R? 0,882 0,816 0,905

Ha relatos do aumento da eficiéncia para a remocao de cor pela
adic@o da glicose em meios contendo os mais diversos corantes.?>?%
Porém, a maioria dos fungos, na auséncia de cossubstrato, como a
glicose, ndo consegue utilizar corantes téxteis em seu metabolismo,
necessitando da presenga de fonte de carbono de fécil assimila¢do.??

A glicose € o substrato de mais fécil assimilacdo, sendo exaurida
muito rapidamente do meio. Frequentemente, em 2 dias, nos rea-
tores de baletada operados a uma concentracdo inicial de 5 g L1,'6
favorecendo o crescimento dos fungos e a produgdo de enzimas
extracelulares.

Entretanto, a concentracéo 6tima do cossubstrato a ser empregada
depende da espécie fingica, da estrutura molecular do corante, do
regime de operagdo do reator e da idade do biofilme, entre outros
fatores. Seu excesso no meio, porém, pode acarretar a repressao do
sistema enzimético e da utilizagdo do substrato.”

Ali et al.® verificaram que a partir de 10 g L' de glicose, o efeito
indutor desta foi revertido, de modo que Aspergillus niger nao con-
seguiu eficiente remogéo da cor de meio que continha 20 mg L' do
corante diazo vermelho dcido 151, obtendo remogao de apenas 33,2%,
em tempo reacional de 8 dias. Por outro lado, ao se adicionar 5 g L' de
glicose, os autores obtiveram aumento da eficiéncia para 77%, mostran-
do a importancia da concentragio do cossubstrato para a eficiéncia do
sistema, uma vez que 0 mesmo se constitui em um indutor enzimatico.?

Nesta pesquisa, a adigdo de 1 g L' de glicose ndo foi suficiente
para prover a utiliza¢do efetiva do benzeno, embora tenha contribuido
para a ruptura dos grupos croméforo da ligagdo azo (A: 500 nm ) e
do naftaleno (A: 310 nm) — ndo detectados no efluente —, tendo-se
obtido diminui¢do pequena, 30% do valor relativo a sua absorbancia
no comprimento de onda (A) de 233 nm.

Os fungos atuam sobre o corante a partir da acao de enzimas como
peroxidases e fenoloxidases por eles produzidas, as quais contribuem
para a clivagem assimétrica da ligacdo azo, formando quinonas e
derivados do diazeno, além de ocorrer liberacio de nitrogénio.s E
relatada a producdo de metabdlitos diversos na biodegradagio de
corantes azo, inclusive, muitos destes ainda nao foram identificados,
mas observada a producdo de 4cido hidroxibenzoico, dlcool m-benzyl,
acetanilida, entre outros.?

A desestabilizagdo do benzeno, por sua vez, apresenta maior
grau de complexidade, pois o anel sozinho é muito estivel e, para
sua clivagem, € necessdria maior reatividade dessa molécula, o que
pode ser obtido com o aumento da glicose no meio até a concentragao
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otima para a indugdo enzimdtica, visto que sua presenga resulta na
formacdo de compostos altamente reativos que facilmente se envol-
vem em reacdes secunddrias com compostos mais persistentes como
0 benzeno, aumentando a capacidade de mineralizagdo do sistema.?>*

Na presente pesquisa, quanto a influéncia do material suporte
e a do proprio micélio fungico de adsorver o corante, 0s ensaios
de adorcdo realizados mostraram que os mesmos tiveram pouca
influéncia na remocao do corante. A capacidade maxima do material
suporte e a do micélio morto em adsorver o vermelho do congo era
de, respectivamente, 0,005 g de corante/g de espuma e de 0,06 g de
corante/g de micélio.

O sistema removeu 0,08 g de corante por grama de espuma, o
equivalente a uma massa 4 e 3 vezes maior que a retida pelo material
suporte no ponto de saturacio da espuma suporte e que a do micélio
morto, respectivamente, considerando que havia ao final do experi-
mento 0,50 g de biomassa no interior do reator, crescendo aderida
ao material suporte.

Mesmo no primeiro ciclo da Etapa I, no qual foram observadas
as maiores remogdes de corante e a acdo da adsor¢do poderia ser
maior, em virtude da disponibilidade elevada de sitios de ligacdo no
material suporte, houve remogdo de 0,008 g de corante por grama de
espuma, o que equivale a remoc¢do de 1, 6 vezes a massa de corante
que a espuma de poliuretano € capaz de adsorver.

Na Etapa I foram também registradas as melhores remocdes
de matéria organica carbondcea, medida em termos de DQO. O
maior percentual de remocdo de matéria orginica ocorreu no tempo
reacional de 96 h do primeiro ciclo (99%) e a remog¢do média de
matéria organica foi de 86%, obtendo-se coeficiente de velocidade
k, de 0,048 h'.

Ainda nesta pesquisa, os resultados estimados para a constante
cinética de Michaelis-Menten (K,,) pelo ajuste dos dados de decai-
mento de corante na equacio linearizada de Hanes Woolf (Equacio
2), ratificaram o alcance da melhor eficiéncia do tratamento na Etapa
I, para a qual foi encontrado o valor mais baixo de K,,, de 0,7 g L"!
(r*: 0,871), indicando que a glicose, adicionada na concentracdo de
1 g L', foi melhor para o processo.

Fert e @

max

sendo Cga concentracdo do corante; K, a constante de Michaelis-
Menten ou de afinidade pelo substrato; r a velocidade de remogdo do
corante e 1, , a velocidade maxima de remocéo do corante.

Ao diminuir a concentragio de glicose para 0,5 g L' (Etapa II),
a constante K, foi de 1,1 g L' (R* 0,799), valor este 1,5 vezes supe-
rior ao registrado na Etapa I. Contudo, o pior resultado foi obtido na
auséncia do cossubstrato, K,,;de 14 g L' (R* 0,837), quase 20 vezes
superior ao encontrado para a Etapa I. Estes resultados novamente
confirmaram que a presenga da glicose (1 g L") foi benéfica para a
eficiéncia de remocao do corante pelos micro-organismos.

Radha et al 3! verificaram afinidade elevada de fungos pelo corante
vermelho do congo (0,02 g L), na presenca de glicose (5 g L') em
meio mineral. Utilizaram a espécie Phanerochaete chrysosporium
imobilizada em esferas de alginato de sédio (2, 3,4, 5 ¢ 6 mm), tendo
obtido para a constante de afinidade (K,,) valores variando de 0,203 a
0,253 g L', em fungdo do tamanho das esferas. Estes valores foram
de 3 a4 vezes menores que os encontrado na presente pesquisa, nas
Etapas I e II, porém € importante ressaltar que foi utilizada concen-
tragdo 5 vezes menor de glicose (1 g L), de modo que ainda assim
foram obtidos bons percentuais médios de remocao do vermelho do
congo (95%) e de matéria organica (86%).

Em relagdo ao pH, ao longo dos ciclos operacionais foi mantida a
caracteristica dcida do meio, o que foi observado em todas as Etapas
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de estudo, resultando em valor médio de 2,5 (Etapa I), 3,1 (Etapa
II) e 4,1 (Etapa III).

A diminuicdo dos valores de pH no final dos ciclos operacionais
estd, possivelmente, relacionada a producdo de dcidos organicos,
devido a utilizac@o das fontes de carbono pelos fungos. >* De fato,
na Etapa I, quando houve maior remogéo de corante do meio, estes
valores foram menores, variando de 1,8 a 4.

Wanderley*? estudou a remogao de vermelho do congo por Asper-
gillus niger em reatores em batelada, utilizando biomassa imobilizada
e glicose (1,0 g L') como cossubstrato. Os reatores foram operados
durante 25 dias e as maiores eficiéncias, quanto a remocao do corante
(85 e 87%), ocorreram quando o meio apresentou pH baixo (3,2 a 3,7).
O valor do pH nos reatores utilizados como controle foi superior a 7
e ndo foi observada remogdo significativa de corante (12%).

Michniewicz et al.*® obtiveram maior eficiéncia de remogdo
dos corantes téxteis azul dcido 62 (125 uM) e 40 (211 uM), azul
reativo 81 (124 uM) e preto direto (92,25 uM) em meio aquoso, na
condigdo de pH baixo, por enzimas lacases, produzidas pelo fungo
Cerrena unicolor. Variaram o pH do meio de 2 a 7 e alcancaram
maior producio de lacase em pH 3,5, correspondendo a 100% da
atividade enzimdtica, a qual diminuiu drasticamente em pH 7 para
apenas 20% do valor inicial.

Os meios com valores baixo de pH sdo mais propicios aos fun-
gos?¥ e grande nimero de enzimas secretadas por eles possuem sua
atividade 6tima em pH cujos valores se encontram na faixa 4cida,
sendo que a partir de 7 a atividade enzimética tende a diminuir,*
ocorrendo, consequentemente, a perda da eficiéncia da remogao do
poluente.

No final da operacao do reator, as andlises de microscopia confir-
maram a presenca do Aspergillus niger AN400 e ndo foi observada
contaminacdo do meio por micro-organismos aléctones. A contagem
do nimero de coldnias revelou concentragdo de esporos por mL de
8 x 10* UFC mL".

CONCLUSOES

O reator em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada da
linhagem mutante Aspergillus niger AN400 apresentou boa eficiéncia
quanto a diminuicdo da concentrag¢@o de vermelho do congo (95%) e
de matéria organica carbondcea (86%), obtidos na Etapa I.

Quando da adig¢do da glicose na menor concentragdo estudada (0,5
g L'"), aremogdo de corante ndo diferiu da registrada sem a presenca
de glicose no meio, o que foi endossado pelos parametros cinéticos
estimados, tanto pelo coeficiente de velocidade k, (0,01 h'), como
pela constante K,— 1,1 e 14 gh’!, respectivamente, nas Etapas IT e ITI.

O uso da glicose como cossubstrato, na concentra¢do de 1 g L!
(Etapa I), resultou nos maiores valores estimados para a velocidade
de remogado de corante (k,: 0,025 h') e para a constante de Michaelis-
Menten (K,,), a qual foi de 0,7 g L. Porém, nao houve mineralizagao
completa do poluente, uma vez que, apesar de se ter constatado a
eliminagdo da ligacdio azo e do anel naftaleno, o anel benzeno nio
foi efetivamente removido do meio.

Os resultados obtidos na pesquisa indicam a necessidade da
continuidade dos estudos sobre a concentragio 6tima de glicose, bem
como de outros tipos de cossubstrato, a fim de viabilizar a operagio
eficiente do sistema, prevendo a mineralizagdo total do corante no
efluente final.
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