Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Centro de Ciéncias de Exatas e Tecnologia — CCET
Programa de P6s-Graduaciao em Tecnologias Ambientais — PGTA

UFMS

Thais Adriana Colman Novaes

Fungos no tratamento de manipueira

Campo Grande - MS
Junho de 2011



Fundacio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Centro de Ciéncias de Exatas e Tecnologia — CCET
Programa de P6s-Graduacio em Tecnologias Ambientais — PGTA

UFMS

Thais Adriana Colman Novaes

Fungos no tratamento de manipueira

Dissertacdo apresentada para obtencdo do grau
de Mestre no Programa de Po6s-Graduacdo em
Tecnologias Ambientais da  Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, na area de
concentracdo em Saneamento Ambiental e
Recursos Hidricos

Orientador: Prof.2 Dr.2 Paula Loureiro Paulo
Co-orientadora: Prof.? Dr.? Yvelise Maria
Possiede

Banca Examinadora

Prof.2 Dr.2 Paula Loureiro Paulo
Orientador - UFMS

Prof.2 Dr.2 Sandra Tédde Santaella Prof. Dr. Kennedy Francis Roche
UFC UFMS

Campo Grande - MS
Junho de 2011



Dedicatoria

A minha mde e ao meu pai!

Por todo amor com o qual me criaram!



Agradecimentos

A Deus, presente em todos os momentos de minha vida, por todas as béngéos recebidas.

A Prof.? Dr.? Paula Loureiro Paulo e a Prof.? Dr.? Yvelise Maria Possiede pela disposicéo,
orientagdo, amizade, carinho e acima de tudo pela grande paciéncia.

A minha querida amiga irma Edinéia Lazaroto Formagini pela forca, dedicago e carinho,
sem os quais seria muito dificil seguir em frente. Ndo me esquecendo da incomparavel
Mayara Leite, que tornou os meus dias mais alegres e da Ana Claudia sempre presente com
0 seu grande coragdo e boa vontade em ajudar a todos.

Como esquecer a querida Adriana (Drica) que me recebeu de bracos abertos, assim como a
Luciene sempre compartilhando seus conhecimentos.

A minha pequena grande amiga Socorro e a Prof.? Dr.? Sandra Santaella, que me
acolheram em Fortaleza e compartilharam  comigo seus conhecimentos sobre o0s
tenebrosos fungos.

A Valdivia e ao Rodenir, sempre me ajudando e dando suporte aos meus trabalhos na
biologia.

Ao Laboratério de Qualidade Ambiental da UFMS, que forneceu suporte para as analises
realizadas durante a pesquisa e aos amigos que fiz 1a: Marcelo, Cristina, Maria e Vera, que
foram além de suas fungdes como técnicos, sempre me ajudando nos momentos dificeis.

Aos meus quase estagiarios, especialmente Laynara, Rafael, Felipe e Vanessa que me
deram suporte sempre que preciso, além da amizade.

Ao0s meus pais, por terem se esforgado para que eu chegasse onde estou, pela confianca e
por todo amor e carinho dedicados a mim. A VOCés eu serei sempre grata.

Ao meu antes namorado, agora marido Gabriel Novaes, pelo seu amor e companheirismo.

Ao CNPQ pela bolsa concedida.

E a todos os que nédo foram citados, mas que de alguma forma participaram desta fase da
minha vida, 0 meu muito obrigado!!!



Sumario

Lo 1o (o] - TSP PR SUR PR I
AGIA0ECTMENTOS ...ttt ettt et b et e e bt st e et b be e e s nne e 1
ST 00F: T T RSP R TP RUPROP "
LSEA 8 TIQUIAS ...ttt ettt sttt n e VI
LiSta de TaADEIAS ... .o VII
Lista de Siglas € ADIEVIATUIES ..........ceoviiiiiiiieie et VIl
LiSta de STMDOI0S. .......eiiiiiiii ettt IX
RESUMO ... e et e Xl
ADSTFACT ...t X1l
1 INrOAUGED GEIAL..... oot 1
1.1 Poluig80 agroiNdUSEIIAL .........cooieiieiiiiieee e e s 1
1.2 Efluente de rdpida aCidifiCagho...........coveiiriiiiiiiiiiicese s 1
121 MAANIPUBITA ..ottt bttt b et nae e 2

1.3 Tratamento biol6gico de efluentes...........coveiiiiiiiiii 2
1.3.1  DigeStao @NaEIODIA. . ......ccviieiieieeieite et 3
132 FUNQOS. ettt ettt ettt et 4

1.4 Escopo e Estrutura da DiSSEItaGa0..........cccuurriririreiiiiriiiseieiie e 7
1.5 Referéncias DiblIOgrafiCas.........oooiiiiiiiii s 8

2 Isolamento e identificacdo de fungos desenvolvidos em reator anaerdbio de fluxo

horizontal tratando MANIPUEITA ......c..veiiieiieitiiee ettt e 14
2.1 RESUMO....ceii ittt ettt s et e nn e 14
2.2 INEFOUUGED. ...ttt et ettt e e e b nne e 15
2.3 Materiais € MELOUOS. .......vivviiieiieieet ettt et 16



2.3.1 0] 10 0] 01 ( TP TR TTT TR 16

2.3.2  1dENUIFICAGHD .. ..ttt 17
2.4 ReSURAA0S € DISCUSSAD .....cecuveeueiiiiiesiieiie sttt et n et nnee s 18
2.5 CONCIUSDES ...ttt ettt ettt et et e e ne e nnee s 21
2.6 Referéncias bibliografiCas.........ccooiuiiiiir i 22

3 Uso de fungos para o tratamento da ManipUEITa ...........cceoveereeiiirieeie e 25
3.1 RESUIMO ...ttt 25
3.2 INITOUUGED. ...ttt ettt ene e 26
3.3 Material € MELOUOS ......c.uviuiiieeieieet ettt et 27

3.3 1 MICTOIQANISIMIOS ..ttt ettt ettt ettt sttt n s 27

3.3.2  Efluente de Rapida ACIdifiCaC0 .........coveiiriiiiiiiiiiis e 28

3.3.3  SUDSLIALO SINLELICO .. .veivieiiieieiee sttt 28

3.3.4  Caracterizagdo da ManipUEITA ........ccceereeiieerieriie e 28

3.3.5  TeSte PreliMINGr.......ccviiiiiiiiiiiiee et 28

3.3.6  Teste de biodegradabilidade. ..........cccoeviriiieiiiiie e 29

3.3.7  COletas € ANALISES.......cciiiiiieeie et 30
3.4 ReSURAA0S € DISCUSSAD .....ccouveeueeiiiie ittt ettt et 31

3.4.1  Caracterizagdo da MAaNIPUEIIA .......ceiveirieiie et 31

3.4.2  TeSte PreliMINGr.......coiiiiiiiiiii et 31

3.4.3  Teste de Biodegradabilidade ............coooveiiiiiiiiie i 32
3.5 CONCIUSDES ...ttt ettt ettt b et ne e nne e 40
3.8 RETEIBINCIAS ...ttt et 41

4 Digestdo anaer6bia de manipueira pré-tratada por fungos...........cccceevriiiieiiiieniennns 44
L R {11 U o P PP PRPR 44



o 1011 oo 13T (o IO T TP U TP UP PP 45

4.3 Material @ MELOUOS ......cc.veeieieiiii ettt e et 46
4.3.1  Informagies PrelimiNares. ........c.uieeoiiiiiiiiieie e 46
43.2  Teste de biodegradabilidade anaerobia............cccoueieiieiiiiiiieie e 47

4.4 ReSUItad0S € QISCUSSAOD ........oiuvieiiiiiiiiie ettt 48
441  Testes de biodegradabilidade ..............cooeviiiiiiiiiii 49

A5 CONCIUSDES ...ttt ettt bbb s 52

A6 RETEIEBNCIAS . eouieieiiitiiee ettt e b s 52

5 Conclusdes gerais € reCOMENAAGOES .........vevrertrireieiierie et 54



Lista de figuras

Figura 2-1: Fotos do reator anaerdbio tipo calha de fluxo horizontal: A — Fechado; B —
Aberto com o detalhamento do local de retirada dos fungos............ccceeeennee 16

Figura 3-1: A- Esquema do método de aeragdo; B- Esquema do método nédo aerado. ......29

Figura 3-2: Variacdo do pH durante os testes realizados nas condicOes aerada (AE), ndo-
aerada (NAE) e ndo-aerada restrita (NAER), com manipueira (1,5 gDQO.L™") e
9licose (1,0 gDQOLL™). ..ottt 34

Figura 3-3: Relacdo entre producéo de amdnia e consumo de nitrato para as condigdes
AE, AE+, NAE e NAE+ para a concentragdo de 15,0 gDQO.L™.................... 36

Figura 3-4: Relagdo entre produgdo de amonia e aumento do pH nas condigdes AE e
NAE, para as concentragdes de 7,0 e 15,0 gDQO.L'l. .................................... 37

Figura 3-5: Amonia produzida entre os testes com e sem meio suporte, para as condigdes
AE e NAE na concentracio de 15,0 gDQO.L™ ..o 38

Figura 3-6: Remocdo de DQO e elevagdo do pH para trés diferentes condicOes: aerada
(AE); ndo aerada (NAE); e nédo aerada restrita (NAER), para DQO inicial foi
A8 15,0 0Lt 39

Figura 4-1: Imagem das medi¢des de metano utilizando o método de deslocamento de
FIQUITO e 48

Figura 4-2: Concentracdes de: acido acético; DQO removida; e CH,-DQO para 0s testes
utilizando manipueira pré-tratada por fungos (pH 6,4 — Teste A e pH 5,7 -
TESEE B) ettt 50

Figura 4-3: Atividade metanogénica especifica AME das diferentes condicdes de
tamponamento para o teste A(6,4) e teste B(5,7). A inclinagéo 1 foi calculada a
partir do CH,4 produzido nos primeiros 15 dias. Os resultados sdo médias dos
experimentos em tripliCata. .........coovreiiiiii e 51

Vi



Lista de Tabelas

Tabela 2-1: Classificacdo dos fungos e suas caracteristicas macroscopicas. ............c........ 18
Tabela 3-1: :Caracterizagdo da ManiPUEITa..........couiieiiiiiiiiiiiieie e 31

Tabela 3-2: Variagdo de pH e remocdo de DQO pela cultura mista de fungos cultivados
em manipueira, em 10 dias de eXperimento............cceovveriereenieenieeieieniieneees 31

Tabela 3-3: Tempo de remocdo de DQO, pH final e concentragdo de amdnia em todas as
concentracdes e condigdes dos testes com manipueira, realizados com meio
suporte (+) € SEM MEIO SUPOITE. .....eeviiiieeie ettt 33

Tabela 4-1: pH médio final, concentracdo media de nitrogénio total (NT) e atividade
metanogénica especifica (AME) para os 2 testes utilizando manipueira pré-
tratada por fungos (MPTF) e somente com a manipueira (controle). Os
resultados séo a media obtida com as triplicatas...........cccoceovriiiieiiiiiiiennns 49

Vil



Lista de Siglas e Abreviaturas

ABNT
AE
AGV
AME
ATP
BDA
cov
DA
DBO
DDT
DQO
MDA
MPTF
NAE
NAER
PET
PVC
RPM
TDH
UASB
uv

Associacdo Brasileira de Normas Técnicas

Aerado

Acidos Graxos Volateis

Atividade Metanogénica Especifica
Adenosina Trifosfato

Batata Dextrose Agar

Carga Organica Volumétrica
Digestdo Anaerdbia

Demanda Bioquimica de Oxigénio
Dicloro Difenil Tricloroetano
Demanda Quimica de Oxigénio
Mandioca Dextrose Agar
Manipueira Pré-Tratada por Fungos
Né&o Aerado

Né&o Aerado Restrito

Politereftalato de Etileno
Policloreto de vinila

Rotacdo por Minuto

Tempo de Detencdo Hidraulica
“Upflow Anaerobic Sludge Blanket”

Radiacdo Ultravioleta

Vil



Lista de Simbolos

U
CaCI2.2H20

CaCOs
CH3;COOH
CH4

CO,

d

g9
gCH4-DQO
gbQO
gHCO3
gNaHCO;
gSVvT
Quréia

H,O
HCO3
K;HPO,
kg

Km

L

mg
mgCaCQO3
mgDQO
mgNH3

MgS04.7H,0

Min

mL

mm

N2
NaHCO;

Micrometro

Cloreto de Célcio Hidratado
Carbonato de Calcio

Acetato

Metano

Didxido de Carbono

dia

Grama

Gramas de Metano - DQO
Grama de DQO

Grama de Bicarbonato

Grama de Bicarbonato de Sddio
Grama de Solidos Volateis Totais
Grama de Uréia

Agua

Bicarbonato

Fosfato Monoacido de Potassio
kilograma

Kildmetro

Litros

Miligrama

Miligrama de Carbonato de Célcio
Miligrama de DQO

Miligrama de Amonia

Sulfato de Magnésio Hidratado
Minuto

Muililitro

Milimetro

Nitrogénio Gasoso

Bicarbonato de Sédio



NaOH
NH;
NH,"*
NH,CI
NO,
NO3’
NT

°C

pH

pHunidade

S0~
SVT

Hidroxido de Sodio
Amonia

fon Aménio

Cloreto de Amonio
Nitrito

Nitrato

Nitrogénio Total

Graus Celsius
Potencial hidrogeni6nico
Unidade de pH

Sulfeto

Sulfato

Solidos Volateis Totais
Tonelada



Resumo

Colman-Novaes T. A. (2011). Fungos no tratamento de manipueira. Campo Grande; 2011. 69p. Dissertagdo
(Mestrado) — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Efluentes agroindustriais, como a manipueira, sdo ricos em compostos que sofrem réapida
acidificacdo e dependem de dificeis estratégias de tratamento, pois ainda ndo tém
estabelecida tecnologia eficiente e de baixo custo. Em pesquisas realizadas com reator tipo
calha anaerdbia de fluxo horizontal operando com uma demanda quimica de oxigénio
(DQO) méaxima de 16 g.L™* de manipueira, houve crescimento espontaneo de fungos na
entrada do reator, os quais se desenvolveram em pH moderadamente &cido (4,5), em meio
praticamente anaerdbio. A comunidade fangica encontrada foi isolada e identificada.
Avaliou-se entdo a capacidade destes fungos em degradar matéria organica e as melhores
condicBes para seu desenvolvimento e eficiéncia na degradacdo de matéria organica de
acidificacdo rapida, e foram testadas, trés diferentes condi¢des ambientais: aerada (AE),
ndo aerada (NAE) e ndo aerada restrita (NAER), em trés diferentes concentragdes, com e
sem meio suporte. A partir destes resultados, foi estudada a possibilidade de incluir uma
etapa preliminar de tratamento por fungos a digestéo anaerébia (DA) buscando elevar o pH
visando tamponamento da manipueira. Foram realizados testes de biodegradabilidade
anaerdbia da manipueira pré-tratada por fungos, com e sem a adi¢cdo de tamp&do. Foram
isolados 32 fungos, entre 0s quais prevalecera o género Aspergillus sp (11), seguido pelo
Scedosporium sp (4) e Paecilomyces sp (3). A cultura mista de fungos mostrou habilidade
em degradar manipueira, com somente 13% de DQO remanescente, em ambas as
condigdes, AE e NAE. A condicdo NAER se mostrou ineficiente, pois levou 75 dias para
remover 85% da matéria orgénica presente no meio. Os resultados indicaram que a
concentracdo inicial de compostos de nitrogénio no meio tem papel importante no
tamponamento do sistema. O meio suporte constituido de espuma de poliuretano, ndo foi
eficiente, pois ndo ocorreu aderéncia expressiva de biomassa fungica no mesmo. Pode-se
concluir que a cultura mista de fungos estudada foi eficiente no tratamento de manipueira e
poderia ser aplicada, tanto como tratamento Unico, utilizando a condicdo aerada, quanto
como uma etapa preliminar & digestdo anaerdbia, utilizando a condicdo ndo aerada. A
ltima demonstrou que um tratamento preliminar por fungos apresenta-se como uma
estratégia promissora para permitir a digestdo anaerobia de efluentes de répida
acidificagao.

Palavras-chave: acidificacdo; micelial; mandioca; tratamento flngico; pré-tratamento.
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Abstract

Colman-Novaes T. A. Fungi for the treatment of cassava wastewater. Campo Grande. 2011. 69p. Master
Dissertation — Federal University of Mato Grosso do Sul, Brazil (in Portuguese).

Agro industrial wastewaters, like cassava-processing wastewater (manipueira), are rich in
compounds that will cause a rapid acidification, requiring a complex approach for their
treatment, as still no efficient low-cost technology exists for this problem. In research
carried out using an anaerobic horizontal flow reactor, fed with cassava-processing
wastewater with a chemical oxygen demand (COD) of at most 16 g.L™, spontaneous
growth of fungi occurred at the entrance of the reactor. These fungi developed under
moderately acid (pH of 4.5) conditions, in an almost anaerobic environment. The fungal
culture was isolated and identified. After observing the capacity of these fungi to degrade
organic matter, they were tested under different conditions to find the best conditions for
their growth and for efficiency in degrading rapidly acidifying organic matter, the
conditions tested being: aerated (AE), non-aerated (NAE) and restricted non-aerated
(NAER), at three different concentrations, and with and without supporting medium. Based
on these results, the possibility to include a fungal pre-treatment step before anaerobic
digestion (AD) was studied, aimed at increasing the pH by buffering the cassava-
processing wastewater (cww). Thus, anaerobic biodegradability tests of fungal-pre-treated
cww were performed, where the fungal-treated cassava-processing wastewater was
supplied with and without a buffer. The experiments resulted in 32 isolated fungi, amongst
which the type Aspergillus sp. prevailed (11), followed by Scedosporium sp. (4) and
Paecilomyces sp. (3), amongst others. The fungal mixed culture was able to degrade
cassava-processing wastewater, with an efficiency of 87% relative to COD, under both AE
and NAE conditions. The NAER conditions did not show good results, as it took 75 days
to remove 85% of the organic matter present in the cultivation medium. The results
indicate that the initial concentration of nitrogen-containing species in the cultivation
medium play an important role in the buffering of the system. The supporting medium
made up of polyurethane foam was not functional, as no significant adhesion of the
biomass on the foam occurred. It can be concluded that the studied fungal mixed culture
was efficient for the treatment of manipueira and can be used, both as a one-step treatment
process, under aerated conditions, and as a pre-treatment process before anaerobic
digestion, under non-aerated conditions. This last option shows that a fungal pre-treatment
technology can be a promising strategy to enable anaerobic digestion of rapidly acidifying
effluents.

Keywords: acidification; mycelium; cassava, fungal treatment; pre-treatment.
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Capitulo 1- Introducdo geral

Introducao Geral

1.1  Poluicio agroindustrial

O aumento da populacdo mundial e a constante intervencdo do homem no meio ambiente
estdo alterando a qualidade das aguas superficiais e subterrdneas com descargas poluidoras
e tornando cada vez mais escassos 0s recursos hidricos (Sampaio e Santaella, 2002).

A agroinddstria é um dos segmentos mais importantes da economia brasileira, porém
produzem quantidades consideraveis de rejeitos solidos e liquidos durante todo o processo
produtivo (Leucena e Chernicharo, 2005). Os residuos agroindustriais sdo gerados no
processamento de alimentos, fibras, couro, madeira, producdo de agucar, de alcool, etc.,
sendo sua geracdo, geralmente sazonal, condicionada pela maturidade da cultura ou oferta
da matéria-prima (Matos, 2005). Como os residuos de grande parte das atividades
agroindustriais apresentam concentragOes elevadas de material organico, o seu langamento
em corpos hidricos pode proporcionar queda na concentracdo de oxigénio dissolvido nesse
meio, cuja magnitude depende da concentragéo de carga organica e da quantidade lancada,
além da vazdo do curso d'dgua receptor (Matos, 2005). Estas atividades tém causado
problemas sérios de polui¢do no solo, nas aguas superficiais e nas dguas subterréneas,
causando significativo impacto ambiental (Matos, 2005).

1.2 Efluente de rapida acidificacdo

Efluentes como a manipueira e a vinhaca, cuja maior parte da matéria organica é de
carboidratos, ao sofrerem hidrélise resultam em glicose, frutose e galactose, que sdo
fermentados facilmente (Berg et al., 2004). A decomposi¢do destes compostos de facil
degradacdo ocorre rapidamente, reduzindo o pH do meio, ocasionando répida acidificagdo
(Foresti et al., 1999). Isto ocorre porque 0s microrganismos acidogénicos, responsaveis por
essa etapa, possuem taxa elevada de crescimento especifico e sdo menos sensiveis as
variacoes de pH (Chernicharo, 2007). Dessa forma, efluentes com essas caracteristicas sao
conhecidos como de répida acidificacéo.



Capitulo 1- Introducdo geral

1.2.1 Manipueira

A Manipueira é o efluente resultante da industrializacdo da mandioca (Manihot esculenta
Crantz), decorrente da prensagem da mandioca ralada e lavada, para a producéo de fécula e
farinha (Cordeiro, 2006; Nitschke e Pastore, 2006; Vilpoux, 2003). Possui teor elevado de
matéria organica, devido a presenca de carboidratos, aclcares sollveis, matérias graxas e
mucopolissacarideos, e um b-glicosideo chamado linamarina que é facilmente hidrolisado
a cianeto, composto altamente tdxico ao metabolismo de seres vivos, sendo na maioria das
vezes descartada in natura nos cursos d’agua acarretando problemas ambientais (Cordeiro,
2006). De acordo com Cereda (2003), a acéo toxica nos animais é letal, devido a afinidade
que o ferro tem com a hemoglobina para formar a cianohemoglobina. Além disso, nas
plantas superiores e nos microrganismos, o cianeto interfere na fosforilagdo oxidativa
combinando-se como citocromo oxidase e inibindo o transporte eletrénico e,
conseqiientemente, a formacdo de ATP (Santos ez al., 2010).

A manipueira é gerada de acordo com a producdo de farinha de mandioca, na proporcéo de
300 L.t* de raiz processada, e na producdo de fécula de mandioca na proporcéo de
600 L.t* de raiz processada. Sem solugdo de baixo custo, este efluente costuma ser
descartado em rios e terrenos, originando um problema ambiental grave (Barana, 2002).

A manipueira, originaria da producdo de fécula apresenta demandas quimicas de oxigénio
(DQO) variando entre 6,2 gDQO.L™ (Pawlosky er al., 1991) e 11,5gDQO.L™ (Feiden,
2001) a qual pode alcancar valores em torno de 100 gDQO.L™ na producdo de farinha
(Barana, 2008). As caracteristicas do efluente sdo altamente dependentes do nivel de
eficiéncia dos equipamentos utilizados nos processos de extragdo (Colin et al., 2007).
Segundo Barana (2008), mesmo que o processo de descontaminacdo do residuo de
manipueira tenha uma eficiéncia de 90%, os 10% restantes ainda sdo, algumas vezes,
superiores a atividade poluidora do esgoto doméstico.

1.3  Tratamento biologico de efluentes

A producéo de compostos quimicos que ndo participam facilmente dos ciclos globais de
carbono, nitrogénio e enxofre originaram grave problema de poluicdo para 0 meio
ambiente. A biorremediag&o, utilizacdo de microrganismos para eliminagcdo de compostos
toxicos, vem sendo muito estudada nos ultimos anos. Além de ser de baixo custo, pode
resultar na transformagdo dos contaminantes em produtos finais inbcuos ou na sua
mineralizagdo (Silva e Coelho, 2006).

O tratamento bioldgico aerdbio, anaerébio ou combinado de &guas residuérias é uma
solucédo relevante para atenuar o potencial poluidor dos despejos industriais (Sampaio e
Santaella, 2002). O oxigénio é utilizado como aceptor de elétrons em sistemas aerdbios,
ocorrendo a formagdo de CO, e H,O. No anaer6bio ocorre a formacdo de CO, e CH,, 0
oxigénio molecular estd ausente, sendo que, algumas formas de carbono, enxofre e
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Capitulo 1- Introducdo geral

nitrogénio participam como aceptores de elétrons (ex. NOs, SO,%, CO,) (Freire, et al,
2000).

1.3.1 Digestao anaerobia

A digestdo anaerdbia, ou fermentacdo metanogénica, é produzida por grupos de bactérias
fermentativas hidroliticas, bactérias fermentativas acidogénicas, bactérias acetogénicas e
pelas archeas metanogénicas, as quais sdo as responsdveis pela producdo de metano
(Chernicharo, 2007). Os principais fatores que afetam o processo de digestdo anaerdbia séo
pH, temperatura, salinidade e substancias toxicas inibidoras, assim como a disponibilidade
e viabilidade dos nutrientes disponiveis ao microrganismos (Pohland, 1992).

O processo de biodigestdo se da em seis etapas até chegar a geracéo de biogés: hidrdlise de
polimeros, fermentacdo de amino&cidos e aclcares, oxidagdo dos produtos gerados na fase
anterior (acido e &lcoois), oxidacdo de produtos intermediarios (acidos volateis), conversdo
de acetato para metano e converséo de hidrogénio para metano (Chernicharo, 2007). As
primeiras etapas da digestdo anaerdbia ocorrem em uma ampla faixa de pH, no entanto, a
metanogénese s6 ocorre quando o pH é proximo de 7 (Pohland, 1992). A taxa de produgéo
de metano diminui rapidamente para valores de pH fora da faixa de 6,3 a 7,8 (van Haandel
e Lettinga, 1994).

O uso de agentes tamponantes pode contribuir para a estabilidade do processo de digestédo
anaerdbia, pois aumenta a capacidade do sistema em neutralizar &cidos eventualmente
acumulados e em tamponar o pH. O proprio sistema pode produzir efeito de
tamponamento, quando h& equilibrio entre dioxido de carbono e ions bicarbonato,
oferecendo resisténcia a mudancas bruscas no pH (Ward et al., 2008). Uma estratégia para
o controle do pH € a adicéo de produtos quimicos, como bases fortes, sais de carbonato, e
bicarbonato (Guwy et al., 1997).

Entre os produtos que podem ser utilizados para esta finalidade estdo os que fornecem
alcalinidade de bicarbonato diretamente (carbonato de sddio, bicarbonato de sodio e
hidroxido de sddio) e os que reagem com g&s carbdnico para formar a alcalinidade a
bicarbonato (cal hidratada e cal virgem), estes Gltimos apresentam o inconveniente de
aumentar muito o pH quando a quantidade de gas carbénico € insuficiente para reagir com
a cal (Chernicharo, 2007). Outras opcdes de baixo custo que podem ser utilizadas como
agentes tamponantes sdo o calcério ou dolomitos, estes fornecem alcalinidade ao meio na
forma de ions de bicarbonatos (HCOj3') (Sampaio e Almeida, 2005).

1.3.1.1 Digestdo anaerdbia de efluentes de rdpida acidifica¢do

Na digestdo anaerObia da vinhaga encontra-se a adi¢do de bicarbonato como fonte direta de
alcalinidade, como Ribas-Doll e Foresti (2010), que utilizaram diferentes concentragdes de
bicarbonato (1,2 a 0,6 gHCOs.gDQO™) para o tratamento da vinhaga utilizando um reator
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UASB, em condi¢bes mesofilicas, com carga orgénica volumétrica (COV) variando de
0,97 a 5,24 g.L ™ .d™. A eficiéncia de remogao de matéria organica observada foi de 78% e
0 pH mantido entre 7,0 e 8,0. Outro exemplo é o trabalho realizado por Formagini et al.
(2010) que utilizaram uréia com o objetivo de elevar o pH da vinhaca durante o tratamento
anaerobio e verificaram que a adigdo de 0,43 gusia.gDQO™ é suficiente para elevar o pH e
manté-lo préximo de 7,0.

No tratamento anaerébio da manipueira originaria de fecularia, em reator UASB
(mesofilico) com COV entre 10 e 16 gDQO.L™".d*, Annachhatre & Amatya (2000)
utilizaram NaOH para elevar o pH para 7,0. Eles verificaram uma remogdo de DQO
superior a 80%, com baixos valores de &cidos graxos volateis (AGV) no efluente e
alcalinidade elevada. Colin et al. (2006) avaliaram o tratamento da manipueira utilizando
um filtro anaerdbio de fluxo horizontal (fluxo tipo pistdo) preenchido com bambu, no qual
foi aplicada COV méxima de 11,8 gDQO.L™".d* (DQO de 5g.L™) e tempo de detengéo
hidraulica (TDH) de 9,5 h. O pH do afluente era de 5,5 e o0 do efluente entre 7,0 e 8,0.
Assim como a estabilizacdo do pH, a remocdo de matéria organica também foi eficiente,
alcancando 87% de remocgdo de DQO.

No tratamento da manipueira em sistemas separados, Bonifacio et al. (1998) estudaram um
sistema composto por um reator acidogénico, seguido de um decantador, um tanque
neutralizador e reator metanogénico. Utilizando NaOH, o pH do afluente do reator
acidogénico era corrigido para 55 a 6,0 e entre 7,0 e 8,0 para o afluente do reator
metanogénico. A DQO aplicada em ambos os reatores foi de 11 a 18 gDQO.L™, com TDH
de 1 d no reator acidogénico e 4 dias no metanogénico. A remogado maxima de DQO foi em
torno de 95%.

1.3.2 Fungos

Os fungos sdo heterotréficos e obtém energia degradando material organico depositado na
natureza e colonizado por eles. Podem também parasitar plantas, animais e ainda outros
fungos. Esses organismos secretam enzimas no substrato onde se encontram e absorvem as
moléculas resultantes da acdo dessas enzimas. Com isso, além de obterem nutrientes para
seu crescimento também disponibilizam os produtos resultantes da degradacdo para acéo
de outros microrganismos e, por essa razdo, sdo os degradadores priméarios de material
orgénico na natureza (Silva e Coelho, 2006). Dessa forma participam ativamente dos ciclos
de carbono, nitrogénio e fosforo, entre outros nutrientes presentes na biosfera (Griffin,
1994; Silva e Coelho, 2006), sobrevivem e crescem em meios com concentragdes elevadas
de compostos recalcitrantes e sdo capazes de utiliza-los como fonte de energia (Oliveira et
al, 2006 ; Esposito e Azevedo, 2004; Santos e Linardi, 2004; Eggen e Majcherczyk, 1998).

A maioria destes microrganismos é encontrada em habitats com pH entre 4,0 e 9,0, porém
algumas espécies tém sido encontradas no ambiente em condi¢cbes mais extremas de pH
(Zak e Wildman, 2004). Em laboratorio algumas leveduras e fungos filamentosos crescem
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apenas em pH muito baixo (pH < 4,0) ou extremamente elevado (pH > 9,0), enquanto
outras espécies podem crescer em ampla faixa de pH de 1,5 a 11(Leake e Read,1990;
Wheeler et al. 1991; Cooke e Whipps,1993; Kurita e Yamazaki, 2002; Yamanaka, 2003;
Gibson e Mitchell, 2005).

O crescimento e as atividades metabdlicas dos organismos sdo uma resposta as condigdes
do ambiente fisico-quimico que os rodeia. Os fungos filamentosos possuem capacidade de
converter matéria organica biodegradavel em micélio com alto teor de proteina suficiente
para ser usado como alimentacdo animal (Singh, 2006). Desse modo, como todos 0s
organismos vivos, 0s fungos podem modificar seu ambiente e utilizar os compostos
quimicos presentes no meio como fontes de energia e base para seu crescimento e
reproducdo (Galvano e Forchiassin, 2010). De tal modo, determinados elementos séo
indispensaveis, como carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e, em menor proporcéo,
fosforo e enxofre, sem os quais ndo poderiam crescer (Galvano e Forchiassin, 2010).

Alguns fungos utilizam compostos complexos que contém carbono, que é o
macroelemento quantitativamente mais importante do meio de cultivo. Porém, outros séo
mais seletivos , havendo assim uma ampla gama de compostos de carbono a ser utilizada
pelos fungos (Galvano e Forchiassin, 2010). O nitrogénio, constituinte de proteinas e
acidos nucléicos, é obtido por varias espécies de fungos a partir de grande variedade de
compostos nitrogenados. Embora amonia e glutamina sejam utilizadas preferencialmente,
esses microrganismos também utilizam nitrato, nitrito, purinas, proteinas, aminoacidos,
uréia e acetamida como fontes de nitrogénio (Bonatelli, 1977). Para captacdo e
metabolizacdo destas fontes alternativas, é requerida a sintese de enzimas especificas ou
ativacéo de enzimas pré-existentes (Bonatelli, 1977).

Entre os microrganismos que podem ser utilizados no tratamento biol6gico, os fungos sdo
habeis em degradar efluentes tdxicos (Santos e Linardi, 2004; Eggen e Majcherczy, 1998).
Com capacidade de sintetizar enzimas e produzir grande variedade de proteinas
extracelulares, &cidos orgénicos e outros metabolitos, aliada a versatilidade de adaptacéo a
restricbes ambientais severas, tém havido interesse crescente pelo uso destes
microrganismos no tratamento bioldgico (remocdo ou destruicdo) de componentes em
aguas residuarias com metais, compostos organicos e inorganicos (Coulibaly et al., 2003;
Eggen e Majcherczyk, 1998). A capacidade desses fungos em degradar tais substancias
estd relacionada ao sistema enzimatico inespecifico, capaz de desestabilizar moléculas
estdveis quimicamente, além do fato de lancarem enzimas no substrato que colonizam.
Desse modo, a utilizagdo destes fungos em processos de biorremediagdo de materiais,
como solos, residuos e efluentes industriais, contaminados com substancias recalcitrantes a
degradacdo bioldgica, tém sido largamente estudadas (Silva e Coelho, 2006).

Sdo muitas as espécies de fungos que sdo utilizadas em biorremediacdo. Por exemplo,
espécies de zigomicetos degradadores de hidrocarbonetos sdo Cunninghamella bainieri, C.
elegans e Syncephalastrum racemosum. As que promovem oxidacOes de alcanos sdo
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Absidia spinosa, Rhizopus stolonifer, e muitas espécies de Cunninghamella. Os fungos
basidiomicetos lignoceluloliticos também sdo utilizados para biodegradagdo de substancias
quimicas recalcitrantes.

1.3.2.1 Uso de fungos no tratamento de efluentes

A utilizacdo de fungos para tratamento de diversos tipos de efluentes, tanto como pré-
tratamento para sistemas anaerdbios quanto em tratamento Unico, vem sendo estudada
desde a década de 60. Martinez-Garcia et al. (2009) investigaram a redugéo de compostos
fendlicos e DQO de efluentes da industria de azeite, usando tratamento com Candida
tropicalis em reator de batelada a 30°C por 12 dias como uma etapa preliminar ao
tratamento anaerdbio, alcangando uma reducéo de 51 e 62% respectivamente. Para corrigir
0 pH do efluente apds o tratamento fungico, utilizou-se NaOH, evitando assim problemas
na digestdo anaerdbia. Gharsallah er al. (1999) também utilizaram o tratamento com
fungos como uma etapa preliminar a digestdo anaerdbia, porém o indculo utilizado, o
fungo da podrid&o branca, Phanerochaete chrysosporium, removeu 49% da DQO presente
no efluente da indudstria de oliva e ndo conseguiu reduzir os compostos aromaticos do
meio, ndo resultando desta forma na descoloracdo deste. Compostos arométicos em
elevada concentracdo no efluente, mesmo apds o pré-tratamento fungico, inibiram a
biometanogénese na digestdo anaerébia. No entanto, outros fungos foram utilizados com
sucesso no pré-tratamento de efluentes da indulstria de azeite, como 0 Funalia trogii,
relatado por Yesilada e al. (1995) que em culturas agitadas removeu 72% dos compostos
fenolicos, alcangando 38% de remog&o de cor e 40% da DQO, além do Coriolus versicolor
descrito por Yesilada et a. (1998) que extraiu 88% de compostos fendlicos e 50% da DQO
presente no efluente, possibilitando assim a a¢do do consorcio microbiano da digestdo
anaerobia.

Manilal et al. (1991) usaram biorreatores com cultura mista de Candida utilis e
Endomycopsis fibuliger, para tratar efluentes da industria de mandioca, resultando na
reducdo de cerca de 94% de DQO e 91% de DBO, com 28h de detencdo hidraulica,
devido & elevada assimilacdo tanto e aglcares livres como do amido, demonstrando a
eficiéncia dos fungos como tratamento Unico para efluentes ricos em carboidratos.

Zhang et al. (2005), investigaram o uso de Candida tropicalis como indculo em um reator
de recirculagéo interna com meio suporte cerdmico tipo “favo de mel” para tratamento de
aguas residuarias com alto teor de carboidrato, e constatara uma elevada producdo de
biomassa, resultando em boa remogdo de DQO, a qual aumentou significativamente com a
adicdo de uréia ao meio. Zhang et al. (2005) verificaram que quando se trata efluentes
ricos em carboidratos, o controle do pH do efluente é essencial para criar o ambiente
propicio para o desenvolvimento flngico, pois com a fermentacéo dos carboidratos ocorre
a liberacdo de é&cidos orgénicos, que em grande quantidade reduzem o pH abaixo do
intervalo ideal 4,5 a 6,5, retardando assim as atividades metabdlicas dos fungos.
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Elmaleh er al. (1996) propuseram tratamento de efluentes altamente acidificados da
inddstria de alimentos, por Candida utilis, 0 qual foi usado em batelada e continuo, com
pH 3,5 e demonstrou o uso do acido acético, acido propiénico ou &cido butirico como
Unica fonte de carbono, resultando na reducdo de 97% do carbono orgénico total.

1.4 Escopo e Estrutura da Dissertacio

Baseado no crescimento espontaneo de fungos em um reator tipo calha anaerdbia de fluxo
horizontal tratando manipueira, um efluente que acidifica rapidamente, e considerando a
importancia desses microrganismos no tratamento de efluentes, os objetivos deste trabalho
foram isolar e identificar estes fungos, buscar a melhor condigéo de desenvolvimento para
estes, para o tratamento de efluentes de rdpida acidificagdo e investigar a capacidade de
tamponamento destes.

No capitulo 2 séo apresentados os resultados dos processos de isolamento e identificacéo
dos fungos desenvolvidos em um reator anaerdbio horizontal tipo calha, o qual tratava
manipueira.

O capitulo 3 trata do estudo das condi¢bes ambientais (sistema aerado, ndo aerado e ndo
aerado restrito) para melhor desenvolvimento flungico a fim de garantir o tratamento de
efluentes de répida acidificacéo.

O capitulo 4 apresenta os resultados dos testes de biodegradabilidade anaerdbia utilizando
manipueira pré-tratada por fungos.

As conclusdes e recomendacdes gerais da dissertacdo sdo apresentadas no capitulo 5.
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Isolamento e identificacdo de fungos desenvolvidos
em reator anaerobio de fluxo horizontal tratando

manipueira

2.1 Resumo

Em pesquisas realizadas com reator tipo calha anaerdbia de fluxo horizontal operando com
uma demanda quimica de oxigénio (DQO) méaxima de 16 g.L™ de um efluente de répida
acidificagcdo (manipueira), houve crescimento espontaneo de fungos na entrada do reator,
0s quais se desenvolveram em pH moderadamente &cido (4,5), em meio praticamente
anaerdbio. Considerando a importancia desses microrganismos no biotratamento de
efluentes, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar esta comunidade de fungos, com
a finalidade de testar, posteriormente, seu potencial de biodegradagdo. O isolamento das
morfoespécies foi realizado e, a medida que as colbnias cresceram, foram transferidas,
individualmente para placas de Petri. Este procedimento foi repetido até o total isolamento
da col6nia, obtendo-se 32 isolados. Posteriormente, os isolados foram analisados em
microscopio optico e 28 identificados de acordo com caracteristicas microscopicas. Entre
os fungos encontrados, prevaleceram os géneros Aspergillus sp (11) , Scedosporium sp (4)
e Paecilomyces sp (3).
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2.2 Introduciao

A manipueira é a 4gua de constituicdo da raiz ou suco celular da mandioca (Manihot
esculenta Crantz), misturada as aguas de lavagem das raizes, que é gerada no momento da
prensagem da massa ralada para a fabricacdo da farinha de mesa ou extracdo da fécula.
Devido ao &cido cianidrico em sua composigdo (250 mg/kg) e a matéria organica (6% de
solidos dissolvidos) que contém (Cereda, 1994), a manipueira torna-se um transtorno,
quando n&do tem um destino adequado, pelo risco de poluigdo ao ambiente.

Muitos efluentes da agroinddstria, como a manipueira, sofrem acidificacdo répida, ou
possuem componentes toxicos. Apesar de a grande maioria das industrias modernas
adotarem alguma forma de tratamento para seus efluentes, os requerimentos legais
relativos ao gerenciamento dos residuos industriais tém se tornado mais restritivos,
fazendo-se necessério investigar alternativas para melhorar os processos de tratamento e a
disposicéo final desses rejeitos (Kunz et al., 2002).

Os microrganismos envolvidos em processos de biorremediacdo sdo fungos, protozoarios,
rotiferos, algas e bactérias, desta forma, um reator biolégico pode englobar populagdes
mistas de organismos (Metcalf e Eddy, 1991). Fungos e bactérias séo os principais agentes
decompositores presentes na natureza. Contudo, os fungos apresentam como vantagem a
capacidade de producgdo de inimeras enzimas como lactase, proteases, ligninases, lipases,
celulases, as quais podem atuar sobre determinado poluente orgéanico, tornando-o mais
acessivel a biodegradacéo (Bumpus et al., 1985).

Os fungos tém sido utilizados para tratamento de ampla variedade de residuos e efluentes,
como lignina, clorofendis, efluentes das indUstrias de papel, 6leo, farinha, batata, téxtil
entre outros, bem como tem sido estabelecido seu papel na biorremediagdo de varios
compostos e sedimentos perigosos e toxicos ao solo (Singh, 2006). A capacidade dos
fungos em sintetizar enzimas e produzir muitas proteinas extracelulares, acidos organicos e
outros metabdlitos, aliada & sua versatilidade de adaptacdo a restricbes ambientais severas,
tém atraido interesse crescente pelo uso destes microrganismos no tratamento biologico de
componentes em aguas residuarias com metais, compostos organicos e inorganicos
(Coulibaly et al., 2003).

O género Aspergillus, vem se mostrando eficiente no tratamento de diversos tipos de
efluentes em experimentos realizados em escala de laboratério (Coulibaly et al., 2003),
como por exemplo na remocéo de corantes téxteis que sdo compostos quimicos de dificil
degradacdo e acdo poluidora potente (Robles et al., 2000). Penicillium, é usado em
tratamento de efluentes com alto teor de gordura devido & capacidade de produzir lipase
(Leal et al., 2000) e assim como 0 Paecilomyces, € Acremonium, também é utilizado na
degradacdo de poluentes industriais, como corantes (Silva et al., 2000). O Fusarium, é
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responsavel pela biodegradacdo de fenol em efluentes (Cai et al., 2007), ja 0 Scedosporium
sp.é usado em biofiltros, devido a capacidade em degradar tolueno (Garcia-Pefia et al.,
2001). Espécies de Cladosporium sdo capazes de degradar diferentes azocorantes, acido
tanico e diversos substratos fendlicos naturais, dessa forma sendo usado no tratamento de
efluentes sucroalcooleiros (Perovano Filho ez al., 2007).

Observou-se o crescimento de fungos na entrada de reator anaerdbio tipo calha de fluxo
horizontal em pesquisa para tratamento de efluente de fecularia, realizada na
Departamento de Hidraulica e Transporte (DHT) da UFMS. Estes fungos se
desenvolveram em condi¢des acidas (pH em torno de 4,5) e meio praticamente anaerébio
(Oliveira, 2007). Desta forma o objetivo deste trabalho foi a identificagdo da comunidade
de fungos desenvolvida nesse reator para indicacdo de espécies capazes de degradar
matéria organica em condicdes acidas.

2.3  Materiais e Métodos

2.3.1 Isolamento

Os experimentos com o isolamento e identificagdo dos fungos foram realizados no
Laboratorio de Biologia Geral do Departamento de Biologia da UFMS (Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul). O indculo utilizado foi coletado ap6s 200 dias de
experimento com reator anaerobio tipo calha de fluxo horizontal, preenchido com pedras
de calcario, empregado em pesquisas no Departamento de Hidraulica e Transporte da
UFMS (Figura 2.1).

Figura 2-1: Fotos do reator anaerébio tipo calha de fluxo horizontal: A — Fechado; B — Aberto com o
detalhamento do local de retirada dos fungos

O reator era utilizado para tratamento de manipueira operando com uma Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) em torno de 16 g.L ™", 25°C + 1 e pH 4,5. Por¢es do lodo
coletado na parte inicial do reator, com aproximadamente 60 g foram separadas em seis
porgdes de 10 g cada e transferidas para erlenmeyers, adicionando-se uma gota de solucéo
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Tween 80 e 4gua destilada estéril até completar 100 g. As seis amostras foram entéo
submetidas a agitacdo orbital, a 28°C por 24 horas. Apos filtragem em & de vidro as
amostras foram centrifugadas p6r 10 min a 4000 RPM (Rotacdo Por Minuto) e os esporos
obtidos foram ressuspendidos em 10 ml de solucéo salina. Foram feitas dilui¢cGes de acordo
com as concentracdes de esporos apés a avaliagdo destas em Camara de Neubauer e entdo
aliquotas foram semeadas em placas de Petri com meio Batata Dextrose Agar (BDA). O
meio BDA foi preparado pela infusdo de 200 g de batata em 500 ml de &gua destilada, 20 g
de glicose e 159 de &gar acrescidos de cloranfenicol, para inibicdo de crescimento
bacteriano (Aradjo et al., 2002), com o ajuste do pH para 5,5 quando necessario.

As placas foram incubadas em estufa a 28°C e observadas diariamente. A medida que as
colonias cresceram, foram transferidas isoladamente para outra placa de Petri, com o
mesmo meio de cultura e incubadas novamente nas mesmas condigdes. Este procedimento
foi repetido até o total isolamento das coldnias.

Ap6s o isolamento, com o objetivo de proporcionar melhores condi¢bes ao
desenvolvimento dos fungos, foi testado meio de cultura & base de mandioca, em
substituicdo a batata, pois originalmente o lodo se desenvolveu em um reator tratando
efluente resultante do processo industrial da farinha de mandioca (manipueira). O meio de
cultura & base de mandioca (MDA), foi elaborado pela infusdo de 200 g de mandioca em
500 ml de &gua destilada, 20 g de glicose, 15 g de &gar e 5 g de meio extrato de carne para
enriquecer o meio, acrescidos de cloranfenicol e, para a melhor reprodugéo do ambiente de
onde foram coletados, o pH foi ajustado para 4,5. Os fungos foram semeados nos dois
meios, incubados em estufa a 28°C

2.3.2 Identificacao

Os isolados fungicos foram observados, descritos e agrupados de acordo com suas
caracteristicas macroscopicas, como forma da col6nia, pigmentacdo, superficie, taxa de
crescimento. Posteriormente, para a identificacdo das morfoespécies, fragmentos das
colbnias foram preparados com técnica de microcultivo em laminulas (Riddell, 1950), e
corados com azul de algoddo. Foram analisadas ao microscopio Optico, quanto as
estruturas reprodutivas, morfologia das hifas e estruturas de resisténcia. Utilizaram-se
chaves para a identificacdo dos géneros e quando possivel, de espécie (Raper et al., 1949;
Booth, 1971; Ellis, 1971; Raper e Fennel, 1977; Pitt, 1988).

Apos a identificacdo, o didmetro das colnias fungicas foi medido a cada dois dias com o
intuito de estimar o tempo de crescimento para estas diferentes coldnias.
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2.4 Resultados e Discussiao

Apos sete dias de observacdo e comparagdo do didmetro das col6nias, nos meios BDA e
MDA, foi constatado que tiveram melhor desempenho no meio de mandioca. A partir de
entdo este foi 0 meio de cultura utilizado.

Na Tabela 2.1 estéo apresentadas as caracteristicas dos fungos identificados. Foram obtidas
32 morfoespécies, das quais quatro ndo foram identificadas. Entre as 28 restantes 3 foram
identificadas em nivel de espécie, do restante foi identificado somente o género foi
identificado. Destes, 1leram Aspergillus sp, 4 eram Scedosporium Sp e 3 eram
Paecilomyces sp. Considerando que estes fungos foram cultivados em condicdes fisicas e
nutricionais idénticas, as variacbes morfoldgicas encontradas representam caracteristicas
distintivas das espécies isoladas.

Tabela 2-1: Classificacdo dos fungos e suas caracteristicas macroscopicas.

ST Textura da
*Morfo Cor da de Cor do Cor do fundo i Chsdinene
2 . icélio . . superficie da da colonia** Nome
ESDECIE Coldnia LT Meio do meio colonia
aereo
. centro cinza e -
cinza claro escasso cor de MDA cotonoso 7cm/7cm cedosporium
Pl branco ao redor S P
branco com
P2 . escasso cor de MDA creme lanoso 7cm/7cm Neurospora crassa
partes laranja
centro marrom .
marrom e amarelo  fibroso com .
Ca e amarelo escasso cor de MDA - 2cm/2cm Aspergillus
ao redor granulos
claro ao redor
centro marrom .
amarelo . fibroso com .
Ca.l e amarelo €scasso " vinho a 3cm/3cm Aspergillus
gueimado granulos
claro ao redor
centro marrom centro marrom e
Cl1 ebrancoao  escasso cor de MDA fibroso 7cm/7cm Eupenicillium
creme ao redor
redor
centro creme e marrom com
C3 branco ao mediano cor de MDA e lanoso 5,6cm/5,4cm Aspergillus
redor
dois tons de . . fibroso com .
Cc7 mediano amarelado amarelo queimado A 1,2cm/1,2cm Aspergillus
amarelo granulos
centro
amarelo claro avermelhado com .
C8 €scasso amarelo lanoso 5,4cm/4,6cm Aspergillus
e branco ao amarelo ao redor
redor
dois tons de . amarelo claro e .
C11 mediano cor de MDA - lanoso 7cm/7cm Aspergillus
amarelo amarelo queimado
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Presen¢a
*Morfo Cor da de Cor do Cor do fundo Texturada . onto
2 S superficie da PRI Nome
espécie Colénia micélio Meio G0 e colonia da colonia
aéreo
centro marrom
claroe . . - .
C12 amareloao  £Scasso  cor de MDA amarelo queimado granular fino  3,8cm/4cm Nao identificado
redor
C13 Amarelado escasso cor de MDA  dois tons de rosa  granular fino  7cm/6,6cm Acremonium
C14 Branco mediano cor de MDA bege lanoso 6cm/7cm Paecilomyces
centro marrom
C17 eamareloao escasso cor de MDA amarelo queimado granular fino ~ 6cm/7cm Aspergillus
redor
C21 Bege escasso cor de MDA bege granular fino  7cm/7cm Paecilomyces
centro marrom centro marrom e
C24 claroe branco escasso cor de MDA fibroso 7cm/7cm Eupenicillium
creme ao redor
ao redor
C25 Branco mediano cor de MDA bege lanoso 7cm/7cm Nao identificado
C25.1 Rosa escasso cor de MDA doistons de rosa granular fino  7cm/7cm  Fusarium oxysporum
C28 Creme €scasso amarelo marrom com lanoso 5,5cm/3,2cm Aspergillus
branco ao redor
C29 cinzaclaro  escasso cor de MDA eentro cinza e cotonoso 7cm/7cm Scedosporium
branco ao redor
LGS i fibroso com
C41 bolinhas mediano cor de MDA amarelo 7cm/7cm Nao identificado
granulos
esverdeadas
branco com marrom claro .
- . . fibroso com .
C42 bolinhas mediano cor de MDA  misturado com 7cm/7cm Emericella
. granulos
esverdeadas bege e vinho
C46 cinzaclaro  escasso cor de MDA eentro cinza é cotonoso 7cm/7cm Scedosporium
branco ao redor
\% | Branco escasso cor de MDA creme lanoso 7cm/7cm Curvularia
V2 cinza claro escasso cor de MDA EELITD EIPE 6 lanoso 7cm/6,8cm Scedosporium
branco ao redor
V3 Branco Muito  cor de MDA creme cotonoso 7cm/7cm Nao identificado
centro marrom
V4 Verde escasso cor de MDA  claro e verde ao lanoso 7cm/7cm Penicillium
redor
verde com . e
V5 mediano cor de MDA amarelo lanoso 6cm/6,6cm Penicillium

tufos brancos
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Presen¢a

*Morfo Cor da de Cor do Cor do fundo Texturada .0 onto
2 . icélio . . superficie da da colonia** Nome
ESpeCie Colbnia LT Meio do meio colénia
aereo
8 centro preto com .
V31 cinza escuro  escasso amarelo P cotonoso 7cm/7cm Cladosporium
branco ao redor
amarelo com
V32 manchas escasso corde MDA marrom claro granular 5cm/4,6cm Aspergillus
verdes
C47 Branco escasso cor de MDA creme granular fino 5,7cm/5,5cm Paecilomyces

C48 marrom claro escasso cor de MDA amarelo queimado granular fino  7cm/6cm  Aspergillus terreus

marrom no marrom no centro
centro e . e amarelo . .
C49 mediano cor de MDA - granular fino 2,6cm/2,4cm Aspergillus
amarelo ao queimado ao
redor redor

*Cor do lodo no reator: C- cinza; P- preto e V- vermelho;
**Placas de Petri com cerca de 7 cm de diametro;
*** Medida perpendicular dos diametros das coldnias.

O isolamento e caracterizacdo de microrganismos sdo pré-requisitos importantes para
melhor conhecimento e otimizagéo do processo de despoluicdo do ambiente, utilizando a
habilidade natural de microrganismos em quebrar, transformar, mineralizar ou até mesmo
combinar compostos poluentes com outras moléculas (Silva e Coelho, 2006). Esses
microrganismos transformam o poluente em biomassa, 4gua, diéxido de carbono e outros
componentes menos toxicos (Caprez et al., 2002). Velmurungan et al. (2010) isolou e
identificou fungos retirados de uma amostra de solo contaminado por chumbo e cianeto.
Posteriormente estes fungos foram usados com sucesso no processo de biossorgédo de
chumbo em solucbes aquosas. Aspergillus Niger originado em &guas residuarias de
indastria de &cido citrico demonstrou eficiéncia na adsor¢cdo de chumbo em solugBes
aquosas (Jianlong ez al., 2001).

Algumas espécies de Penicillium s&o conhecidas pela remogdo de metais de efluentes,
como Penicillium simplicissimum que no processo de adsor¢do de zinco, também produz
acido citrico, acoplando valor econdmico ao tratamento de efluentes por este fungo (Franz
et al., 1991). Zhang et al. (2002) verificou que 0 Penicillium janthinellum é capaz de
reduzir a toxicidade do aluminio em efluentes, de acordo com Singh (2006) os
mecanismos de transformacédo dos fungos séo reducédo, metilacéo e desaquilagcéo de metais.
Paecilomyces sp. € utilizado na remogéo de cor de efluentes da industria de papel, através
da degradacgdo de lignina relacionada a compostos fendlicos (Singh, 2006). Paecilomyces
junto a outros fungos terrestres como Acremonium, Graphium, Fusarium, Penicillium,
Trichoderma e membros da Sphaeropsidales, sdo capazes de degradar hidrocarbonetos de
petréleo (Singh, 2006).
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Embora o amido seja uma fonte de carbono pobre quando comparado com a glicose para o
desenvolvimento fungico, Jiff e al. (1998), apresentou uma investigacéo onde revelou que
Aspergillus orizae utilizou aguas residuéarias de amido como fonte de carbono e energia
para seu metabolismo. Considerando a manipueira como um efluente industrial rico em
carboidratos e com pH levemente acido, este pode ser indicado como um bom substrato
para o crescimento e sobrevivéncia dos fungos isolados, se enquadrando na comunidade
de microrganismos que possam ser utilizados para o tratamento de efluentes. Desta forma,
este trabalho de identificagéo constitui-se de uma etapa preliminar, que visa o0 uso destes
fungos no tratamento de efluentes industriais com baixo custo.

2.5 Conclusoes

Os fungos retirados do reator horizontal tipo calha foram isolados em 32 morfoespécies,
das quais quatro ndo foram identificadas. Entre as 28 restantes apenas 10,71% foram
identificadas em nivel de espécie, o restante foi identificado somente o género. Destes, 11
eram Aspergillus sp, 4 eram Scedosporium Sp e 3 eram Paecilomyces Sp.
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Uso de fungos para o tratamento da manipueira

3.1 Resumo

Um conjunto micelial de fungos, que se desenvolveu naturalmente em um reator de fluxo
horizontal tratando manipueira (pH 4,5), previamente isolado e identificado, foi utilizado
buscando uma alternativa para o tratamento de efluentes de répida acidificacdo. A
capacidade em degradar matéria organica e elevar o pH do meio foram testadas em trés
diferentes ambientes: aerado (AE), ndo aerado (NAE) e ndo aerado restrito (NAER),em
concentracBes baixa (1,5 gDQO.L™), média (7,0 gDQO.L™) e alta 15 gDQO.L™), com e
sem meio suporte. A cultura mista de fungos mostrou habilidade em biodegradar
manipueira com um pH inicial de 4,5 e DQO de 15gDQO.L™, elevando o pH para valores
acima de 8,5, em 27 d, com 13% de DQO remanescente, em ambas condicGes, aerada e
ndo aerada. A condigdo NAER ndo foi adequada para o tratamento de efluentes, pois levou
75 dias para remover 85% da matéria organica presente no meio. Os resultados indicaram
que a concentracdo inicial de compostos de nitrogénio no meio tem papel importante no
tamponamento do sistema. A espuma de poliuretano usada como meio suporte, ndo foi
eficiente, tendo em vista que ndo ocorreu aderéncia expressiva de biomassa fungica no
mesmo. Concluiu-se que a cultura mista de fungos estudada foi eficiente no tratamento de
manipueira e poderia ser aplicada, tanto como tratamento Unico, utilizando a condigdo
aerada, quanto como uma etapa preliminar & digestdo anaerdbia, utilizando a condi¢&o ndo
aerada, tornando o pH do meio adequado ao consorcio microbiano do tratamento
anaerobio, viabilizando assim a produgdo de metano.
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3.2 Introducao

A manipueira é o efluente resultante do processo de industrializacdo da mandioca com alto
teor de matéria organica, devido a presenca de carboidratos, agucares sollveis, matérias
graxas e mucopolissacarideos. Também possui um b-glicosideo chamado linamarina, que €
facilmente hidrolisado a cianeto, composto altamente tdxico ao metabolismo de seres vivos
(Cordeiro, 2006). Efluentes agroindustriais como a manipueira, sofrem fermentagdo
rapidamente, especialmente a glicose (Berg et al. 2004) e sdo conhecidos como efluentes
de rapida acidificac&o.

Segundo von Sperling (2005), o melhor método para a decomposi¢do do material destes
efluentes é o processo bioldgico, o qual requer a manutencdo de condi¢bes ambientais
favoraveis, como temperatura, pH e tempo de contato, entre outros. No entanto, estes
efluentes sdo geralmente tratados em sistemas de baixa tecnologia, como lagoas anaerébias
(Boncz et al. 2008) ou aplicados na fertirrigacdo de solos, com potencial de alteracéo de
sua composicdo fisico-quimica e contaminacdo do lengol freatico (Silva et al., 2007;
Fioretto, 2000). Outra opg¢do de tratamento que vem sendo estudada é a digestdo anaerdbia
da manipueira em reatores de fase tnica ou de duas fases.

Annachhatre e Amatya (2000) utilizaram um reator UASB e adicionaram NaOH para
manter o pH em 7,0 durante o processo de tratamento, com tempo de detencéo hidraulica
(TDH) de 1 d. Bonifacio et al. (1998) também usaram NaOH, mas optaram por um sistema
de duas fases, com TDH de 1 d para o reator acidogénico e 4 ds para o reator
metanogénico. Colin et al. (2006) estudaram um filtro anaerébio de fluxo horizontal
preenchido com bambu, sem adicdo de alcalinizantes, com um TDH de 9,5 h. Todos
alcancaram estabilizacdo do pH no sistema e remocdes de matéria organica acima de 80%
para cargas organicas volumétricas variando de 4,6 a 16 gDQO.L™.d*. No entanto, em uma
ampla revisdo de literatura, ndo foram encontradas publicagdes de experiéncias em escala
real, que validassem as experiéncias em bancada, indicando que ainda ndo existe uma
solucdo simples e eficiente para o tratamento de efluentes de répida acidificacéo.

Entre os microrganismos que também podem ser utilizados no tratamento bioldgico, estdo
os fungos, que possuem habilidade em suportar possiveis choques nas cargas organica e
hidraulica a eles submetidas, intensas e bruscas varia¢cdes no pH, luz e umidade (Coulibaly
et al., 2003). Além disso, produzem enzimas e uma grande variedade de proteinas
extracelulares, &cidos organicos e outros metabdlitos e adaptam-se as mais variadas
concentragdes de oxigénio. Embora a maioria dos fungos cresca em condicdes aerdbias,
gerando ATP atraves da respiracdo de oxigénio, eles expressam duas vias alternativas de
reducdo do nitrato em resposta & pressdo parcial de oxigénio do ambiente, quando o
suprimento deste é insuficiente (Takaya, 2002). Alguns microbiologistas acreditam na
existéncia de fungos anaerdbios, porém isto tem causado divergéncias entre membros desta
classe. Liggenstoffer e al. (2010) confirmou a presenca de fungos anaerdbios no aparelho
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digestivo de mamiferos, porém, Kerstin Voigt especialista em filogenética de fungos,
questiona a aceitagdo destes fungos, pois acredita que tenham sido classificados
erroneamente (Ebersberger et al. 2010), onde algumas disposi¢cdes de genes estdo mal
rotuladas dificultando a classificacdo morfolégica destes fungos (Griffith et al. 2010),
sendo ainda muito questionavel a existéncia de fungos com metabolismo obrigatoriamente
anaerobio.

Em pesquisas anteriores, onde se estudou o tratamento de manipueira em um reator
anaerobio de fluxo horizontal (coberto-ndo vedado), preenchido com pedras de calcario
(passadas na peneira ABNT 11/2 (38,1mm) e retidas na peneira ABNT 1 (24,5mm)), foi
observado o crescimento de fungos na entrada do reator, em um ambiente acido (pH 4,5) e,
provavelmente, micro-aerébio (Oliveira, 2007). Apds o isolamento e a identificacdo dos
fungos (Capitulo 2), foram realizados alguns testes preliminares, a fim de avaliar o papel
dos fungos crescidos espontaneamente, na degradacdo da manipueira. Foi observado em
testes preliminares que, além da degradagdo da matéria orgénica, a biomassa fangica foi
capaz de elevar o pH do meio a niveis elevados. Estes resultados preliminares, aliados a
habilidade que os fungos tém em modificar e utilizar o ambiente a seu favor (Galvano e
Forchiassin, 2010), e ao grande nimero de estudos ja existentes sobre a utilizacdo destes
em processos de biorremediagdo de materiais contaminados com substancias recalcitrantes
(Silva e Coelho, 2006), neste trabalho estudou-se o potencial da cultura mista de fungos
que se desenvolveu em um reator tratando efluente de rapida acidificac&o.

O objetivo deste trabalho foi verificar o desempenho de fungos em trés diferentes
condigdes (aerado, ndo aerado e ndo aerado restrito) com e sem meio suporte e com
diferentes concentrages de DQO inicial. Avaliando dessa forma, o seu desenvolvimento e
buscando assim a melhor condicéo para ser utilizada no tratamento de efluentes de répida
acidificagao.

3.3 Material e Métodos

O experimento foi composto de dois testes. No teste preliminar foi observado o
crescimento de fungos na manipueira e o comportamento do pH deste efluente apds a
inoculagdo dos fungos. Posteriormente foram realizados testes de biodegradabilidade em
diferentes condigdes de meio (Aerado, N&o aerado e ndo aerado restrito), com e sem meio
suporte, utilizando trés diferentes concentracdes de manipueira (15, 7 e 1,5 gDQO.L™), e
um substrato sintético (1 gDQO.L™).

3.3.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram coletados ap6s 200 d de experimento com reator tipo
calha, o qual tratava efluente de fecularia em condicGes &cidas e meio praticamente
anaerobio (Oliveira et al., 2007), os fungos foram isolados e identificados do lodo coletado
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(Capitulo 2), semeados em meio Mandioca Dextrose Agar (MDA - Himedia Laboratories
PVT- Mumbai, india), com pH em torno de 4,5 e incubados a 30°C .

3.3.2 Efluente de Rapida Acidificacio

Utilizou-se manipueira, proveniente de uma farinheira com producéo artesanal localizada
no municipio de Sidrolandia — MS. O efluente foi coletado na caixa de retencao, localizado
abaixo das prensas de massa ralada e transportado durante 1:30 hrs até o laboratdrio de
efluentes do DHT/CCET/UFMS em Campo Grande, onde permaneceu em decantagéo por
2 hrs. A decantagdo foi adotada, tanto para a remocdo de areia e outros materiais
indesejaveis (Sampaio, 1996) como para a decantacdo e separacdo do amido residual
(Ribas, 2003). O sobrenadante foi homogeneizado, transferido para garrafas de
politereftalato de etileno (PET) e armazenados imediatamente a -18°C.

3.3.3 Substrato Sintético

Como a glicose é o carboidrato de melhor e mais fécil assimilacéo pelos fungos foi usada
junto a uma solucdo de nutrientes, contendo: NH,CI (0,28 g.L'l), K;HPO, (0,25 g.L'l),
MgS0,4.7H,0 (0,1 g.L), CaCl,.2H,0 (0,01 g.L™") e CaCOs (0,6 g.L™) para o preparo de
uma solugéo de actcar ideal para o crescimento de fungos, na concentragio de 1 gDQO.L",
para ser empregada como controle, no experimento em batelada.

3.3.4 Caracterizacio da Manipueira

Antes de dar inicio aos experimentos, foram determinados: condutividade elétrica,
salinidade, DQO, célcio, dureza, NT, NHas/NH,", NO3, S%, SO,%, sélidos totais, sélidos
volateis totais, solidos fixos totais, pH, turbidez, alcalinidade, acidez volatil, 6leos e
graxas, da manipueira, para sua caracterizagéo .

3.3.5 Teste Preliminar

O teste foi realizado em placas de Petri descartdveis com o didmetro de 100x20 mm.
Foram depositados 35 ml de manipueira (22 gDQO.L™) e/ou meio MDA (96 gDQO.L™)
e/ou agua estéril em cada placa. Todos os fungos foram semeados em quantidades iguais
em todas as placas. O experimento foi realizado em duplicata, empregando seis placas no
total. Para eliminar outros microrganismos que poderiam interferir no teste, a manipueira e
a agua foram esterilizadas a 121°C por 15 min, assim como a alca e o perfurador,
utilizados para semear os fungos nos meios. A inoculagdo da cultura mista de fungos foi
realizada em camara de fluxo UV (Labconco Corporation- Kansas City, Missouri).
Posteriormente as placas foram vedadas com filme de PVC e incubadas em estufa a 30 +
2°C. O teste teve duracdo de 10 dias baseado em experimentos anteriores, nos quais 0S
didmetros das coldnias fungicas foram medidos a cada dois dias para avaliagdo da taxa de
crescimento.
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Apobs o experimento foi feita a identificagdo dos fungos predominantes por analises ao
microscopio optico.

3.3.6 Teste de biodegradabilidade

O experimento de biodegradabilidade foi realizado em erlenmeyers de 500 ml. Foram
utilizadas trés concentragdes de manipueira (15,0; 7,0 e 1,5gDQO.L ™) e glicose com
1 gDQO.L™?, em trés condicdes de meio: aerado (AE), ndo aerado (NAE), e ndo aerado
restrito (NAER) com e sem meio suporte (+). A manipueira com concentracdo inicial de
81,1 gDQO.L™ foi diluida com agua destilada até as concentragdes desejadas e distribuida
nos erlenmeyers. Cada erlenmeyer foi preenchido com 450 ml de efluente. Para a
condicdo de meio aerado foi utilizada uma bomba de aquario conectada a mangueiras, em
cujas extremidades havia pedras porosas nas pontas para proporcionar distribuicdo melhor
do ar (figura 3.1 - A).

Logo apos a inoculacdo dos fungos, os erlenmeyers foram fechados com tampdes de
algodéo e gaze, a fim de garantir a troca de gases com o meio. Para as condi¢des de meio
ndo aerado restrito foi realizada a troca de fase gasosa com mistura gasosa de N,/CO,
(70/30) (White Martins, Campo Grande-MS), a fim de retirar o oxigénio presente no meio
e, posteriormente, os frascos foram vedados com parafilme. No meio ndo aerado, os
erlenmeyers foram apenas vedados com parafilme (Figura 3.1 - B), sem troca gasosa.

_ 1. Bomba de aeracéo
o 2. Mangueira para
. aeracio
Tampéo
Meio suporte
Material inerte (bolita)
Conectores de ar
Pedra porosa
Parafilme
Mangueira
permanente para
5 coleta com seringa

©ENOU A ®

]
L

Figura 3-1: A- Esquema do método de aeracdo; B- Esquema do método néo aerado.

Utilizou-se espuma de poliuretano como meio suporte, de acordo com Souza (2006), que
foi acondicionado em tecido sintético (tule), formando um saquinho, contendo em seu
interior quarenta cubos de 2 x 2 cm de espuma de poliuretano, pesando em média 2,80 g
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cada . Os saquinhos foram numerados e colocados nos erlenmeyers, ocupando 10% do seu
volume. Para que ndo ficassem totalmente emersos no efluente, foram depositadas duas
bolinhas de vidro em cada saquinho, de modo que a maior parte do meio suporte ficasse
submersa na fase liquida. Os fungos foram separados do meio de cultura por raspagem
micelial, misturados, pesados em balanga analitica e posteriormente foram inoculados em
media de 13,5 g de biomassa flngica por erlenmeyer. Todo o material foi esterilizado a
121°C por 15 min. Para evitar a contamina¢do do experimento com microrganismos
indesejaveis, a cultura mista de fungos foi inoculada nos erlenmeyers em Cémara de Fluxo
UV. Os erlenmeyers foram mantidos em Cémara Incubadora DBO a 30°C. O teste teve
duracdo de 28 dias devido a pequena quantidade de efluente existente.

Os testes na condicdo ndo aerada restrita foram realizados nas concentragdes 15 e
1,5gDQO.L™" de manipueira e 1 gDQO.L™ de substrato sintético. A concentragio de
15 gDQO.L™ foi feita apenas no meio sem meio suporte, pois acreditava-se no ndo
desenvolvimento de fungos nesta condicéo.

3.3.7 Coletas e analises

As amostras foram coletadas utilizando-se seringa de pléstico de 5 ml, sendo devolvidas
aos erlenmeyers quando analisado apenas o pH. Inicialmente as coletas para as analises
eram realizadas em um intervalo de trés dias e posteriormente de acordo com o consumo
de DQO nos testes. No teste preliminar foram feitas determinages de pH e DQO no inicio
e fim do teste.

As variaveis fisico-quimicas determinadas foram: DQO, solidos totais, sélidos volateis
totais, pH, NT, NO,, NO;™, NH,/NH,*, SO, e S*. As medicGes de pH foram realizadas
diariamente e as analises de NO,™ e SO,%e série de sélidos foram realizadas no inicio e
término do teste. Todas as amostras para DQO foram filtradas (filtro de 0,45 p). Em todos
0s experimentos as determinagdes foram realizadas de acordo com o Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Caracterizacio da manipueira

Os parametros utilizados para a caracterizacdo da manipueira estdo de acordo com
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005) e sdo
apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3-1: Caracterizagdo da manipueira

Parametros Unidade Resultado
Acidez volatil mg.L" 9257,97
Alcalinidade mg.L*! ND*
Condutividade pS.cm? 7,93
DQO mg.L™* 79,67
Nitrogénio amoniacal mg.L*! 298
Nitrogénio nitrato mg.L*! 18
Nitrogénio kjeldahl mg.L™ 2908,8
oH 4,41
Salinidade %o 4,43
Sélidos totais gL? 1,28
Solidos fixos totais gL? 0,15
S6lidos volateis totais g.L? 1,13
Sulfeto total mg.L™ 93,98
Turbidez NTU 500

3.4.2 Teste Preliminar

O teste preliminar foi realizado para verificar o comportamento do conjunto micelial de
fungos, em relacdo ao pH e ao consumo de matéria organica quando semeado em
manipueira. Os resultados indicaram a aptidao dos fungos em elevar o pH da manipueira,
combinado com remogéo de DQO, sem adic¢do de substancias alcalinas ao meio (Tabela
3-2)

Tabela 3-2: Variacdo de pH e remogdo de DQO pela cultura mista de fungos cultivados em manipueira, em
10 dias de experimento.

Substrato pH inicial pH final DQO consumida (g) %DQO consumida
Manipueira 4,5)3 7,19 18 80
Manipueira + MDA 4,62 6,80 15 27
MDA (controle) 5,60 4,76 23 24
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Nas placas com manipueira foi observado um acentuado desenvolvimento de Aspergillus.
No meio MDA com manipueira o fungo que alcangou o crescimento relevante foi o
Scedosporium, 0 qual junto ao Paecilomyces obteve o crescimento ressaltado na placa
controle.

Velmurungan et al. (2010) isolou e identificou fungos retirados de uma amostra de solo
contaminado por chumbo e cianeto. Posteriormente estes fungos foram usados com
sucesso no processo de biossorcdo de chumbo em solugdes aquosas. Aspergillus e
Paecilomyces s&0 usados na biorremediacdo, conhecidos por degradar hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Sack et al., 1997), e diversos outros poluentes (Singh, 2006),
como o fenol, que junto ao para-cresol, também é eficientemente degradado por
Scedosporium sp., usando esses como fonte de carbono. Aspergillus Niger originado em
aguas residudrias de induastria de &cido citrico demonstrou eficiéncia na adsor¢do de
chumbo em solugdes aquosas (Jianlong et al., 2001). Paecilomyces sp. € utilizado na
remocgdo de cor de efluentes da indUstria de papel, através da degradacdo de lignina
relacionada a compostos fendlicos (Singh, 2006).

3.43 Teste de Biodegradabilidade

Os resultados do teste preliminar indicaram a possibilidade de duas configuragdes para o
tratamento da manipueira utilizando fungos: i) tratamento de fase Unica, no qual se visa a
maxima remocédo de matéria organica e; ii) tratamento preliminar, cujo objetivo é elevar o
pH do meio, tamponando o sistema, combinado com a menor remog&o de matéria organica
possivel, possibilitando a digestdo anaerdbia como tratamento principal. Dessa forma, o
teste de biodegradabilidade foi realizado com o objetivo de conhecer as condigdes
adequadas do meio para o desenvolvimento do conjunto micelial de fungos, buscando
assim um tratamento bioldgico eficiente para efluentes de rapida acidificagéo.

Foram testados concentracdes de manipueira consideradas baixas (1,5 gDQO.L™), média
(7,0 gDQO.L™) e alta (15,0 gDQO.L™). Para as concentragdes de 1,5 gDQO.L™, o tempo
de remocdo de matéria organica foi menor nas condi¢des aeradas, quando comparado as
outras condicOes, exceto para a condicdo NAER+ que removeu 85% da DQO presente no
meio quatro dias mais cedo do que nas outras condic¢des ( Tabela 3.3).

Ainda se referindo a concentragdo de 1,5 gDQO.L™, foi observado que para as condicoes
aeradas, o uso do meio suporte ndo influenciou no tempo de remocéo da matéria organica.
No entanto, para a condigdo NAER, a presenca do meio suporte aparentemente influenciou
no tempo de remocdo de DQO, pois para a condicdo NAER+, o tempo de remocéo foi 55%
menor comparado & NAER (Tabela 3.3).
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Tabela 3-3: Tempo de remogdo de DQO, pH final e concentracdo de ambnia em todas as concentragdes e
condigdes dos testes com manipueira, realizados com meio suporte (+) e sem meio suporte.

Tempo de remocdo de

Condicdo  DQO Inicial (g.L1) 85% de DQO
0

pH Final  NHas(mg.L")

1,5 16 8,1 8

AE 7,0 9 9,2 59
15,0 22 9,4 39
15 16 8,6 ND

AE+P 7,0 9 9,3 37
15,0 9 9,2 47

15 25 8,7 62
NAE 7,0 24 8,8 262
15,0 23 8,8 457

1,5 23 8,4 99
NAE+ 7,0 24 8,7 293
15,0 16 8,9 212

15 27 8,2 84
NAER 15,0 ND ¢ 4 ND
NAER+ 15 12 8,5 60

a: tempo requerido (em dia) para o consumo de 85% da DQO presente no meio;
b: sigla para meio suporte;

¢: pH inicial 4,5 de todas as condices e concentracdes do teste;

d: ndo determinado

Dessa forma h& duas possibilidades que podem explicar a influéncia do meio suporte nas
condigdes NAE e NAER: i) o0 meio suporte promove o melhor contato entre os fungos e o
efluente; ii) existéncia de oxigénio residual nos intersticios do meio suporte. Avaliando as
duas possibilidades acredita-se que a segunda seja a hipotese mais aceitavel. Foi observado
visualmente que os fungos ndo aderiram ao meio suporte eliminando a primeira opgdo, e
como diariamente era feita uma agitacdo dos erlenmeyers, acreditamos que 0 oxigénio
residual presente nos intersticios escapava para a fase liquida no momento dessa agitacéo,
ajudando dessa maneira as atividades metabdlicas dos fungos, beneficiando assim na
remocao de matéria organica do meio.

A remocédo de DQO de todas as condicOes testadas esteve entre 85 e 94%, exceto para a
NAER com 15,0 gDQO.L™, que removeu apenas 53% durante 30 dias de experimento e
levou 75 dias para remover 85% da matéria organica presente no meio, descartando assim
a possibilidade desta condicéo ser usada para a biorremediacdo.

Os resultados dos testes com 1,0 gDQO.L™ realizados com glicose (dados ndo mostrados),
indicaram o comportamento semelhante ao ocorrido nos testes de 1,5 gDQO.L™ realizados
com manipueira, em relacdo ao tempo de remocdo de matéria orgénica e a influéncia do
meio suporte. No entanto, houve diferenca em relagdo ao comportamento do pH nos testes
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( Figura 3.2), causada pela producéo de &cidos organicos e CO; durante a fermentacéo da
glicose, de acordo com Zhang (2005) a redugdo do pH pode ser interrompida com o
término da glicose no meio, o que ocorreu por volta do segundo dia do experimento,
diferente do acontecido com os testes de manipueira, nos quais houve aumento logo apés o
inicio do experimento. Porém, mesmo ap6s o aumento do pH nos testes de 1,0 gDQO.L™,
este ndo atingiu o pH dos testes de baixa concentracdo de manipueira, 8,1 na condi¢do AE
e 0 méximo de 8,7 na NAE.

Manipueira Glicose
Y TAE < NAE —NAER 0 A S NAE —aNAER
9 o 9 8
8 8 - 6
27 7 =, é E
0 2 4 6 8
6 6 Tempo (dias)
5 5
4 4
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 3-2: Variagdo do pH durante os testes realizados nas condicdes aerada (AE), ndo-aerada (NAE) e
nao-aerada restrita (NAER), com manipueira (1,5 gDQO.L™?) e glicose (1,0 gDQO.L™?), esta em duas escalas
de tempo.

De acordo com Griffin (1994), o metabolismo do fungo ao crescer, altera o pH, seja pela
absorcdo de anios ou cétions ou pela producéo de &cidos orgénicos, CO, ou amdnia. A
caréncia de nitrogénio no meio padrdo do substrato sintético (72 mg.L™), presente na
forma de NH,4ClI), explica a deficiéncia na elevagdo do pH, pois a producéo de NHs, a qual
é responsavel pela alcalinidade produzida no meio provém do nitrogénio presente neste.

De acordo Singh, (2006), em ambientes com auséncia de oxigénio, as taxas de
biodegradacdo sdo insignificantes, porém como ja descrito, os resultados indicaram
atividades flungicas nos meios ndo aerado e ndo aerado restrito. Takaya (2002), afirma
que, dependendo da concentragdo de oxigénio no meio em que se encontram, os fungos
utilizam rotas metabdlicas alternativas como a desnitrificagdo e amonificagdo obtendo
dessa forma o oxigénio necessario para a biodegradacdo e alcalinidade para a alteragdo do
pH. No presente estudo acredita-se que 0 oxigénio necessario para a degradacdo da matéria
organica presente nos testes NAE e NAER, foi obtido das parcelas residuérias de oxigénio
que periodicamente poderiam adentrar nos ambientes e no caso da presenga do meio
suporte, também do O, residual presente. Essa hipotese se deve a fatores, como a possivel
entrada de oxigénio no momento da retirada de amostra, assim como na devolugdo de
amostra ao meio ap6s a medicdo do pH, e ao fato de a vedacdo dos erlenmeyers ter sido
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feita com parafilme, o qual pode néo ter garantido o completo selamento do meio. Todas
essas alternativas podem estar ligadas ao suprimento de O, nos meios ndo aerados.

Para as concentragdes de 7,0 e 15,0 gDQO.L™, assim como no restante dos testes, 0 menor
tempo de remoc&o ocorreu nas condicdes aeradas. Em 9 dias de experimento ja havia sido
removidas cerca de 41 e 86% da matéria organica presente no meio AE e pH 7,7 e 8,9,
enquanto que na condigdo NAE a remogé&o era de apenas 26 e 46% com o pH 5,2 e 6,4 nas
concentragdes alta e média, respectivamente. De acordo com Zhang et al. (2005), a falta da
remogdo de DQO pode ser causada por uma supressdo de reagdes devido a limitagdo de
oxigénio dissolvido, a inibi¢cdo do baixo pH ou a combinagdo de ambos. De acordo com
Singh (2006), os passos iniciais no catabolismo por fungos envolvem oxidacdo do
substrato, assim, como nas condigdes aeradas o oxigénio livre era abundante, a remocao da
DQO ocorreu em menor tempo assim como a elevagdo do pH. Como na condigdo NAE o
oxigénio dissolvido era limitante isso pode ter interferido nas atividades dos fungos.

A remocéo final de DQO foi elevada nas condi¢des AE e NAE, atingindo remocdes nas
concentragdes de 7,0 e 15,0 gDQO.L *de 93 e 91% na condicdo AE e 92 e 88% para a
NAE, respectivamente. Porém deve se considerar que 0 aumento progressivo do pH pode
ter interferido na acdo dos fungos, mascarando a real degradacdo da matéria organica
presente nos meios, pois a morfologia e o crescimento dos fungos séo influenciados pelo
pH. Pirt e Callow (1959) relataram que culturas de Penicillium chrysogenum em estado
estacionario reagiram ao aumento de pH acima de 6,0 com a reducdo no comprimento das
hifas, o que atingiu um valor minimo entre os pHs 7,0-7,4. Carlsen et al (1995),
verificaram a influéncia do pH na formagéo de a — amilase cuja producdo méaxima ocorre
em torno de pH 6,0. A a- amilase é uma das principais enzimas envolvidas na degradacdo
do amido (Antranikinyan, 1992), atuando sobre ligagdes 0-1,4 do amido, produzindo
oligossacarideos lineares e ramificados (Forchiassin & Galvagno, 2010). O amido,
principal fonte de carbono presente na manipueira, € um polimero composto de dois
polimeros de alta massa molar: amilose e amilopectina em proporgdes variaveis. A amilose
é um polimero de glicose linear com unifes a-1,4 e a amilopectina € um polimero de
glicose 0-1,4 com ramificagfes a -1,6 (Forchiassin & Galvagno, 2010). O aumento ou
diminuicdo de pH leva a reducgdo na taxa de reagbes quimicas devido & destruicdo das
enzimas celulares afetando a taxa de crescimento e, finalmente, a sobrevivéncia do
microrganismo. De acordo com Cochrane (1958) os fungos toleram ampla faixa de pH,
porém crescem e esporulam na faixa mais proxima ao pH neutro. Dessa forma foi
observado que o aumento gradativo de pH, que no meio AE para as concentragdes 7,0 e
15,0 gDQO.L'l, alcancou, em média, o valor maximo de 9,3 e no meio NAE, 8,8, ambos
tendo inicio com pH 4,5, pode ter interferido na producdo de uma enzima importante
envolvida na degradacdo de amido, intervindo assim nos resultados apresentados da
remocdo de DQO, pois os fungos séo capazes de adsorver compostos em sua parede
celular sem assimila-los. No entanto, estudos sobre a influéncia do pH na remocéo de DQO
demonstram que os fungos Aspergillus foetidus € A. niger, mesmo tendo maior atividade
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amilolitica em pH 4,0, a remocdo de DQO de &gua residudria de industria de
beneficiamento de batata foi maior em pH 6,0 (Mishra, et al., 2004).

Foi observada elevada producdo de amonia nos meios, esta producdo estd relacionada
diretamente ao consumo de NOjs e a amonificacdo. Embora as concentragcdes sejam
irrelevantes, pode-se notar que, em media, durante os 13 primeiros dias do teste, houve
consumo direto de NO3” (Figura 3-3). De acordo com Hall (2000), os fungos, em sua fase
catabdlica, para assimilar o NO3~ devem primeiramente transforma-lo em NO;" via nitrato
redutase e depois a NHz (ou NH,") via nitrito redutase. Notou-se que a remocao de nitrato
foi interrompida quando a concentragdo de amdnia aumentou. Embora presentes no meio
de todas as condiges testadas, as concentragdes de nitrato e de nitrito ndo justificam a
concentracdo de amonia encontrada, acreditando-se entdo que esta seja provinda do
nitrogénio organico presente no meio.

- NH3-NAE —NH3-NAE+ <-NO3-NAE+ -+ NO3-NAE —* NH3-AE -+ NH3-AE+ <©-NO3-AE+ © NO3-AE

600 10 600 10
500 | o 500 g
~5104002 e §4oo 6~
£ 300 2 300 &0
> Iz 4 &
T 200 S = 200 o
100 T 2 100 M2
0 0 0 0
0 10 20 30 0 10 20 30

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 3-3: Relacdo entre producdo de amdnia e consumo de nitrato para as condi¢des AE, AE+, NAE e
NAE+ para a concentragdo de 15,0 gDQO.L ™.

Segundo Zhou et al. (2002) a fermentagdo da amdnia por fungos, esta ligada a fosforilagdo
do substrato, dessa forma a producéo de amdnia esta associada a degradacdo do substrato,
indicando que os fungos podem usar um sistema complexo de producdo de ATP em
condi¢bes com disponibilidade de oxigénio precéria (Takaya, 2002). Devido ao consumo
rapido da DQO presente no meio aerado, ocorreu uma producao elevada de NHs, o que
desencadeou um aumento do pH. Porém a aménia se torna volatil quando o pH do
ambiente se torna alcalino, como pode ser observado na figura 3.3. Quando o pH do meio
aerado chega por volta de 8,6 e 8,8 nas concentracdes alta e média respectivamente, ocorre
um declinio visivel na concentracdo de amodnia. Verificou-se que no meio NAE a
concentragdo de NHj alcangou valores superiores a do ambiente aerado a qual era 474
mg.L™" para 15,0 gDQO.L™ e 241 mg.L™ para 7,0 gDQO.L™, porém o pH néo acompanhou
essa elevagdo, chegando ao valor maximo de 8,8 mesmo com uma concentragdo maxima
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de 526 mg.L™ na maior concentracdo de

concentragdo média.

manipueira e 8,5 para 262 mg.L", para a

— NH3-AE — NH:NAE -+ pH-AE —= pH-NAE NH-AE — NH3-NAE pH-AE pH-NAE
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Figura 3-4: Relagdo entre producdo de amonia e aumento do pH nas condi¢des AE e NAE, para as
concentragdes de 7,0 (A) e 15,0 (B) gDQO.L™.

Como o meio aerado possibilitou a troca gasosa com o ambiente externo do erlenmeyer,
acredita-se na hipétese de que o CO, produzido pelos fungos (ou parte deste) como
produto metabdlico, tenha deixado o ambiente. Assim, a amonia produzida pode alcalinizar
0 meio sem dificuldades. Contudo como no ambiente NAE o CO, metabolizado n&o escapa
para 0 ambiente externo, a presenca deste pode ter amenizado a agdo da aménia como
agente alcalinizante.

Foi observado que, para concentracdo média, a presenca de meio suporte néo influenciou o
tempo de remocdo de matéria orgénica, diferente do ocorrido na concentragdo de
15,0 gDQO.L™, quando a presenca de meio suporte estd associada a menores tempos de
remogdo de DQO, como mostrado na tabela 3.3. Isso é justificado pela provéavel aderéncia
de matéria organica no meio suporte, pois a producdo de amonia que esté relacionada as
atividades metabolicas dos fungos, ocorreu notadamente em menor quantidade nos testes
com meio suporte (Figura 3.4).
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Figura 3-5: Amdnia produzida entre os testes com e sem meio suporte, para as condigdes AE e NAE na
concentracao de 15,0 gDQO.L™.

Foi analisado que o desenvolvimento de biomassa fungica ocorreu entre os pHs 4,5 e 7,5.
Os primeiros a se desenvolver foram os testes da condi¢cdo aerada, mostrando sinal de
crescimento da biomassa logo ap6s o 1° dia do inicio do experimento. Apos 3 dias notou-
se a formagé&o de um fino biofilme sobre a fase liquida da condicdo NAE.

Na condicdo AE foi verificado o crescimento de biomassa nas paredes dos erlenmeyers, na
mangueira de coleta, na pedra porosa usada para aeracéo, assim como no cabo que ligava o
meio suporte ao tampé&o (quando presente), enquanto que na condicdo NAE era formado
um biofilme denso. Na condi¢do AE, o declinio da biomassa iniciou-se a partir do 8° dia,
enquanto no meio NAE essa queda foi a partir do 16° dia, ambos com o pH aproximado de
7,7.

A supressdo da biomassa pode estar relacionada ao fim da matéria organica presente no
meio, ou ao elevado pH que, como j& foi descrito, pode prejudicar as atividades dos
fungos. De acordo com Papagianne (2004) um dos métodos utilizados para observar a lise
das células flngicas em culturas submersas, estd baseado no declinio da biomassa, o que
reforca a possibilidade de ter ocorrido adsor¢do de parte da matéria organica presente no
meio.

Se considerarmos a aplicagdo das condigdes estudadas para escolher a configuragéo para o
tratamento de manipueira provinda de uma fecularia da regido, que tem a DQO em média
de 16 g.L! (Oliveira, 2007), pode-se verificar que a condicdo aerada se encaixa na
possibilidade de ser utilizada como tratamento de fase Unica. A condi¢do aerada mostrou
grande eficiéncia na remocdo de DQO (91%), porém com gasto energético devido ao
processo de aeracdo do meio. Manilal et a/. (1991) usaram biorreatores com cultura mista
de Candida utilis € Endomycopsis buliger, para tratar efluentes da inddstria de mandioca,
resultando na reducéo de cerca de 94% de DQO em pequeno tempo de detengdo hidréulica,
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demonstrando a eficiéncia dos fungos como tratamento Unico para efluentes ricos em
carboidratos.

No entanto, experimentos devem ser realizados em operacdo continua, para estudar as
condigdes ideais de pH no meio. Na figura 3.5 pode ser observado as diferengas ocorridas
entre os meios AE, NAE e NAER, em relacdo a remogdo de matéria organica e elevagdo
do pH, para a concentracdo de 15,0 gDQO.L™. Embora o tratamento de fase Gnica com
fungos seja bastante estudado para remocdo de compostos recalcitrantes, o enfoque nédo é
dado & remocdo de matéria organica, embora a mesma esteja presente na maioria dos
estudos.

16000 9,5
14000 7 85
12000 -
), i - 7,5
L 10000
(gn 8000 - 65 B
0 6000 - —--DQO -AE
8 -0-DQO-NAE | 55
4000 - —-DQO - NAER
+pH-AE - 45
2000 - -=—pH-NAE ’
0 ——pH-NAER -
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias)

Figura 3-6: Remocdo de DQO e elevacdo do pH para trés diferentes condigBes: aerada (AE); ndo aerada
(NAE); e ndo aerada restrita (NAER), para DQO inicial foi de 15,0 g.L™.

Outra possibilidade atraente para o tratamento da manipueira € a combinacdo do
tratamento de fungos com a digestdo anaerdbia, visando ao aproveitamento da matéria
orgénica presente no efluente para a producgdo de energia, pela producédo de metano. Os
resultados indicaram que a condicdo ndo aerada pode ser utilizada como uma etapa
preliminar ao tratamento anaerdbio. O problema decorrente na digestdo anaerdbia dos
efluentes de répida acidificacdo, esta relacionado ao baixo pH, que é prejudicial ao
consércio microbiano participante do processo e, como j& é sabido, os fungos produzem
metabodlitos que podem alcalinizar o meio no qual se desenvolvem, sendo que para a
condicdo NAE, o pH atingiu a neutralidade (6,0) em 11 dias, porém com cerca de 70% da
DQO remanescente no meio. Dessa forma a elevada produgdo de amonia aliada a lenta
remogdo da DQO torna a condicdo NAE uma etapa preliminar eficiente para posterior
digestdo anaerdbia da manipueira. Como Yesilada et al. (1995) que utilizaram Funalia
trogii no pré-tratamento de efluentes da industria de azeite, resultando em remocéo de 40%
da DQO e Yesilada e al. (1998) que utilizaram Trametes versicolor para 0 tratamento
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deste tipo de efluente, de onde foram extraidos 88% de compostos fendlicos e 50% da
DQO, possibilitando assim a a¢do do consércio microbiano da DA.

Para a condicdo NAER o uso de fungos no tratamento de efluentes foi ineficiente, pois,
durante 30 dias de experimento foram removidos cerca de 50% da matéria organica e a
elevacdo concreta do pH iniciou-se apds 29 dias de teste, ndo se encaixando, dessa forma,
em nenhuma das op¢es de tratamento indicado.

3.5 Conclusoes

A cultura mista de fungos mostrou habilidade em remover DQO de manipueira com um
pH inicial de 4,5 e DQO de 15,0 gDQO.L™, elevando o pH para valores acima de 8,5, em
27 dias de experimento, com 13% de DQO remanescente, em ambas condi¢des, aerada e
nao aerada.

Os compostos de nitrogénio tém um papel importante no tamponamento do sistema,
considerando que nos experimentos realizados com glicose, o pH do meio ndo foi
recuperado, mesmo trabalhando com concentragéo inicial minima de DQO (1,0 gDQO.L"Y,
comparando-se com os altos valores de pH atingidos nos testes realizados com manipueira,
mesmo a altas concentragoes.

A cultura mista de fungos estudada foi eficiente no tratamento de manipueira, tanto como
tratamento Unico, eficiente na remocéo da DQO (91%), na condigdo aerada, quanto como
uma etapa preliminar a digestdo anaerobia, na condi¢do ndo aerada, tornando o pH do meio
adequado ao consércio microbiano do tratamento anaerobio, viabilizando assim a producdo
de energia.

N&o houve aderéncia expressiva de biomassa fungica na espuma de poliuretano usada
CoOmo meio suporte.
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Digestao anaerdbia de manipueira pré-tratada por
fungos

4.1 Resumo

A manipueira, gua residuéria do processamento de mandioca, contém grande quantidade
de compostos que sofrem répida acidificacdo, o que exige um sistema de tamponamento
para permitir uma operagdo estavel durante a digestdo anaerébia (DA). Foi estudada a
possibilidade de incluir uma etapa preliminar de tratamento por fungos & DA buscando
elevar o pH, visando o tamponamento da manipueira. A manipueira passou por um pré -
tratamento por fungos em condigdo ndo aerada, até chegar a uma demanda quimica de
oxigénio (DQO) de 10 g.L™ e pH 6,4 (Teste A) e pH 5,7 (Teste B). A manipueira pré-
tratada por fungos (MPTF) foi submetida ao processo de digestdo anaerébia com a adi¢éo
de diferentes agentes tamponantes (CaCO3; e NaHCO3) e sem adi¢do de tamponante. Os
resultados do teste A, apontaram para a possibilidade da operagéo do sistema sem a adigdo
de tampéo, resultando em um pH final em torno de 7,0. A aplicacdo de um tratamento
preliminar por fungos apresenta-se como uma estratégia promissora para permitir a
digestéo anaerdbia de &guas residudrias ricas em carboidratos e agucares.
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4.2 Introducao

Efluentes agroindustriais provenientes das industrias de alimentos que utilizam matérias-
primas como mandioca, cana de aglcar e batata, geralmente ndo contém nenhum
componente recalcitrante, para impedir o seu tratamento por processos anaerobios. No
entanto, o principal problema estd na grande quantidade de compostos que sofrem
fermentacdo facilmente, resultando em um efluente de répida acidificacéo. Estes efluentes
possuem o pH inicial abaixo da faixa ideal para o processo estavel da digestdo anaerdbia
(DA), o qual esta na faixa da neutralidade (Aquino e Chernicharo, 2005). Para a aplicacéo
da DA, usando fase Unica para o tratamento destes efluentes (por exemplo em reator
UASB) é recomendada a operacdo com baixa carga organica volumétrica (COV), como
por exemplo, aplicando elevados tempos de detencdo hidrdulica (TDH) (Ribas-Doll e
Foresti, 2010; Annachhatre e Amatya, 2000), ou promovendo a dilui¢do do efluente pela
recirculacdo deste. Além disso, devem ser aplicados mecanismos para proporcionar
tamponamento suficiente ao sistema (Harada ez al., 1996; Siqueira et al., 2008). Formagini
et al. (2010) tratando vinhaga em um reator UASB, comprovaram a possibilidade do
controle do pH por meio da adicdo de uréia. Apesar do risco representado por sua
toxicidade para a biomassa metanogénica, a uréia apresentou-se como uma alternativa
viavel para evitar a acidificacdo, demonstrando que a adicdo de 0,215 guréia.gDQO.L'l
impediu completamente a acidificagdo em experimentos conduzidos em batelada.

Os resultados apresentados no capitulo 3, no qual a capacidade dos fungos em elevar o pH
do meio durante a degradacdo da manipueira foi confirmada, motivaram a realizagdo de
um estudo, para avaliar a viabilidade da digestdo anaerdbia de efluentes pré-tratados por
fungos, é apresentado neste capitulo.

A capacidade dos fungos em degradar diversos poluentes, resistir a variagdes ambientais e
alteracbes no pH, entre outros, esta relacionada ao sistema enzimético inespecifico que
possuem, capaz de desestabilizar moléculas com grande estabilidade quimica, além de
lancarem enzimas no substrato onde colonizam, caracteristica essa de todos os fungos, e
dessa maneira, sofrendo menos a agdo toxica do ambiente. Desse modo, tem sido
largamente estudada a utilizacdo destes fungos em processos de biorremediacédo de
materiais, como solos, residuos e efluentes industriais, contaminados com substancias de
dificil degradagdo bioldgica (Silva e Coelho, 2006).

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura sdo realizados com culturas puras, em
condigdes restritas e controladas, o que dificulta a aplicacdo do processo em escala real. O
objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade de uma cultura mista de fungos em
aumentar o pH inicial e a capacidade de tamponamento da manipueira, avaliando a
estabilidade do processo durante os testes de biodegradabilidade, visando utilizar o
tratamento com fungos como uma etapa preliminar & digestdo anaerdbia.
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4.3 Material e Métodos
4.3.1 Informacgoes preliminares

Biomassa - A biomassa utilizada foi proveniente de um reator UASB em escala de
bancada utilizado para o tratamento de vinhaca (originaria de destilaria de agucar e etanol)
sob condi¢bes mesofilicas. O lodo, de aspecto granular, foi armazenado a 4°C e ativado a
temperatura ambiente (28,2 + 2,5°C) antes da sua utilizagdo. A ativacdo foi realizada
utilizando uma solucéo sintética, com 16 gDQO.L™, composta de uma mistura padréo de
80% de acucares (glicose e sacarose 13% a 87%) e 20% de acetato (percentuais em
relagdo a concentragdo de DQO) e nutrientes de acordo com Chernicharo (2007). Durante a
ativacédo foram realizadas treze (13) alimentagdes.

Manipueira (Aguas residuarias do processamento da mandioca) - A manipueira
utilizada foi proveniente de uma pequena fabrica de farinha de mandioca, localizada a
60 km de Campo Grande, foi coletada em um tanque de sedimentagéo situado logo abaixo
da prensa e transferida para o laboratorio, onde era mantida em repouso por 2 horas para
decantagdo do material suspenso e amido residual. O sobrenadante resultante foi
homogeneizado e transferido para frascos de politereftalato de etileno (PET) e armazenado
a -18°C. Antes da utilizagdo, os frascos eram descongelados em temperatura ambiente. A
concentragdo inicial da manipueira (sobrenadante) foi de 60 gDQO.L™. A manipueira era
diluida com &gua da torneira de acordo com a concentracdo exigida em cada experimento.
O pH apos a diluigdo foi de cerca de 4,4.

Fungos — Um conjunto micelial de fungos, que se desenvolveu naturalmente em um reator
anaerébio de fluxo horizontal, o qual tratava efluente de fecularia (pH 4,5), previamente
isolado e identificado, foi utilizado no pré-tratamento da manipueira. Estes fungos foram
cultivados em meio MDA com o pH em torno de 4,5. A cultura micelial usada no pré-
tratamento foi feita atraves da raspagem micelial dos fungos, onde o micélio foi retirado do
meio com a ajuda de espétula, posteriormente, foi realizada a mistura destes em propor¢des
semelhantes e pesados.

Manipueira pré-tratada por fungos (MPTF) — De acordo com os resultados obtidos no
capitulo 3, foi escolhida a melhor condigdo para realizar o tratamento preliminar por
fungos da manipueira a ser utilizada nos testes de biodegradabilidade. Como a amonia
parece desempenhar papel importante no sistema de tamponamento, decidiu-se preparar a
MPTF utilizando a condigdo ndo aerada, que esta mais proxima das condigdes originais em
que a cultura mista foi desenvolvida, e onde a amonia parece ter sido mantida no meio.

Foram preparados seis litros da MPTF em duas garrafas de vidro (Samavidros, Brasil) de
4 litros. Cada garrafa foi com 3 L de manipueira esterilizada e diluida a uma concentragdo
inicial de 17,7 gCOD.L™. Ap6s pesagem, 90 g de biomassa flngica foram inoculadas em
cada frasco, dentro de uma capela de fluxo laminar UV. Os frascos foram selados com
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parafilme, simulando a condi¢do néo aerada, e uma seringa de 5 mL foi conectada a parte
superior do frasco com um tubo estreito de plastico, atingindo o fundo para a coleta de
amostra liquida. Os frascos foram incubados a 30°C. Para acompanhar a elevacdo do pH e
remogdo da DQO, amostras foram coletadas diariamente, retornando-as para o frasco
quando somente o pH era medido. O pH desejado para a realizacdo dos testes de
biodegradabilidade anaerdbia (Teste A e Teste B) era em torno de 6,5 para o teste A e 5,5
para o teste B, com um consumo minimo de DQO. A MPTF utilizada para o teste A
atingiu o pH 6,4 com remocao de 50% da DQO presente no meio. O efluente utilizado para
0 teste B, chegou a um pH de 5,7, com 43,5% de DQO remanescente. Para ambas as
solucdes foram necessérios, em média, 31 dias para atingir o pH desejado. Quando as
solucbes estavam prontas para uso (valores de pH desejados) estas foram filtradas,
utilizando um tecido do tipo voal, para a remocdo dos fungos e posteriormente foram
transferidas para os frascos para o teste de biodegradabilidade anaerdbia, sem esterilizacéo.

4.3.2 Teste de biodegradabilidade anaerébia

O experimento foi realizado em frascos de vidro tipo &mbar com capacidade de 250 mL, os
quais foram preenchidos com 196 mL de MPTF com pH inicial de 6,4 para o teste A e pH
5,7 para o teste B, e manipueira diluida como frasco controle, para ambos os testes. A
DQO inicial para ambos os testes foi em torno de 13 g.L™" (DQO total) e 10 g.L™* (DQO
soltvel, usando um filtro de 0,45 p). Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

Como o objetivo do experimento era verificar a capacidade de tamponamento da
manipueira pré-tratada por fungos, o teste de biodegradabilidade foi realizado com
diferentes agentes tamponantes e comparados com um controle, sem a adi¢do de tamp&o.
Bicarbonato de sodio foi utilizado na concentragdo de 0,6 gNaHCO3.gDQO™ (Formagini et
al, 2010). Quando o tampéo utilizado foi o calcério, 21 g de pedras de CaCOs, com
didmetro entre 9,5 mm e 12,7 mm (ABNT, 2003), foram adicionadas por frasco. Para 0s
frascos controle foi utilizada manipueira diluida e NaHCO3; como tamp&o. Nos testes sem
adicdo das pedras de CaCOs, 21 g de material inerte foram adicionados nos frascos para
manter igualdade em volume e headspace (13%). Lodo foi adicionado nos frascos & uma
concentracdo de cerca de 4 gSVT.L™. O pH inicial ndo foi corrigido para as diferentes
condicOes testadas. O pH inicial considerado, € a medida ap6s a adicdo de tampéo (ou
ndo), antes de mudanca de fase gasosa.

Os frascos foram fechados com rolhas de borracha butilica e 0 headspace foi substituido
por No/CO; (70/30 White Martins, Campo Grande, BR), quando NaHCO3 ou CaCO3 eram
usados como agentes tamponantes, e com N, puro (White Martins, Campo Grande, BR)
quando tampdo néo foi acrescentado. Os frascos foram incubados a temperatura constante
de 30°C e foram agitados manualmente, uma vez por dia. O metano foi medido pelo
meétodo de deslocamento de liquido (Aquino e Chernicharo, 2007) usando hidroxido de
sodio 16% (NaOH) para absorver o CO, presente na fase gasosa. Inicialmente a producéo
de CH, era medida diariamente, depois os intervalos para a medi¢do eram avaliados de
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acordo com os resultados da producgdo anterior. As amostras para acido acético e DQO
foram coletadas de acordo com o CH, deslocado. O nitrogénio total foi medido ap6s a
conclusdo do teste. A atividade metanogénica especifica foi calculada pelo aumento linear
de metano, dividida pela quantidade de SVT presentes em cada frasco. Os procedimentos
analiticos foram realizados de acordo com 0 APHA, (2005).
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Figura 4-1: Imagem das medicfes de metano utilizando o método de deslocamento de liquido

4.4 Resultados e discussao

Os resultados ndo sdo repetidos neste capitulo, no entanto os principais aspectos sdo
discutidos, para dar base a discussdo dos testes de biodegradabilidade. Nao foi observado
crescimento ou atividade da cultura mista de fungos sob condigBes anaerdbias restritas
(resultados ndo mostrados). Quanto aos resultados de pH, a condicdo aerada (AE)
apresentou um aumento de pH de 0,91 unidades de pH.d*, em comparagdo a 0,62
unidades de pH.d™ para a ndo aerada (NAE) e, 0,28 unidades de pH.d™ para a condicdo da
nao aerada restrita (NAER) (Figura 6, Capitulo 3). Os valores maximos de pH alcancados
em cada condicdo foram 94, 8,8 e 8,4, para as condicbes AE, NAE e NAER,
respectivamente. Segundo Griffin (1994), os fungos podem alterar o pH do meio devido ao
transporte diferenciado de cétions e anions durante o transporte de substrato e pela sua
utilizacdo metabdlica de nitrogénio, como por exemplo a desassimilagdo de nitrato, quando
a amdnia é produzida a partir de nitrato e nitrito. A concentragdo méaxima de amdnia
alcancou em média de 500 mg.L™?, para ambas condicdes, caindo para 39 mgNHs.L™ na
condicdo AE, quando o pH atingiu 8,6, 0 que pode ter sido causado pela transferéncia de
amonia para a fase gasosa.

Neste estudo o interesse era chegar a um pH préximo ao neutro, com a menor remogao da
DQO possivel, para a realizagdo to teste de biodegradabilidade, considerando o tratamento
com fungos como uma etapa de pré-tratamento, visando um processo anaerobio estavel.
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4.4.1 Testes de biodegradabilidade

O teste realizado com o MPTF em um pH de 6,4 (teste A) teve melhor desempenho que o
teste realizado com o efluente pré-tratado até o pH de 5,7 (Teste B), tanto em relagdo a taxa
de deplecdo de DQO, quanto a formacdo de metano. Ndo foi observada fase lag durante
nenhum doss testes realizados. No entanto, o desempenho mais fraco do teste B pode ser
confirmado pelos resultado mais baixos alcancado da atividade metanogénica especifica
(Tabela 4.1).

Tabela 4-1: pH médio final, concentracdo media de nitrogénio total (NT) e atividade metanogénica
especifica (AME) para os 2 testes utilizando manipueira pré-tratada por fungos (MPTF) e somente com a
manipueira (controle). Os resultados sdo a média obtida com as triplicatas.

MPTF pH 6,4 (Teste A) MPTF pH 5,7 (Teste B)
Substrato  Tampao ™ pH final NT AME pH final NT AME
mg.L?  mgDQO.gSVTd* mg.L?  mgDQO.gSVT™.d*
Manipueira NaHCO; 7,31 +£0,02* 347 +49 17,72 + 1,53 7,42 £0,04* 388 +59 20,09 + 2,04
MPTF - 7,21+0,03 63737 37,43+£1,76 6,02+0,19 553+67 28,80+ 1,12
MPTF CaCO4 7,03+0,02 57740 58,43+ 1,09 6,96 + 0,06 613 + 136 36,86 + 1,64

MPTF NaHCO; 7,72+0,09 523+ 146 75,43 £ 3,47 7,64 0,05 480+ 117 35,59 £ 4,10
*Desvio padrdo.

Para os testes sem a adi¢do de tampdo, ou quando o tampdo utilizado promoveu liberagdo
lenta de alcalinidade (por exemplo, CaCQOg), 0 pH inicial no meio era de 5,8, e a produgdo
de metano foi mais lenta, possivelmente devido ao pH desfavoravel para a ocorréncia da
metanogénese (Chernicharo, 2007), observando-se também o acimulo de acido acético
nos frascos (Figura 4.2). Ao comparar os resultados de AME do teste A (pH 6,4) com o
teste B, foi observado que o primeiro apresentou melhores resultados, sendo cerca de 23,
37 e 53% maior para as condigdes sem tampao, CaCOs; e NaHCO3, respectivamente.

Analisando separadamente os resultados obtidos no teste A (Figura 4.2), em que o pH
inicial foi mais favordvel a metanogénese, a taxa de produgdo de metano foi taxa menor
para a condi¢do sem a utilizacdo de tampd&o, apresentando a maior concentracdo de acido
acético (dia 10; 2,700 mg.L™). A presenca de CaCO3; no meio foi, de alguma maneira,
benéfica para o sistema, mesmo considerando a liberacdo lenta de alcalinidade, que no
inicio do experimento era de 1728,0 mgCaCOs.L™, a mesma concentragdo encontrada nos
frascos sem a adicdo de tampéo. Os frascos com a adi¢do de bicarbonato de sédio como
tampé&o, apresentaram melhor estabilidade durante o pico na concentracdo de &cido acético
(1,916 mg.L™), provavelmente devido & maior concentragéo inicial de alcalinidade no meio
(4519,8 mgCaCOs.L™Y).
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Figura 4-2: ConcentracOes de: acido acético; DQO removida; e CH,-DQO para os testes utilizando
manipueira pré-tratada por fungos (pH 6,4 — Teste A e pH 5,7 — Teste B)

Todas as condigdes testadas apresentaram duas inclinagdes da reta para a producéo de CH,,
exceto no teste A com MPTF e adicdo de bicarbonato de sédio como tampdo, que
apresentou uma inclinagdo estdvel durante o experimento (Figura 4.3). O tratamento
fungico aplicado & manipueira antes do teste de biodegradabilidade anaer6bia, mostrou-se
benéfico. Apesar de no inicio do experimento, a manipueira com NaHCO; (controle)
apresentar 2,6 vezes maior alcalinidade presente no meio, foi detectado o acimulo de acido
acético até o 20° dia de experimento, semelhante ao teste com MPTF sem adicdo de
tampao, que apresentou menor influéncia do tratamento flngico. Como o teste controle
teve alcalinidade suficiente, apresentou uma AME semelhante na segunda inclinagdo para
a MPTF em pH 6,4. Para a manipueira, que é considerado um substrato de rapida
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acidificacdo, devido a alta concentracdo de carboidratos em sua composicdo (Berg et al.,
2004), a hidrolise ndo deveria representar uma etapa limitante, mas ainda assim pode
influenciar na taxa do processo. A concentragdo de &cido acético foi em torno de 2000
mg.L™" para a manipueira e MPTF, indicando que ndo existiu acidificagdo durante o
tratamento por fungos, ou que os acidos foram parcialmente consumidos (se produzidos).
Nossos resultados mostraram que a cultura mista de fungos desempenhou um papel na
hidrdlise do efluente, que pode ter ocorrido parcialmente durante a etapa de pré-tratamento
por fungos, transformando componentes iniciais da manipueira em compostos mais
facilmente degradaveis.

E dificil comparar os resultados dos testes de biodegradabilidade com os existentes na
literatura, onde os testes sdo realizados com proporcOes diferentes de substratos e
biomassa, concentragéo inicial de substrato, tipos de tampé&o e qualidade do lodo, entre
150 _ ____ outros. Annaschhatre e Amatya
& AME pH 6,4 - inclinacdo 1  -®-AME pH 5,7 - inclinagéo 1

(2000) encontraram uma AME de

0.03 gCH,-COD.gvSt.d? para
um lodo ndo adaptado usando
manipueira como substrato em
um meio tampdo de fosfato,
sendo o valor comparéavel 8 AME
da primeira inclinacdo obtida no
0 . . Teste A - MPTF sem tampéo.
Controle Sem tampéo CaCOs3 NaHCO3 Apf)S a adaptagéo, a atividade da

Figura 4-3: Atividade metanogénica especifica AME das biomassa aumentou cerca de 10
diferentes condi¢des de tamponamento para o teste A(6,4) e teste vezes, 0 que é comparavel com
B(5,7). A inclinacdo 1 foi calculada a partir do CH, produzido
nos primeiros 15 dias. Os resultados sdo médias dos
experimentos em triplicata.

125 | ---AMEpH 6,4 - inclinagdo 2  -O-AME pH 5,7 - inclinagdo 2

75 -

mgDQO.gSVT.d!
3

N
(Sa)
I

os resultados de Colin et al.
(2006) que usaram biomassa
cultivada em reator de fluxo
horizontal preenchido com bambu, tratando manipueira sem a adi¢éo de tampéo.

O mecanismo pelo qual o pH aumenta durante a biodegradagdo por fungos ndo é
completamente claro. De acordo com Singh (2006), pH levemente &cido é geralmente mais
favoravel para os fungos e pode evitar o crescimento bacteriano. Se for considerada a
possibilidade da desassimilagdo do nitrato no meio durante a etapa de tratamento por
fungos (Griffin, 1994) ou hidrélise do nitrogénio organico presente inicialmente na
manipueira, pode-se supor que o nitrogénio total representa a concentragdo de amdénia no
meio. A Tabela 1 apresenta a concentragdo de nitrogénio total medido apds a conclusdo
dos testes. Se for considerado, por exemplo, o teste com MPTF sem adigdo de tamp&o
(teste A), com 637 mgNT.L™?, esse valor corresponderia & adigio de 0,11 Quea.gDQO™,
metade da concentracdo utilizada por Formagini ez al. (2010) para estabilizar o pH em seus
experimentos com vinhaga (16 gDQO.L™), usando a mesma biomassa nos experimentos.
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4.5 Conclusoes

O pré-tratamento com fungos da manipueira até o pH 6,4, favoreceu a estabilidade durante
o teste de biodegradabilidade anaerdbia, mostrando a possibilidade da operagéo do sistema
sem a adicdo de tamp&o, com pH neutro no final. Contudo, a presenca de tamp&o
adicional, elevou a taxa de formacéo de metano.

A aplicacdo de um pré-tratamento por fungos pode ser uma estratégia promissora para
permitir a digestdo anaerdbia de efluentes agroindustriais ricos em actcares e carboidratos,
que ainda dependem de dificeis estratégias de tratamento para aplicacdo em reatores em
escala real. Estudos mais detalhados seréo realizados para obter mais conhecimento sobre
0 papel da concentragcdo de oxigénio, 0 mecanismo de elevagdo do pH e imobilizagéo de
biomassa, entre outros, para fornecer informacgdes adicionais para o desenvolvimento
tecnoldgico.
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Conclusoes gerais e recomendacoes

O estudo realizado nesta dissertacdo foi baseado no crescimento espontaneo de fungos em
um reator tipo calha anaerdbia de fluxo horizontal tratando manipueira. O objetivo do
estudo foi, em uma primeira etapa, isolar e identificar estes fungos, seguido da
investigacdo das melhores condicdes para o desenvolvimento e eficiéncia destes, visando o
uso no tratamento de efluentes de répida acidificacéo.

Foram isoladas 32 morfoespécies, das quais quatro ndo foram identificadas. Entre as 28
restantes apenas trés foram identificadas em nivel de espécie, o restante foi identificado
somente 0 género. Destes, onze eram Aspergillus , quatro Scedosporium e trés
Paecilomyces .

Os resultados demonstraram que os fungos desenvolvidos em um reator anaerébio tipo
calha horizontal eram aptos para realizar o tratamento de efluentes de répida acidificacéo.
A cultura mista de fungos mostrou habilidade em remover manipueira com um pH inicial
de 4,5 e DQO de 15gDQO.L'1, elevando o pH do meio a valores acima de 8,5, tanto em
condigdes aeradas com em condicbes ndo aerada. Isto confirma as habilidades de
adaptacdo em ambientes hostis a outros microrganismos, modificando o ambiente para
beneficio proprio, utilizando os compostos quimicos e organicos presentes no meio, como
fontes de energia para seu crescimento e reproducao.

Durante o teste de biodegradabilidade por fungos, foi demonstrado que na condicéo aerada
as atividades metabolicas ocorreram em menor tempo e melhor eficiéncia, com 91% da
DQO consumida, podendo ser usada como uma etapa Unica para 0 tratamento de
manipueira, enquanto na condigdo ndo aerada, foi obtida uma remocéo de 88% da DQO
presente no meio, mostrando a primazia destes fungos em se desenvolver em ambientes
com abundéncia de oxigénio livre. Contudo foi admitida a habilidade fangica em crescer
em ambientes com pouca disponibilidade de O,, fazendo uso de vias metabdlicas
alternativas em resposta a presséo parcial de oxigénio do ambiente.

Os compostos de nitrogénio mostraram ter papel importante no tamponamento do sistema,
considerando que nos experimentos realizados com substrato sintético, onde a fonte de
nitrogénio era apenas de 72 mg.L™" presente na forma de NH4CI, o pH do meio ndo foi
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recuperado, comparando-se com os altos valores de pH atingidos nos testes realizados com
manipueira, 0s quais continham elevada quantidade de compostos de nitrogénio.

Nas condigdes experimentais testadas, a espuma de poliuretano ndo foi considerada
adequada para 0 uso como meio suporte para o crescimento de biomassa fungica, tornando
se dispensavel para este fim, pois ndo ocorreu aderéncia expressiva de biomassa flingica na
mesma.

Foi estudada a possibilidade de incluir uma etapa preliminar de tratamento por fungos a
digestdo anaerdbia buscando elevar o pH, visando tamponamento da manipueira.
Removendo menos de 50% da DQO e elevando o pH a valores neutros, a condi¢cdo ndo
aerada foi a indicada para pré- tratamento a digestdo anaerdbia. Os resultados apds a
digestéo anaerdbia apontaram para a possibilidade da operagdo do sistema sem a adicéo de
tampéo, resultando em um pH final em torno de 7,0. Apresenta-se assim uma nova
possibilidade para o tratamento de efluentes agroindustriais ricos em agucares e
carboidratos, os quais ainda dependem de estratégias de tratamento de dificil aplicacdo em
reatores em escala plena, com a adicdo de agentes tamponantes para possibilitar a agéo do
consdrcio microbiano da digestdo anaerdbia.

Pode-se concluir que a cultura mista de fungos estudada foi eficiente no tratamento de
manipueira e poderia ser aplicada, tanto como tratamento Unico, utilizando a condigdo
aerada, quanto como uma etapa preliminar & digestdo anaerdbia, utilizando a condi¢do ndo
aerada, tornando o pH do meio adequado ao consorcio microbiano do tratamento
anaerobio, viabilizando assim a produgdo de metano.

A partir dos resultados encontrados observou-se que estudos complementares s&o
necessarios, assim recomenda-se:

v Identificar em nivel de espécies os fungos usados nos testes, para que
posteriormente possa ser estudada a capacidade individual no tratamento de
poluentes organicos;

v Investigar outros materiais para 0 Uso como meio suporte para crescimento
aderido de biomassa fungica, quando tratando efluentes agroindustriais ricos em
carboidratos;

v"Investigar minuciosamente o papel da concentracdo de O, para 0 metabolismo
dos fungos;

v Entender o real mecanismo de produgao de NHj; pelos fungos;

v Avaliar o desenvolvimento de fungos em pH alcalino.
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