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RESUMO

Fendis sdo encontrados em diversos tipos de aguas residuarias industriais e sdo responsaveis pela geracio de alta carga
poluente. O descarte inadequado dessas aguas residuarias pode acarretar graves problemas ao meio ambiente ¢ ao
homem, devido aos efeitos carcinogénicos e mutagénicos que os compostos fenolicos possuem. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a reducdo da concentragdo de fenol pelo uso de fungos em reatores em batelada e a influéncia da
adi¢do de glicose como fonte primaria de carbono na eficiéncia do processo. Aspergillus niger foi empregado como
indculo dos reatores, embora ao final do experimento tenha se constatado a presenca de Fusarium sp. ¢ de leveduras.
Ao longo da batelada foram realizadas analises de fenol, sdlidos suspensos volateis (SSV), pH, oxigénio dissolvido e
temperatura. Dados obtidos no experimento mostraram que os fungos utilizaram fenol tanto nos reatores que
receberam adicdo de glicose (RFG) como nos que ndo possuiam fonte primaria de carbono (RF). Verificou-se redugao
em relagdo ao primeiro lote desmontado (1 dia) de 57% e 69%, respectivamente, para os reatores RFG ¢ RF e a
concentragdo de fenol chegou a niveis ndo detectaveis pelo cromatografo no 189 dia.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos, Fenol, Tratamento Bioldgico, Reatores Batelada.

INTRODUGAO

Fenois sdo compostos recalcitrantes que estdo presentes em diversos despejos industriais, como os das industrias
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farmacéuticas e téxteis, em pesticidas (Iniesta et al., 2001), na fabricagdo de resinas (fendlicas, epdxicas e poliamidas)
e de papel, em efluentes de fundi¢des de metais, conversdo de carvdo, refinarias de petrdleo (Caza et al, 1999) e do
beneficiamento da castanha de caju (Santaella, 1999). Os compostos fendlicos sdo considerados, entre os residuos
organicos, os de maior potencial poluidor, devido suas caracteristicas 4cida, toxica e bactericida, e exigem tratamento
antes de seu lancamento em corpos receptores (Bolafios — Rojas, 2001).

Compostos fendlicos sdo encontrados em aguas residudrias industriais nas mais diferentes concentragdes e despejos
sanitarios possuem fenol em concentragdes trago pouco acima de 1000 p g/L, nivel este considerado toxico (Rao e
Viraraghavan, 2002). Nas aguas residudrias domésticas, os fendis sdo provenientes, principalmente, do uso de
germicidas e desinfetantes; e sdo detectados na urina e nas fezes (Bolanhds — Hojas, 2001).

Contudo, a contaminacdo de 4gua destinada ao consumo por compostos fendlicos, & concentragdo de 1 p g/L, além de
acarretar problemas de gosto e odor, pode causar sérios danos a satide humana e levar a morte (Rao e Viraraghavan,
2002).

Fungos tém sido amplamente empregados na biotecnologia de muitos processos, incluindo produgio de enzimas, de
acidos industriais, antibidticos ¢ de produtos alimenticios (Carlile ¢ Watkinson, 1994). Porém, nas duas 0ltimas
décadas cresceu o interesse na utilizagdo destes versateis microrganismos na area de Saneamento Ambiental,
particularmente no que se refere aos processos de biorremediacdo e tratamento de efluentes industriais, como se
observa nos trabalhos de Kapoor et al (1999), Fu e Viraraghavan (2001) e Rao e Viraraghavan (2002).

O uso de fungos desponta como nova tecnologia de biotratamento de efluentes liquidos. Apesar dos poucos trabalhos
existentes na area (Kotterman, 1998; Santaella, 1999; Al Malah et al, 2000; Sampaio, 2002, Rodrigues e Santaella,
2003), particularmente no Brasil, os resultados obtidos sdo bastante positivos quanto a utilizagdo desses
microrganismos no tratamento de diversos efluentes, incluindo os que possuem em sua composi¢do substancias
recalcitrantes.

A potencialidade de se empregar fungos para o tratamento de substancias recalcitrantes ¢ devido a producdo de grande
numero de enzimas extracelulares como proteases, celulases, ligninases, lactases, entre outras cuja acdo torna os
organopoluentes mais acessiveis para biodegradagao (Garcia-Pefia et al., 2001).

Pode-se também citar como indicadores de viabilidade do processo de tratamento por fungos a capacidade desses
microrganismos de suportarem possiveis choques na concentrag@o da carga organica a eles submetida, sua tolerdncia a
grandes variagdes de pH e temperatura ¢ ao fato de se adequarem a variagdes ¢ escassez de umidade e oxigénio
(Santaella, 1999).

MATERIAIS E METODOS

AGUA RESIDUARIA

A agua residuaria foi preparada em laboratério com a seguinte composigdo por litro de agua: 0,25 gde fenol, 2,00 g de
sulfato de amonia (NH4SO4), 1,00 g de nitrato de sédio (NaNO3), 0,20 g de fosfato dihidrogeno de potassio
(KH2POg4), 0,01 g de cloreto de calcio dihidratado (CaCly, 2Hp), 0,25 g de sulfato de magnésio (MgSO4) e 1 mL de
solugdo de elementos trago. A agua empregada foi oriunda da companhia de abastecimento de agua da cidade de Sdo
Carlos/SP. A solu¢do de eclementos trago foi preparada com 0,08 g/l de sulfato de cobre hexahidratado
(CuS04.7H20), 0,05 g/L de acido molibidico (H2Mo00Og4), 0,043 g/L de sulfato de zinco (ZnSO4) e 0,05 g/L de
Fea(S04)3, diluidos em 1L de agua destilada. O pH do meio foi reduzido de 6,35 para 4,80 pela adigdo de acido
sulfurico (5N) para deixar o meio mais adequado ao desenvolvimento pleno dos fungos.

REATORES EM BATELADA

Cingiienta e quatro recipientes cilindricos de vidro, com volume de 1,5L, foram vedados com tampa plastica e
empregados como reatores, os quais foram divididos em seis lotes. Cada reator recebeu 1,2 L de agua residuaria
contendo fenol. A partida do experimento ocorreu de forma simultdnea ¢ o desmonte dos reatores foi efetuado de
acordo com o cronograma apresentado na Tabela 1. Cada lote possuia 9 reatores, sendo 3 de controle (RC), 3 com
indéculo de A. niger (RF) e 3 com inoculo de A. niger e adicdo de glicose (RFG) na concentracdo 500 mg/L. Foi
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fornecido oxigénio ao meio pelo uso de aeradores de aquario.

Primeiramente, montou-se os 18 reatores com fun¢do de controle, a fim de minimizar possivel contaminagdo durante
esta etapa do experimento. Este procedimento foi realizado em capela. Assim, os reatores de controle foram
preenchidos com o volume correspondente da dgua residudria (1,2L) e, em seguida, vedados com tampa plastica que
possuia orificio para passagem da mangueira de aeragdo. O orificio foi mantido lacrado com algoddo hidrofébico até a
introdugdo da mangueira que ocorreu durante a partida dos reatores.

Tabela 1: Cronograma de desmonte dos reatores.

Lote Tempo de duracio (dias) Composiciao Numero reatores/Lote
I 1 RC 3
11 5
I 11 RF 3
v 18
A\ 29 RFG 3
\%! 36

A montagem dos reatores com fungos ocorreu apds a dos reatores de controle, na seguinte ordem: os 18 reatores RF e
depois os 18 reatores RFG. Os procedimentos de montagem foram semelhantes aos do controle, excetuando-se o que
se refere a4 manipulagdo e distribuicdo do in6culo que serd abordada no proéximo item.

INOCULO

Aspergillus niger foi escolhido por ter apresentado bons resultados no tratamento de efluentes similares (Garcia et al,
2000). O indculo foi preparado e doado pelo Instituto de Botanica de Sdo Paulo (IBt-SP), através da Profa. Dra.
Iracema Schoenlein-Crusius. A linhagem, inicialmente mantida em meio de cultura batata-dextrose-agar, foi dividida e
transferida assepticamente para placas-de-Petri contendo meio de cultura Czapek, ideal para o crescimento da espécie,
permanecendo incubada em estufa BOD (23°C) durante 7 dias para verificagdo do vigor das colonias. Em seguida,
promoveu-se a peletizagdo do micélio em erlemeyers de 500mL, com 250mL do referido meio de crescimento, os quais
foram mantidos sob agitagdo orbital (150rpm) por 10 dias. Apds este periodo, as pelotas foram assepticamente
transferidas para tubos Whatman de 100mL contendo 50mL de dgua destilada e acondicionadas para transporte até o
local do experimento.

As pelotas de Aspergillus niger, de peso imido de aproximadamente 4,00 g, foram separadas da dgua destilada com
auxilio de peneira de inox esterilizada e liquidificadas uma a uma, em 200 mL da 4gua residudria proposta. Em
seguida, foram transferidos para seu respectivo reator. O processo de liquidificagdo e transferéncia ocorreu proximo a
chama do bico de Bunsen, para minimizar a contaminagao.

VARIAVEIS INVESTIGADAS

Foram investigadas as seguintes variaveis: oxigénio dissolvido (OD), pH, temperatura, glicose ¢ fenol. A variacdo da
concentragdo de fenol, ao longo da batelada, foi obtida por cromatografia gasosa (HP INNOWAX — 30 M X 0,25 MM
X 0,25 um); a determinagdo de glicose no meio através de método colorimétrico ¢ as demais variaveis, de acordo com
a metodologia descrita em APHA (1995).

Verificou-se ainda a existéncia de fenol adsorvido nas paredes da biomassa fingica. A partir de massa de peso umido
determinado, foi adicionado em tubo "racker" 1 mL de hidroxido de sdédio (IN) e 1mL de acido sulfiurico (IN). Em
seguida, os tubos com biomassa referente a cada reator, foram submetidos a ultrasom durante aproximadamente 30
minutos. Apos este tempo, adicionou-se 100p L do padrao interno (2-clorofenol), 100p L de acido sulfurico e 0,60 mL
de éter. Os tubos foram agitados em agitador de tubos vortex AP 56, sob agitacio maxima por 1 minuto, centrifugados
em centrifuga Fanem 215 a 1200 rpm durante 1 min para injecdo (1p L) no cromatografo.

Biomassa presente nos reatores do lote 6 foi submetida & microscopia Optica para confirmagao das espécies fingicas
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envolvidas.

Com relagdo a padronizacdo dos dados experimentais, haja vista terem sido obtidos em triplicata, utilizou-se o método
das medianas, ou seja, adotou-se, em ordem crescente, o valor intermedidrio.

RESULTADOS

No primeiro lote desmontado (19 dia), foi obtida reducdo de 69% nos reatores desprovidos de fonte primaria de
carbono (RC e RF) e de 57% nos reatores que receberam adig@o de glicose (RFG). No 182 dia, a concentragio de fenol
atingiu valores ndo detectaveis pelo cromatografo (concentragdo menor que 1,00 mg/L) e permaneceu assim até o final
da batelada, conforme apresentado nas Figuras 1, 2 ¢ 3, onde é mostrada a variagdo da concentragdo de fenol nos
reatores RC, RF e RFG, respectivamente.

E interessante notar que os reatores empregados como controle apresentaram mesmo percentual de redugdo de fenol
que os reatores RF apos 1 dia de experimento, o que foi atribuido a contaminag@o dos reatores de controle por fungos.
Apesar de ndo terem sido inoculados com fungos, ao proceder desmonte do terceiro lote, dos reatores de controle,
verificou-se existéncia de massa fungica.

A contaminagdo dos reatores que inicialmente tinham fung¢do de controle pode ter ocorrido durante a montagem, a
pesar de os reatores terem sido montados antes da manipulagdo do indculo e proximos a chama do bico de Bunsen.
Também ¢ provavel que, durante o experimento tenha ocorrido contaminagdo através do espalhamento de esporos
oriundos dos reatores com fungos, que nao estavam hermeticamente fechados.

Biomassa presente nos reatores do terceiro lote, reatores RC, RF e RFG, foi levada ao IBt-SP e identificada como
sendo de Aspergillus niger e Fusarium sp.. Constatou-se também a existéncia de leveduras, as quais ndo foram
possiveis de serem identificadas.
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Figura 1 — Variacio concentracio de fenol nos reatores de controle (RC).
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Figura 2 — Varia¢do da concentragio de fenol nos reatores com fungos (RF).
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Figura 3 - Variacao da concentracio de fenol nos reatores com fungos (RFG).

A rapida redugdo da concentragdo de fenol, apds um dia de experimento, poderia indicar adsor¢ao do composto pelos

microrganismos. Observa-se que nos reatores RC e RF, dos lotes 2 e 3, e RFG, do lote 2, houve elevagio da
concentragao de fenol e, assim, supde-se que o aumento da concentracido do poluente tenha decorrido de liberagdo da
parcela que se encontrava adsorvida ao micélio.

Analises da concentracdo de fenol presente na biomassa fingica do lote 6, mostraram que ndo havia fenol aderido as
paredes do micélio fungico no ultimo dia do experimento (369 dia), porém como ndo foi possivel realizar este
procedimento com biomassa dos reatores dos lotes anteriores, ndo se pode afirmar que ndo houve adsorgdo ao longo da
batelada, bem como avaliar em que grau teria ocorrido. Como no 189 dia foi alcancada a maior reducio de fenol e a
concentra¢do no meio era inferior a 1,00 mg/L, ainda que este composto se encontrasse adsorvido as paredes fingicas,
poderia haver seu consumo por parte dos microrganismos, haja vista ndo se ter detectado fenol durante a extragdo na
biomassa.

De acordo com Carlile e Watkinson (1994), a maioria dos fungos pode utilizar glicose, a qual ocupa posi¢do central em
seu metabolismo e pode causar inibi¢do de suas atividades enzimaticas, dependendo da concentragdo e da espécie
fungica. A literatura relata que os fungos, em meio que possua glicose e outra fonte de carbono, tendem a usar
primeiramente a glicose ¢ ndo ha assimilagdo do outro substrato até que a glicose seja totalmente consumida do meio
(Griffin, 1994).

Neste trabalho, verificou-se reducdo simultdnea da concentragcdo de glicose e fenol no lote 1, com diminui¢do da
concentragao de glicose de 500,00 mg/L para 270,00 mg/L e de fenol de 285,00 mg/L para 122,00 mg/L, o que refor¢a
a hipotese de que a redugdo de fenol tenha ocorrido através de processo de adsorgao.

Verifica-se ainda que nos reatores que receberam glicose (RFG), o periodo em que houve aumento de fenol,
supostamente através de desor¢do, foi menor em relagdo aos demais reatores. No final do experimento, os reatores
desprovidos de glicose e 0s que receberam este composto apresentaram a mesma eficiéncia de remogo, de modo que o
fenol atingiu concentragdo menor que 1,00 mg/L.

Houve crescimento visual de massa fingica no interior dos reatores. A redugdo de fenol foi acompanhada pelo
aumento de SSV. Nas Figuras 4, 5 ¢ 6, o perfil de crescimento de biomassa, medido através da determinagdo de SSV, e
a redugdo de fenol sdo mostrados, respectivamente, em RC, RF e RFG.

Nos reatores que receberam inéculo flingico, tanto RF como RFG, o crescimento exponencial ocorreu até o 112 dia.
Em contrapartida, nos reatores que tinham finalidade de controle, verificou-se crescimento exponencial dos fungos até
o 182 dia, quando a biomassa apresentou concentragdo de 62 mg/L. Faz-se importante ressaltar que, no caso dos
reatores RF ¢ RFG, os fungos adicionados eram oriundos de processo de cultivo, portanto ja se encontravam em
crescimento quando da partida dos reatores.
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Figura 4 — Variac¢ao de sélidos suspensos volateis (SSV) e reducio de fenol nos reatores de controle (RC) com
base nos valores intermediarios.
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Figura 5 — Variacao de so6lidos suspensos volateis (SSV) e reducao de fenol nos reatores com fungos (RF) com
basenos valores intermediarios.

Os reatores com fungos (RF ¢ RFG) e de controle (RC), apds, respectivamente, o 112 ¢ 182 dia, apresentaram
decaimento de biomassa tipico da fase endégena, a qual ¢ resultado de exaustio de nutrientes no meio (Carlile e
Watkinson, 1994).

O aumento no valor de SSV, observado no ultimo dia da batelada nos reatores de controle (RC) e com fungos e glicose
(RFG) poderia indicar novo ciclo de crescimento dos fungos, motivado pela liberagdo de nutrientes durante a fase de
endogenia.

Com relagdo a produgdo de biomassa, os maiores valores foram alcangados pelos reatores que receberam adigdo de
glicose. No 119 dia (lote 3), ao atingir o méximo valor da fase de crescimento exponencial, os reatores RFG
apresentaram 30% a mais de biomassa em relagao aos reatores RF. Paralelamente, neste lote, os reatores que receberam
glicose obtiveram 66% de redugdo de fenol, enquanto os reatores RF e RC obtiveram reducdo de 47,00% e 28,50%,
respectivamente.
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Figura 6 — Variacio de solidos suspensos volateis (SSV) e reducio de fenol nos reatores com fungos e glicose
(RFG) com base nos valores intermediarios.

Verificou-se também que a biomassa presente em RFG mostrava-se mais compacta, com o micélio aglutinado,
formando uma s6 massa dentro do reator. Nos reatores RF, a biomassa encontrava-se dispersa no meio liquido. Supde-
se que o uso de glicose poderia ter favorecido a aglutinagdo dos microrganismos.

A temperatura durante o experimento em batelada variou de 18 a 24°C. Na Figura 7, apresenta-se a variacdo do pH nos
reatores RC, RF ¢ RFG ao longo da batelada, tendo-se como base os valores intermediarios. O pH do meio diminuiu
até o 182 dia (quarto lote), quando a concentragdo de fenol atingiu niveis ndo detectaveis pelo cromatoégrafo. Em todos
os reatores, o pH chegou a valores muito baixos (entre 3,00 e 3,50), como resultado do metabolismo fingico durante a
utilizagdo dos compostos presentes na agua residuaria. Verifica-se que nos reatores que receberam glicose a queda do
pH foi mais rapida nos trés primeiros lotes em relagdo aos outros reatores.

Na Figura 8, mostra-se a variagdo do oxigénio dissolvido (OD). Nos reatores desprovidos de fonte primaria de carbono,
o0 oxigénio dissolvido variou, respectivamente, paraRC e RF, de 8,10 a 7,10 mg/L e de 8,4 a 6,5 mg/L. Para os reatores
RFG, o oxigénio dissolvido no meio apresentou variagdo de 8,10 a 6,60 mg/L. O menor valor de OD (6,5 mg/L)
ocorreu quando da maior redugdo da concentragdo de fenol, indicando o uso de compostos pelos microrganismos.
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Figura 7 — Varia¢ao de pH nos reatores de controle (RC), com fungos (RF) e com fungos e glicose (RFG) com
base nos valores intermediarios.
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Figura 8 — Varia¢ao de OD nos reatores de controle (RC), com fungos (RF) e com fungos e glicose (RFG) com
base nos valores intermediarios.

CONCLUSOES
Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:
Foi observada redug@o da concentragdo de fenol em todos os reatores empregados (RC, RF e RFG);

Houve contaminagdo dos reatores com fungos (RF e RFG) por outras espécies que ndo Aspergillus niger, tendo-se
identificado entre elas Fusarium sp. Verificou-se também presenga de leveduras, as quais ndo foram possiveis de
serem identificadas. Os reatores de controle (RC) também apresentaram em seu interior as referidas espécies, embora
as mesmas nao tenham sido inoculadas nestes reatores;

Como a pesquisa encontra-se em fase laboratorial, a fim de se minimizar os riscos de contaminagao, ha necessidade de
empregar sistemas de vedagdo mais eficientes, bem como utilizar agua esterilizada para preparo da adgua residudria,
recomendando-se ainda disposi¢do dos reatores em camara de fluxo laminar e realiza¢do da batelada em separado para
os reatores com fun¢do de controle;

Verificou-se crescimento de biomassa fungica, observando-se fases de seu crescimento ao longo do experimento e
ocorreu diminui¢do de SSV, ap6s a remogdo da maior parcela de fenol;

A redugdo de fenol observada no lote 1 pode ser atribuida a adsor¢do, a qual foi seguida de desorcao e assimilagao do
fenol pelos microrganismos.

Apb6s o primeiro dia de experimento, nos reatores RFG, o periodo em que houve aumento de fenol foi menor em
relagdo aos demais reatores;

Nos reatores com fungos que receberam adigdo de glicose (RFG) foi maior a produgdo de biomassa, a qual apresentou-
se aglutinada e formou massa compacta, enquanto nos que ndo receberam glicose, a biomassa encontrava-se dispersa
no reator.

No final do experimento, os reatores desprovidos de glicose (RC e RF) e os que receberam este composto (RFG)
apresentaram a mesma eficiéncia de reducdo de fenol, de modo que o poluente atingiu concentragdo menor que 1,00
mg/L (182 dia).
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