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A DINAMICA DE POPULACOES MICROBIOLOGICAS NA
ESTABILIZACAO AEROBIA DE RESIDUOS ORGANICOS
DE FECULARIAS DE MANDIOCA &

Samuel Murgel BRANCO

No presente trabalho foi estudada a biologia da estabilizacio aerdébia de re-
siduos da extracdio industrial de amido e farinhas, das raizes de «mandioca bra-
va» (Manihot esculenta), planta nativa do Brasil e de grande importancia eco-
nomica dado seu alto valor nutritivo. Os residuos liquidos dessa extracdo apre-
sentam elevado teor de matéria orginica proteica e possuem dcido cianidrico,
sendo inconveniente, por essas razdes, seu lancamento aos rios sem prévia es-
tabilizacio. Essa estabilizaciio tem sido obtida, satisfatériamente, por intermé-
dio de instalacdes de valos de oxidacdio. Os objetivos almejados com o estudo
da biologia do sistema eram, principalmente: 1. Conhecer a composicio biolé-
gica e a estrutura microscépica dos flocos formados por aeracfio; 2. Determi-
nar as causas e, eventualmente, o processo de correcio do fenémeno do intu-
mescimento do 16do («bulking») que freqiientemente ocorre nessas instalacdes;
3. Determinar a seqiiéncia de populacdes microbiolégicas que se desenvolvem
no decorrer do processo de estabilizacio, de modo a possibilitar o contrile mi-
croscépico da eficiéncia do sistema de tratamento. Através da aeraciio do re-
siduo, em laboratério e comparando os resultados da andlise microseépica com
os dados- que permitiam verificar a evolucio do processo de estabilizacfio, foi
possivel obter-se os seguintes resultados: 1. Os flocos sio constituidos de uma
massa biolégica em que predominam fungos filamentosos (Fig. 2). 2. Esses
flocos, sendo poucoe compactos, originam o fendémeno do intumescimento. 3. A
adicio de fésforo ao sistema produz modificacio radical na biologia e na es-
trutura dos flocos, determinando predomindneia de bactérias, formacio de flo-
cos compactos e desaparecimento do fenédmeno de intumescimento (Fig. 1; Fig.
2¢). 4. Foi estabelecida a seqiiéncia de microrganismos bem como as suas re-
lagdes de natureza ecolégica com as distintas etapas na evolucio do processo
de estabilizacio de modo a permitir o reconhecimento microscépico dessas eta-
pas e contrdle do funcionamento e eficiéncia do sistema (Fig. 3).

INTRODUCAO

O fabrico de farinhas e exiracio de
amido de raizes da chamada “mandioca
brava” ou “mandioca amarga” (Manihot
-esculente) outrora, como ainda hoje na
maior parte do territério nacional, é rea-
lizado em pequenas industrias domésticas,
geralmente por processos muito primiti-
vos. Atualmente, entretanto, a sua pro-
ducdo em larga escala, através de um
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processo realmente industrial vem assu-
mindo importincia, com o aparecimento
das grandes fecularias (fabricas de fari-
nha e de raspa) e amidonarias (indis-
trias extrativas de amido) no Estado de
Sao Paulo e em alguns outros Estados da
Federagdo. Como conseqiiéncia da con-
centragdo da produtividade em areas res-
tritas, surge o problema da polui¢io das

‘(1) Da Disciplina Auténoma de Hidrobiologia da Faculdade de Higiene e Satde Publica da
USP, com subvencdo da Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo.
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aguas receptoras dos refugos resultantes
do processamento da mandioca, detritos
&stes particularmente nocivos nido sé pela
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)
de que s@o causa, como também pelas ele-
vadas concentragbes de acido cianidrico
que os caracterizam, Véarias tentativas de
tratamento biolégico désses residuos re-
sultaram infrutiferas, até que HEss?
(1962) obteve, experimentalmente, a sua
estabilizacio através da aeragio prolon-
gada. Esse principio foi aplicado na pra-
tica, pelo mesmo autor, para tratamento
de residuos de inddstrias extrativas em
varias cidades do Estado de Sdo Paulo,
sendo usado, geralmente, o sistema de
Valos de Oxidacao.

O estudo pormenorizado, do mecanis-
mo bioquimico da estabilizagio dos sub-
-produtos da mandioca merece interésse
especial, entre nés, por duas principais
raz6es: A primeira, por ser essa uma
fonte de amido quase exclusiva e caracte-
ristica de nosso meio. Segundo HoeHNE ®
(1939) a mandioca é originaria do Brasil,
possivelmente de Minas Gerais ou Bahia,
onde podem ser encontradas ainda em es-
tado selvagem, 130 das 160 espécies co-
nhecidas do género Manihot. Essas plan-
tas teriam sido cultivadas e selecionadas
pelo nativos e, daqui, irradiado, hi mui-
tos séculos, para outras areas tropicais da
América do Sul, tendo como limite extre-
mo sul, o Paraguai. A segunda razio re-
laciona-se com o fato de, como fonte de
amido, esta apresentar a peculiaridade de
ser extremamente toxica, o que triz con-
seqiiéncias ndo s6 para o processo de ex-
tragdo -como, principalmente, para o des-
tino a ser dado aos residuos resultantes do
seu processamento. Esses residuos, con-
tendo ainda &cido cianidrico em concen-
tragles da ordem de 250 mg/l1¢ podem
ser extremamente nocivos aos peixes; por
outro lado, se submetidos a tratamento
biologico, poderdo alterar profundamente
o quadro ecoldgico, determinando, em eta-
pas primarias da estabilizacio, a selegdo
de microrganismos resistentes ou até ca-
pazes de utilizar o acido cianidrico como

alimento, assunto que sera estudado mais
pormenorizadamente em trabalhos futu-
rOS.

No presente trabalho procuraremos es-
tabelecer a natureza e estrutura micros-
copica do floco biolégico formado por
aeragdo, bem como a seqiiéncia de grupos
de microrganismos que se vdo sucedendo
no meio aerébio constituido pelo residuo
liquido da extragio, aerado mecénicainen-
te, 3 medida que &sse substrato vai sofren-
do as modificagbes de natureza fisico-qui-
mieas caracteristicas da chamada “esta-
bilizacdo bioquimica”. Esse estudo qua-
litativo da dindmica das populagGes micro-
biolégicas, a par de revelar situagbes eco-
légicas de interésse tedrico, possibilita
uma evidente aplicagdio pratica, que é a
de permitir o reconhecimento de etapas
dessa estabilizagdo, através do quadro mi-
croscopico e, dessa maneira, evidenciar,
rapidamente, falhas ou deficiéncias exis-
tentes no sistema.

A bibliografia sobre dindmica de popu-
lagSes microbiolégicas em sistemas de 16-
dos ativados é extremamente escassa.
Hawkes ¢ (1963) e também McKinNEY 1°
(1962) resumem os principais dados de
que se dispde a respeito. De acérdo com
éstes, desenvolve-se, no decorrer do pro-
cesso de eslabilizagio, uma sucessio de
microrganismos correspondentes as carac-
teristicas de distintos ambientes ecolbgi-
cos que se vao substituindo no tempo.
Bactérias geralmente heterétrofas (com
excecdo de nitrobactérias) ocupam, ge-
ralmente, um nicho fisico constituido pe-
lo floco, que é o primeiro e o principal
elemento ativo, adsorvente-oxidante, no
processo de depuragio e que sedimenta-
do em massas, constitui o chamado 16do
biolégico ou lddo ativo. As espécies bac-
terianas predominantes variam muito, de
acordo com a natureza do despejo a ser
tratado, a ponto de terem os flocos as
mesmas caracteristicas morfolégicas e bio-
quimicas quando se desenvolvem em re-
siduos contendo compostos organicos es-
truturalmente analogos. Assim, os flocos
desenvolvidos em ambiente contendo
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quaisquer tipos de pentoses, sdo sempre
idénticos, porém, distintos dos que se
formam em presenga de hexoses ENGEL-
BRECHT & McKinNEY ¢ (1957). Uma
vez formados os flocos, éstes serdo (ao
contrario do liquido antes de flocular)
suficientemente ricos em proteinas de mol-
de a permitir um maijor desenvolvimento
de bactérias proteoliticas que passam a
predominar sdbre as nao-proteoliticas
ALLEN?' (1944). A ndo existéncia de
suficiente propor¢ao de compostos nitro-
genados ou a presenga de elevadas concen-
tragbes de carbohidratos no meio pode
resultar na proliferagdo e predominancia
de organismos indesejaveis, tais como as
bactérias filamentosas do género Sphaero-
tilus e fungos, responsaveis pelo fendéme-
no conhecido por intumescimento do lédo
(“bulking”), ou seja, formagdo de um
16do ativo muito volumoso, de elevado
teor de umidade e pequeno péso especifi-
co e que, por &sse motivo, tende a ser le-
vado com o efluente.

Com relagéo a sucessdo de prolozodrios
e microrganismos de maiores dimensoes,
observa-se também, seqiiéncia idéntica.
Neste caso, parece que o principal fator
ecolégico a determinar a evolucéio da po-
pulacio refere-se mais & natureza fisica
dos substratos nutritivos que, propriamen-
te, & sua composi¢do quimica. Protozoa-
rios saprozoicos — especialmente rizopo-
dos e flagelados — que disputam com as
bactérias o alimento existente na forma
solivel, inicialmente predominante no
ambiente, ddo lugar a uma predominan-
cia de séres holozoicos que se nutrem das
proprias bactérias. Entre éstes, desenvol-
vem-se primeiramente ciliados que se lo-
comovem livremente no meio liquido, os
quais, entretanto, sendo muito exigentes
quanto ao valor energético do meio, dada
sua grande motilidade, entram em decli-
nio, quando as fontes energéticas passam
a se tornar escassas. Seu lugar é entdo
ocupado por ciliados sésseis, peritricos.
Finalmente, em estagios muito avancados
da estabilizagdo, quando o nivel energé-
tico do meio cai a valéres relativamente
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baixos, podem surgir em grandes niime-
ros, microrganismos de maior talhe, tais
como rotiferos e nematoides ou até lar-
vas de insetos como quironomideos, os
quais se alimentam de fragmentos de flo-
cos ou mesmo de protozoarios.

Trabalhos recentes tém contribuido pa-
ra a compreensio de alguns aspectos da
dindmica das populacdes bacterianas co-
mo funcgdo da vazdo de liquido circulante
(CasseLL, Surzer, Lams I1I%2, 1966).
Com relagdo a populagdo de protozoarios
ciliados, trabalhos de Curps & VANDYKE®
(1966) vieram elucidar vario- pontos de
importancia, referentes a preaomindncia
de diferentes espécies de ciliados em fun-
¢do da existéncia ou predominincia de di-
ferentes espécies bacterianas. Esses auto-
res puderam verificar que bactérias. nor-
malmente presentes em sistemas de 16dos
ativados, podem exercer distintas agées fi-
sioldgicas quando ingeridas por distin-
tas espécies de protozoarios, como unica
fonte de alimento. Assim, por exemplo,
Escherichia coli é téxica a Paramecium
coudatum; “desfavoravel” a Vorticella
microstoma e a Opercularia coarctata,
mas favorece a proliferagdo de Epistylis
plicatilis e Histriculus vorax. Essa “pre-
feréncia” manifestada pelos ciliados, com
relagio as espécies bacterianas que inge-
rem parece comprovar a existéncia de uma
estreita correlagio entre a dindmica das
populagbes bacterianas e os protozoarios
holozoicos, no processo de estabilizacdo
biolégica de residuos.

MATERIAL E METODOS

No que se refere ao método de obten-
¢do do residuo orgénico a ser tratado e
ao processo de aeracdo, a técnica seguida
foi, em linhas gerais, a mesma utilizada
por HEss? (1962) em seu trabalho pio-
neiro: pedagos de raiz de “mandioca bra-
va” (Manihot esculenta) foram tritura-
dos com agua em um liquidificador, dei-
xando-se repousar, durante varias horas,
para sedimentacéo e eliminacdo do amido.
O liquido resultante, de composicfo idén-
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tica ao residuo proteico derivado do pro-
cessamento normal das fecularias de man-
dioca, era entdo submetido & aeracio com
auxilio de um aerador comum, de aqua-
rio, apés ser inoculado com pequena pro-
porgdo de 16do ativo retirado dos valos
de oxidacdo de uma instalagdo em funcio-
namento na cidade de Mogi Mirim, Estado
de Sdo Paulo. Esse residuo liquido é rico
em proteinas vegetais (“gluten”) e pos-
sui aspecto : opalescente devido a uma
pequena porcentagem de amido ndo sedi-
mentavel. Na presente experiéncia, o re-
siduo -em processo de tratamento foi man-
tido, durarie todo o tempo, em incubadei-
ra de temperatura constante (20°C). Dia-
riamente eram retiradas, dessas amostras,
aliquotas destinadas 3 realizacdo dos se-
guintes ensaios:

1. Volume do lédo: aliquotas de 100
ml eram colocadas em provetas graduadas
e deixadas em repouso por espago de meia
hora e uma hora, anotando-se o volume
de 16do constituido pelos flocos biolégicos
formados no processo de estabilizagao.

2. Teste de esiabilidade relativa — O
teste de estabilidade ao azul de metileno
(StaNDARD Methods for the Examination
of Water and Waste Water ¥, 1960) era
utilizado tendo em vista avaliar empirica-
mente o grau de estabilizagio atingido pe-
lo residuo em fase de aeragio. Dada a
simplicidade de sua execugio e tendo em
vista tratar-se sempre de residuos de idén-
tica composigdo, pareceu-nos ser ésse mé-
todo, no presente caso, perfeitamente ade-
quado a apreciagdo da evolugio do pro-
cesso de estabilizacdo, assim como & ava-
liagio do grau de nocividade potencial (re-
lativa & demanda de oxigénio) que o eflu-
ente poderia eventualmente causar a um
curso digua que o recebesse,

3. Medidas de pH — foram reali-
zadas, na maior parte das vézes, por meio
de papel indicador “Merck”. Algumas de-
terminagGes foram realizadas, comparati-
vamente, com auxilio de potenciémetro.

4. Aspectos fisicos e organolépticos —
O odor e o aspecto Gtico foram experimen-
tados diariamente, do ponto de vista qua-
litativo.

5. Exames microscépicos

a) Exames qualitativos: as amostras
eram examinadas didriamente ao micros-
copico, com a finalidade de estudar e de-
senhar a estrutura e composigdo biolégi-
ca dos flocos formados, assim como iden-
tificar os vérios tipos de microrganismos
presentes. Além das técnicas de rotina,
foi empregada na evidenciagdo de carac-
teres morfolégicos de protozoarios, uma
solugdo de “Separan NP-10” descrita co-
mo um polimero sintético de uma amida
do 4cido acrilico, de elevado péso mole-
cular, a qual é empregada como auxiliar
da floculagio no processo de tratamento
de aguas, Dada a alta viscosidade e
transparéncia désse composto, ocorreu-nos
utilizd-lo como “freio” a rapida movimen-
taco dos ciliados, possibilitando sua me-
lhor observagdo. A sua presenca no meio
revelou-se praticamente inécua do ponto
de vista fisiologico, aos ciliados, ndo pro-
duzindo sua morte ou modificacdes de for-
ma, a ndo ser para algumas espécies que,
apés alguns minutos, passaram a encis-
tar-se.

b) Determinages quantitativas: esti-
mativas do niimero dos varios microrga-
nismos presentes eram obtidas, através de
contagens por campo, em uma géta de vo-
lume conhecido, colocada entre lamina e
laminula. Para densidades muito gran-
des, foi empregada a sub-divisdo do cam-
po, com auxilio de reticulos quadricula-
dos adaptados a ocular do microscépio.

RESULTADOS

1.  Ewvolugdo do processo de estabilizagdo

Em 8 meses consecutivos de experién-
cias e observagdes foram obtidos varios
ciclos completos, do processo de estabili-
zagdo, os quais diferem muito pouco en-
tre si, no que diz respeito a suas caracte-
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risticas principais. Em linhas gerais, &s-
ses ciclos, do ponto de vista fisico e qui-
mico, parecem, ainda, idénticos ao que
Hess” (1962) descreve sumariamente,
com excecio do fendmeno de intumesci-
mento, que ndo ocorreu na fase experi-
mental de seu trabalho, provivelmente em
virtude de terem sido empregadas, como
inoculum, amostras de 16do ativo de esta-
¢Oes de tratamento de esgotos domésticos,
o que provavelmente enriquecia o meio
em nutrientes minerais.

Os principais elementos fisico-quimicos
que nos permitiram avaliar as sucessivas
etapas do processo de estabilizacio foram:

a) Odor: Depois de passadas algu-
mas horas desde a trituracdo da mandio-
ca para preparo do liquido a ser utiliza-
do na experiéncia, observa-se com intensi-
dade crescente, um odor cianidrico, em pH
entre 4 e 5 devido, provavelmente, & hi-
drélise da amigdalina que é o glicosidio
cianogenético presente nas rajzes frescas
do vegetal. Com o passar dos dias, em
processo de aeracdio, ésse odor é substitui-
do pelo cheiro caracteristico de “leite azé-
do”, o qual se mantém, via de regra, inal-
terado, até o 2.° ou 3.° dia de aeracdo,
coincidindo com um pH situado em torno
de 5,0. Em seguida, éste dia lugar ao
odor tipico de “moéfo”, ou intermediario
entre méfo e solo molhado, que caracte-
riza uma rapida elevacdo do pH além de
outros acontecimentos de natureza quimica
e biolégica indicativos de franca estabili-
zagio do meio. Algumas vézes €sse odor
se altera ou se associa ao odor tipico de
magca e, sempre que a estabilizacio atinge
um grau muito elevado, desprende-se chei-
ro amoniacal, coincidindo com pH em tor-
no de 9,0.

b) pH: Durante os primeiros 2 a 3
dias de aeragfio, o pH mantem-se em tor-
no de 5,0 para em seguida subir rapida-
mente a um valor préximo de 6,5 e, ja no
4.° dia, atingir valores situados em redor
de 8,0, que se mantém, com ligeiras osci-
lagGes, até que, obtido o grau maximo
de estabilizagio, a citolise bacteriana e
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conseqiiente liberacio de matérias nitro-
genadas leva 3 formagio de amdnia, ele-
vando o pH a valores mais altos. FEssa
altima etapa néo ocorre, entretanto, quan-
do o meio é re-alimentado periddicamen-
te com novas cargas orgnicas a serem es-
tabilizadas.

¢) Aspecio macroscépico: o extrato
liquido da mandioca é turvo, opalescente,
permanecendo com &sse aspecto, geralmen-
te até o 3.° dia de aeragdo, quando entdo
se inicia a formacdo de flocos, os quais
sedimentam com maior ou menor rapidez.
Os flocos variam de coloragdo, desde bran-
cos até pardos ou pardo-cinzentos; o liqui-
do sobrenadante mantem-se geralmente
amarelado. Os flocos apresentam textu-
ra macroscopica frouxa ou compacta, de-
pendendo das condi¢bes, como sera dis-
cutido adiante. No primeiro caso, freqiien-
temente se vém flocos pequenos que se
mantém em suspensdo, sem sedimentar.

d) Estabilidade relativa: Nos primei-
ros dias, o azul de metileno se descora no
mesmo instante em que é adicionado &
amostra. A partir do terceiro dia de ae-
racdo, via de regra, observa-se ja, uma
pequena estabilidade, permanecendo a cor
azul por cérca de 30 minutos. Somente
na segunda semana de tratamento é que
&sse valor se eleva a 24 horas, progredin-
do, entdo, rapidamente, até a estabilida-
de ideal de 20 dias, a ndo ser nos casos
em que hd intumescimento do 16do, como
serd discutido a seguir. Prosseguindo-se
com a aeragdo, e iniciada a fase de aut6-
lise celular e degenerescéncia do floco, a
estabilidade tende a decrescer novamente.

e) Volume do lédo: Na maior parte
de nossas experiéncias, os sistemas em ae-
racio ndo foram recarregados periddi-
camente com residuo fresco, pois 0 nosso
objetivo era o de apreciar tédas as eta-
pas por que passa o sistema até sua com-
pleta estabilizagio. Assim sendo, a sim-
ples medida do volume de 16do sedimen-
tado em 30 minutos ¢ em uma hora nos
pareceu suficiente para avaliar a evolu-
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cdo do sistema e a eventual existéncia de
intumescimento sem gue houvesse necessi-
dade de medir o indice de Mohlmann, ou
indice de 16do. Constitui éste um dos as-
pectos mais importantes no processo da
estabilizagio especifica dos residuos de
mandioca. Em geral, observa-se ji no
3.2 dia de aeracdo, a formacdo de lodo
constituido de flocos biolégicos de textu-
ra muito frouxa, o qual representa uma
propor¢ao de 150 a 200 ml/1, proporcao
esta que se eleva, no 4.° dia, a 400 a
500 ml/1, reduzindo-se, por adensamen-
to, a valéres situados em torno de 150
nos dias subseqiientes. A observagio mi-
croscopica désse 16do revelou ser éle for-
mado, realmente, de flocos de textura
muito frouxa, constituido predominante-
mente de um micélio de fungos filamen-
tosos, com muitos espagos intersticiais, ao
contrario dos flocos compactos, constitui-
dos sobretudo de bactérias unicelulares,
caracteristicos dos 16dos bem formados.
Esse fato levou-nos a suposicio de que o
meio ecolégico, constituido pelo residuo
liquido da mandioca, apresentasse defi-
ciéncias quanto ao teor de nutrientes in-

dispensaveis a um maior desenvolvimento
de bactérias, o que favoreceria a prolife-
racdo de fungos filamentosos. Conside-
rando a existéncia de compostos orgini-
cos suficientes para assegurar o suprimen-
to de carbono, assim como a farta aera-
¢do permitindo ambiente permanentemen-
te rico em oxigénio, os elementos faltan-
tes seriam, certamente, micronutrientes
minerais, tais como nitrogénio e fésforo
sendo provavelmente éste dltimo o fator
limitante, visto ser o residuo em questao
rico em compostos orgénicos nitrogenados
(gluten e os préprios cianetos) como ja
foi mencionado. Foi realizada, entdo, uma
série de experiéncias, em que se acrescen-
tavam, sais de nitrogénio ou de fésforo
ou ambos simultineamente, que vieram a
comprovar, realmente, a deficiéncia em
fosforo, no sistema. Resultados da adigdo
de fésforo, com relagdo ao volume de 16do
formado, podem ser apreciados nos grafi-
cos tipicos constantes da Figura 1. Re-
sultados idénticos foram obtidos ao se
adicionar fésforo na propor¢io de 10 a
15 mg de P (40 a 60 mg de Na, HPO,)
por litro, em amostras retiradas do pré-
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Fig. 1 — Formacho de 16do biolégico em amostras aeradas de residuos normais e com

adicdo de fésforo.
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prio valo de oxidagdo de uma dessas ins-
talagGes industriais, e que apresentava sé-
rio problema de intumescimento do 15do.
Essa proporcdo de fésforo foi baseada na
velagio DBO : P = 100: 0,5 a 100 : 0,7
indicada em IMuOFF ¢ (1966).

2. Microscopia.

a) Estrutura dos flocos.

Via de regra, apoés 24 horas de aera-
¢fo, o meio se apresenta ricamente po-
voado de bactérias, de forma bacilar, que
se mantém isoladamente em suspensao,
ou formando pequenos filamentos cons-
tituidos de 2 a 3 células. Estimativas
grosseiras revelaram nimeros da ordem
de 14 milhdes de células por mililitro de
amostra. O pH do meio mantém-se em
torno de 5,0 acompanhado do cheiro ca-
racteristico de leite azédo. Quando a
amostra ndo é préviamente mantida em
repouso o tempo suficiente, encontram-se
grios de amido, com didmetro varidvel
entre 7 ¢ 12 micra. Entre 24 e 48 horas,
principiam a aparecer leveduras de for-
ma tipicamente elipsoidal apresentando
um grande vaciolo além de 1 ou 2 va-
ciolos esféricos menores, com tamanho de
4,5 a 6 micra, em seu maior.eixo. O ni-
mero déssas células é da ordem de 1,5 a
3 milhdes por ml, em 48 horas, elevan-
do-se a mais de 20 milhdes/ml nos dias
subseqiientes. As primeiras hifas de fun-
gos filamentosos principiam a aparecer,
também, com 48 horas de aeracdo, em
nimero de 2 a 4 mil filamentos por ml,
isoladas, em suspensdo. Com 72 horas,
o nimero de filamentos se eleva a 15-25
mil por ml, com muitos filamentos rami-
ficados iniciando a formagdo de micélios
muito frouxos que constituem a estrutu-
ra fundamental dos futuros flocos. A par-
tir de entdo, bactérias e células de leve-
duras principiam a aderir a &sses fila-
mentos, dando origem a flocos com gran-
des espagos intersticiais, capazes de se-
dimentar, porém, formando um lédo mui-
to volumoso. A partir do 5.° dia de aera-
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¢do os flocos vAo-se tornando mais com-
pactos, com hifas mais estreitamente en-
trelacadas e com a adesdo de novos ele-
mentos, tais como cistos de ciliados, com
forma esférica e, mais tarde ciliados sés-
seis isolados ou coloniais. Na Fig. 2 estd
representada, em a, a organizacio geral
de um désses flocos em formacio e em b,
um floco j& bem formado, aos 15 dias de
aeragdo. A partir da formacio de flocos,
o namero de bactérias e de leveduras dis-
persas passa a reduzir-se rapidamente
atingindo niimeros relativamente peque-
nos aos 10-15 dias,

Esse tipo de floco, de textura frou-
xa, com um arcabougo constituido de fi-
lamentos de fungos é idéntico ao que en-
contramos em amostras colhidas em ins.
talagbes industriais de tratamento de re-
siduos de mandioca e foi o Ginico tipo que
conseguimos obter em laboratério, par-
tindo de aeragio désses residuos sem a
adicdo de nutrientes minerais. Ao mes-
mo tempo, sua presenga foi sistemaitica-
mente associada 3 formagdo de lodo in-
tumescido.

A partir de 17 a 20 dias de aeragdo
sem haver recarga orgénica, o floco passa
a degenerar. Formam-se, entdo, peque-
nos flocos que néo sedimentam, manten-
do-se em suspensdo. A turbidez da fase
liquida aumenta sensivelmente. Parece
que a autdlise das células participan-
tes do floco, a qual é certamente de-
vida 4 escassez de alimente no meio
ricamente oxigenado, leva a liberacdo
de compostos organicos soliiveis que
vilo, novamente, enriquecer o meio, cons-
tituindo substrato ao desenvolvimento de
novas bactérias livres (porém em pH mui-
to elevado, préximo de 9,0) e de um gran-
de nimero de mindsculos protozoarios
flagelados. N&o ha, porém, uma degene-
rescéncia total. Amostras que permane-
ceram no laboratério, por 6 meses, are-
jadas continuamente, exibem ainda seu
16do intumescido, constituido de flocos
que contém a mesma estrutura filamen-
tosa, no interior dos quais se observam
bactérias e cistos de ciliados. Apenas de-
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c¢) flocos nio intumesci-

3

a) floco em formacdo;b) floco j4 bem formado, intumescido (15 dias)
: dos formados quando se adiciona fésforo ao meio (15 dias).

Fig. 2 — Flocos tipicos
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sapareceram, quase totalmente, os micror-
ganismos independentes do floco e dota-
dos de atividade locomotora, que passa-
ram a ser representados por raros cilia-
dos. O pH mantém-se em térno de 6,7.

A adicdo de fésforo ao meio levou a
uma evolugdo sensivelmente diferente, do
floco, em correspondéncia ao que foi ob-
servado em relacio ao comportamento do
16do. Embora se observe, ainda, a for-
macdo de grande niimero de hifas de fun-
gos, as quais constituem o substrato fisi-
co. do floco, o niimero de bactérias que
se agrega a esses filamentos é muito
maior, preenchendo ‘quase todos os in-
tersticios, formando uma estrutura muito
mais compacta. Aos 15 dias de aeracdo,
os tilamentos de fungos praticamente de-
saparecem ou estdo totalmente encober-
tos pelas bactérias (Fig. 2c¢). Os flocos
sio muito menores, ocupando, no campo
do microscopio, areas muito menores que
os anteriores. Além disso tendem a ser
relativamente menores, também, o niime-
ro de hifas de' fungos e de células de le-
veduras, Fendémeno idéntico foi obtido
quando se acrescentou fosforo a amostras
retiradas dos valos de oxida¢do e manti-
das em laboratério, com re-cargas diarias
de residuos liquidos do processamento da
mandioca,

b) Populagbes de protozodrios

O desenvolvimento das populagbes de
protozoarios, em relagio a evolugdo do
processo de estabilizagdo pode ser visua-
lizado através das curvas tipicas repre-
sentadas esquematicamente na Figura 3.
Os seguintes grupos de protozosrios ca-
racterizam, distintas fases désse processo.

[. Flagelados — Desde os primeiros
dias de aeracdo, surgem protozoarios fla-
gelados, entre os quais predomina o gé-
nero Cercobodo, alimentando-se saprozoi-
camente de matéria orginica em solugio
ou mesmo holozoicamente, englobando até
mesmo pequenos grios de amido. Em
uma amostra colhida de um valo de oxi-
dagdo de residuos de mandioca, foi en-
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contrado, em abundéncia, o género Tre-
pomonas. Os flagelados atingem maior
nitmero (cérca de 500 organismos por ml)
por volta do 7.° dia de aeragdo, elevan-
do-se, ainda, seu nimero lentamente até o
15.° dia. A partir de entdo — e coin-
cidindo com uma involugio, ja descrita,
da estrutura dos flocos — surge uma po-
pulagio riquissima, com nameros que
chegam, algumas vézes, por volta do
22.° dia, at¢ 50.000 organismos por ml,
de flagelados muito pequenos, do género

Bodo.

II. Ciliados — Quando o meio é rico
em bactérias, e o pH principia a elevar-
-se, inicia-se intensa proliferacdo de ci-
liados de locomogdo muito rapida, entre
os quais predomina o género Colpoda,
atingindo maxima populagio por volta
do 11.° dia de aeragdo. Entretanto, ja a
partir do 4.° ou 5.° dia, coincidindo com
o inicio da floculagfo, tais organismos
passam a transformar-se, em proporcdes
cada vez maiores, em cistos de forma es-
férica, os quais aderem aos flocos, pas-
sando a fazer parte de sua estrutura. Es-
se fendmeno se verifica em escala cres-
cente, a medida  que os flocos se vio de-
senvolvendo e em que, conseqiientemente,
o numero de bactérias em suspensio —
as quais constituem seu principal alimento
— vai se tornando escasso. Via de regra,
do 10.° dia em diante, quando o name-
ro de ciliados ativos ultrapassa 40.000/ml,
o namero de cistos sobrepuja em muito o
nimero de formas ativas, fazendo com
que a curva de crescimento dessas passe
a declinar rapidamente. Esse declinio da
lugar ao “aparecimento de ciliados sésseis
peritricos cujos pedéinculos se prendem
a superficie dos flocos, ¢ cujo niimero
passa a elevar-se até atingir a casa dos
1.500/ml, por volta do 15.° dia, quando
passam, também, a declinar. Nas pre-
sentes observagBes, predominaram, entre
os peritricos, os géneros: Opercularia,
Epistylis, Pyxidium e uma forma sem pe-
dinculo que ndo pudemos identificar.
Finalmente, o declinio dessas formas —
e também degenerescéncia dos flocos —
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é acompanhada do aparecimento de no-
vas formas de ciliados livre-natantes, po-
rém gymnostomata, de dimensdes muito
maiores que os anteriores, os quais se ali-
mentam de pedagos dos flocos desfeitos,
flagelados, e até mesmo de outros cilia-
dos. Entre ésses ciliados predominam os
géneros Liotus, Amphileptus e Loxodes.

De um modo geral pbde-se observar
que a adigdo de fosforo ao meio ndo pro-
duz uma modificagio qualitativa, no qua-

"dro da populagio de protozoarios, mas
apenas uma antecipagio, no tempo, no
desenvolvimento de cada uma das formas
descritas.

¢) Microinvertebrados

Nematoides de vida livre apareceram,
pela primeira vez, a partir do 13.°-14.°
dia. Entretanto, em experiéncias ulterio-
res, em que a amostra a ser aerada era,
préviamente, semeada com 16do das an-
teriores, os nematoides passaram a apare-
cer antes, desenvolvendo-se em maior ni-
mero (cérca de 1.000/ml). Em uma das
experiéncias feitas com acréscimo de fés-
foro, surgiram a partir do 5.° dia de ae-
ragdo. Rotiferos do género Philodina apa-
receram, em nimero muito grande, em
uma das experiéncias de aeragio do li-
quido colhido do valo de oxidagdo, coinci-
dindo seu desenvolvimento com a etapa
de grande desenvolvimento dos ciliados pe-
ritricos, sésseis.

DISCUSSAO

O primeiro fato a chamar a atencio
no desenvolvimento da presente experién-
cia é o do intumescimento dos 16dos coin-
cidindo com a presenca de grande niime-
ro de fungos nos flocos. Varios autores
tém ja relacionado o fenémeno do intu-
mescimento com a presenca de organis-
mos filamentosos, especialmente bactérias
do género Sphaerotilus ¢ FINSTEIN &
HEUKELEKIAN ® (1967), revendo o pro-
blema, confirmaram a opinido de que, a
predominéncia de séres filamentosos ndo
¢ apenas coincidente, mas constitui real-
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mente a causa da pequena sedimentabili-
dade do floco. A predominancia de fun-
gos em sistemas de 16dos ativados esta ge-
ralmente associada & existéncia de pH
baixo, assim como & presenga de concen-
tracbes elevadas de carbohidratos e & de-
ficiéncia de alguns nutrientes minerais,
entre os quais se destacam o nitrogénio e
o fosforo. No presente caso, nota-se que
o pH, nos primeiros dias de aeragdo, é
realmente baixo, permitindo o desenvol-
vimento désses tipos de vegetais, em gran-
de abundincia. A adigio de fosforo ao
meio resultou benéfica, do ponto de vista
da formacio de flocos mais compactos,
pesados e ricos em bactérias, embora a
diferenca somente se fizesse sentir em eta-
pas posteriores do processo de estabiliza-
¢do. Deve ser lembrado, entretanto, que
na maior parte das experiéncias descritas,
o sistema ndo era recarregado continua-
mente com novas quantidades de residuos
orgénicos, A recarga sistemitica, depois
de formados os flocos compactos e, com a
permanente adi¢io de fésforo, leva & ma-
nutengdo do pH acima de 7, ndo permi-
tindo o reaparecimento de fungos, fato
que pdde ser verificado quando arejamos,
em laboratério, amostras colhidas dos va-
los de oxidagdo de uma instalacio indus-
trial, com substituicdo. periédica de par-
te do liquido por novas quantidades de
residuo fresco as quais adiciondvamos f6s-
foro. Nessas condigbes — que sdo mais
ou menos as condi¢bes reais de um siste-
ma de lodos ativados em funcionamento
normal — ndo ocorrem grandes variagGes
na composi¢io do meio, mantendo-se um
equilibrio constante do grau de estabili-
zagdo e, conseqilentemente, do quadro de
populagdes microbiolégicas caracteristico
désse ambiente ecolégico constante, A
adigdo de nitrogénio - fésforo, por outro
lado, proporcionou resultados idénticos
aos da simples adi¢io de fésforo, o que
indica ndo ser o nitrogénio, no caso, fa-
tor limitante, o que era de se prever, uma
vez que os residuos do processamento
da mandioca sdo ricos em nitrogénio or-
gdnico na forma de gluten, ou proteina
vegetal.
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O fenémeno do intumescimento do 16do
parece, pois, estar ligado a uma causa
de natureza estrutural do floco. Real-
mente, examinados os flocos ao microscé-
pio e comparados aos flocos normais, sem
filamentos, observa-se que, enquanto que
ésses Gltimos apresentam um aspecto ma-
cico, em que a maior parte de sua massa
é constituida por bactérias intimamente
associadas entre si e, freqiientemente in-
ter-ligadas por mairiz gelatinosa, como é
o caso dos “classicos” flocos formados por
bactérias do género Zooglea, os flocos
constituidos de fungos s@o, por outro la-
do, de aparéncia muito mais frouxa, apre-
sentando iniimeros espagos formados no
entrelagamento désses filamentos, o que
lhes comunica a aparéncia leve de um
chumago de algoddo. Tais flocos, embo-
ra tenham propriedades adsorventes pos-
sivelmente idénticas as dos demais, ocu-
pam espago muito grande e, se removidos
do meio, apresentam teor de umidade
muito maior, isto é, muito menor propor-
¢do de matéria séca. Ademais, pequenas
porgdes désses flocos chegam a destacar-
-se da massa geral de 16do e, sendo pouco
densos, sio mantidos em suspensio na
fase liquida, fazendo com que esta perma-
nega com baixo grau de estabilidade re-
lativa, FEssa fase liquida, que constitui
o efluente de uma instalacio normal de
16dos ativados, permanece, assim, com ele-
vada demanda bioquimica de oxigénio,
embora a matéria orgénica causadora des-
sa instabilidade ndo mais esteja em so-
lugdo, mas sim floculada e mantida em
suspensao.

A sucessdo observada, de microrganis-
mos no decorrer do processo de estabili-
zagdo pode ser indicativa de distintas eta-
pas dessa evolugdo. Primeiramente em
meio ao grande nimero de bactérias e
leveduras em suspensfio, existentes desde
o inicio da aeragfio, inicia-se a prolife-
ragdo muito rapida de hifas isoladas de
fungos, ainda em pH situado em tdrno
de 5. Essas hifas, depois de atingirem
certo tamanho, passam a emitir ramifica-
¢oes, dando ensejo a formacdo de peque-
nos micélios, constituidos de poucos fila-

mentos. Nessa etapa, caracterizada pela
presenga de grande quantidade de alimen-
to orginico em forma solivel, podem pro-
liferar, ja, alguns protozoarios flagelados
capazes de utilizar essa forma de alimen-
to e de viver em ambiente acido. A for-
macio dos primeiros flocos, pelo entrela-
camento de varios désses pequenos micé-
lios e adesdio, & superficie dos filamentos,
de grande nimero de bactérias e também
células de levedos, coincide com a eleva-
¢do brusca do pH do meio. O inicio e
a rapida proliferagdo dos ciliados de livre
locomog@o, que se da, também, nessa eta-
pa pode ser explicada pelo grande niame-
ro de bactérias- e levedos existentes em
suspensdo, os quais lhe servem de ali-
mento, em forma de particulas, que é a
inica forma que pode ser utilizada atra-
vés do sistema de cilios de apreensio que
caracteriza ésses séres. Seu aparecimento
em etapa anterior é dificultado, certamen-
te, pelo pH muito baixo. Uma iinica vez
em que €sses protozoarios apareceram ja
no 2.° dia de aeragio, €sse aparecimento
coincidiu com elevagio, também andmala
do pH, nésse mesmo periodo.

Na medida em que essas bactérias e
levedos em suspensdo vao desaparecendo
do meio e aderindo aos flocos em suspen-
sdo, os ciliados livre-locomotores vdo assu-
mindo a forma de cistos — que também
aderem aos flocos — o que é indicativo do
depauperamento do meio liquido, que se
val tornando insuficiente para suportar vi-
da tdo ativa e conseqiientemente tdo exi-
gente em fontes energéticas. Esse fato (o
da formagfo crescente de cistos) e o apare-
cimento imediato de ciliados fixos, pouco
ativos e pouco exigentes quanto ao valor
nutritivo do meio, é grandemente signifi-
cativo, em relacio a evolugio do processo
de estabilizacio, ou seja, a queda pro-
gressiva do valor energético do sistema.
Em uma instalacdo de l6dos ativados, em
funcionamento normal, a taxa de recar-
gas orgdnicas deve ser proporcionada de
forma a manter o sistema permanente-
mente nessa etapa, que é a de maxima
produtividade.
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O aparecimento dos flagelados livres, de
tamanho relativamente grande, indica
uma etapa ja muito avancada, caracteri-
zada por uma involugdo, do ponto de vis-
ta da estabilizacdo do sistema. A sobre-
vivéncia dos flocos, constituidos princi-
palmente de fungos e bactérias, depende,
sempre, da existéncia de certa guantida-
de de nutrientes organicos em forma so-
lavel, no meio, Submetidos a intensa ae-
ragio e portanto, em ativo processo de
respiragio ou oxidagio bioquimica, os
microrganismos que o compdem necessi-
tam quantidades proporcionalmente gran-
des de “combustiveis” a serem oxidados,
Quando éstes passam a se tornar escassos
no meio e, havendo prosseguimento da
aeracdo, €sses microrganismos passam a
um processo de ‘“‘autofagia”, oxidando
suas proprias reservas orgdnicas intrace-
lulares. Suas membranas celulares, sao,
em geral, muito resistentes a essa agdo
enzimatica, sendo as wltimas a se des-
truirem. No momento em que isso acon-
tece, o contetido celular, parcialmente di-
gerido, é novamente devolvido ao meio,
em forma de compostos orgénicos sold-
veis, acompanhados de certa concentra-
cdo de amdnia resultante da digestdo dos
compostos orgénicos nitrogenados. Esses
elementos permitem, agora, o desenvolvi-
mento de novas espécies de bactérias e
flagelados capazes de viver em ambiente
de elevado pH, nutrindo-se de compostos
soliveis. Essa degenerescéncia dos flocos
¢ acompanhada da proliferacio de gran-
des ciliados capazes de ingerirem frag-
mentos de flocos, flagelados e até mesmo
ciliados menores. Organismos que t&m o
mesmo significado so também, os rotife-
ros e, provavelmente, nematoides.

CONCLUSOES

As seguintes conclusdes resultam do
presente estudo:

1. Os residuos liquidos eriginados do

processamento da mandioca sdo suficien-
temente ricos em matéria orgédnica nitro-
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genada, para permitir o desenvolvimento
de rica popula¢do microbiolgica aerdbia,
quando submetidos a aeragio mecénica, o
que leva & possibilidade, demonstrada pri-
meiramente por Hess? (1962), de sua
estabilizagdo por ésse processo. A flora
que ai se desenvolve, em seus estagios ini-
ciais, é certamente resistente a presenca
de cianetos, que caracterizam aquéles re-
siduos, assunto que, entretanto, sera reser-
vado para futuras publicagbes. Entretan-
to, a deficiéncia em fésforo, nos residuos
da mandioca, ndo permite um desenvolvi-
mento bacteriano suficientemente grande
para impedir, por concorréncia, uma pre-
domindncia (em volume) de fungos fila-
mentosos, o que di origem ao fendme-
no de intumescimento do 16do.

2. O intumescimento do lédo esti in-
timamente correlacionado com o aspecto
fisico, microscépico, dos flocos, de textu-
ra muito frouxa, formado por microrga-
nismos filamentosos. Tais flocos sdo mui-
to volumosos, contendo elevada porcen-
tagem de dgua nos intersticios ou “vazios”
que resultam do entrelacamento das hifas
de fungos. A introducio de maior con-
centracdo de fosforo no sistema, leva ao
aumento da densidade de bactérias no
floco, desaparecimento progressivo dos
fungos, resultando diretamente disso, a
formacdo de flocos mais compactos e pe-
sados e corregdo do fendémeno do intu-
mescimento,

3. Observa-se uma seqiiéncia bio-di-
nimica caracterizada por quadros micros-
copicos sucessivos de estrutura e aparén-
cia perfeitamente distintas, no decorrer
da evolucio do processo de estabilizacdo,
os quais poderiam ser sumariamente des-
critos da seguinte forma: a) bactérias,
levedos, hifas isoladas, flagelados, caracte-
rizando uma fase de baixo pH e abun-
dincia de matéria nutritiva solavel; b)
ciliados livre-locomotores, caracterizando
clevag@o progressiva do pH e grande abun-
dancia de alimento na forma de parti-
culas diminutas (bactérias e levedos);
c¢) ciliados encistados, formagdo de flo-
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cos, ciliados sésseis, caracterizando am-
biente de alta estabilidade, e baixo valor
energético; d) flagelados miniisculos, pH
muito elevado, ciliados 'livre-locomotores
muito grandes, rotiferos e nematoides, ca-
racterizando degenerescéncia dos flocos
por autélise das bactérias e outros mi-
crorganismos que o compdem, e queda da
estabilidade do sistema.

4. Um sistema de 1ddos ativados des-
tinado ao tratamento de residuos désse
tipo, deveria ser mantido permanentemente
no estagio ¢ acima descrito, através da apli-
cagio de recargas orginicas adequadas e
adigdo de fésforo, a fim de se obter maxi-
ma produtividade, evitando, ao mesmo tem-
po, pérda de DBO pelo fenémeno do in-
tumescimento do 16do. O contréle mi-
croscopico da eficiéncia do sistema ndo s6
é possivel e desejavel, como até mesmo
demonstrou ser o mais adequado, no pre-
sente caso.

SUMMARY

Tu the present paper, the biology of
aerobic stabilization of proteinaceous
wastes from starch extraction and manioc
meal manufacture from “mandioca bra-
va” roots is studied. “Mandioca brava”
(Manihot esculenta) is a native plant of
great economic importance in Brazil.
" Wastes from this manufacture have high
concentration of organic matter and cya-
nide and so they are improper to be dis-
charged into rivers without previous sta-
bilization.  This stabilization has been
achieved successfully through oxidation
ditches treatment. The main purposes to
be attained with these biological studies
were: 1. to know the biological compo-
sition and the microstructure of the flocs
obtained by aeration; 2. to determine
the causes and eventually the process of
correcting the bulking which often appears
in these systems; 3. to know the se-
quence of microbiologic populations which
appear during the stabilization process in
order to make possible the use of micros-

copy to contro] effectiveness of the treat-
ment, Aeration of the waste was done in
the laboratory and results of the micros-
copic examination were compared with
the data as: pH, odor, amount of sludge
and relative stability as indicators of the
stabilization process evolution. The follo-
wing conclusions are attained: 1. The
flocs are formed of a biological mass
where filamentous fungi and yeast cells
predominate (Fig. 2); 2. These flocs
are loose and so, responsible for the
bulking; 3. Addition of phosphorus to
the system produces complete biological
modification and changes the microstruc-
ture of the flocs, It produces more fa-
vorable conditions to bacteria growth and
a heavier floc results (Fig. 1, Fig. 2¢);
4. The sequence of microscopic organisms
as well as their ecological relation with
different steps of the process are stablished.
So it was possible to recognise those
steps by microscopic examination and to
control the effectiveness of stabilization
(Fig. 3).
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