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Resumo

Foi estudada a eficiéncia da remogéao de nitrogénio e fosforo do efluente de industria de castanha de caju, por uso de reator aerébio em batelada com indculo
de Aspergillus niger AN400. O reator recebeu 5 L de agua residuaria, acrescida de glicose, na concentragdo de 1 g.L' (Etapal) e de 5 g.L! (Etapa Il). Cada etapa
teve seis ciclos operacionais, cada um com tempo de reacéo total de sete dias. Os valores de pH dos efluentes na Etapa | variaram de 6,4 a 8,7 e na Etapa
Il, de 3,1 a 7,0. Durante a Etapa Il, o reator alcangou bons resultados para remogéao de nutrientes sem acimulo de sua concentragao no meio: 49% de fésforo
total, 60% de ortofosfato, 79% de amonia, 78% de nitrato e 90% de nitrito, indicando que a menor liberagao de nutrientes pelos micro-organismos ocorreu na

presenca de concentracéo elevada de glicose.

Palavras-chave: Aspergillus niger; batelada sequencial; fésforo; nitrogénio.

Abstract

It was studied the removal efficiency of nitrogen and phosphorus from effluent of a cashew nut industry by using an aerobic reactor operated in repetitive batch,
inoculated with Aspergillus niger AN400. The reactor was fed with 5 L of wastewater, supplemented with glucose in the concentration of 1 g.L.' (Phase I) and 5
g.L" (Phase Il). Each phase had six operational cycles, with total reaction time of seven days per cycle. The pH values of the effluents in Phase | varied from 6.4
to 8.7 and in Phase I, it varied from 3.1 to 7.0. The reactor achieved good results of removal without nutrients accumulated in the medium, during Phase II: 49%
to total phosphorus, 60% to orthophosphate, 79% to ammonia, 78% to nitrate, and 90% to nitrite, indicating that the lesser release of nutrients by microorganisms

occurred in the presence of higher glucose concentration.
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Introdugao

O cajueiro é considerado uma planta nativa do Brasil e a cul-
tura do caju (Anacardium occidentale L.) é amplamente praticada no
Nordeste brasileiro, sendo a castanha de caju um produto de exporta-
¢do que enriquece a economia da regiao (SEVERINO, 2008).

Entretanto, o beneficiamento da castanha de caju tem também
como resultado a geracao de residuo perigoso para o meio ambiente,
pois as etapas de beneficiamento do produto — prensagem, armazena-
gem, secagem, classificacio, lavagem, extracéo do liquido da castanha
de caju (LCC) e descortinagem — produzem efluentes potencialmente
poluidores, pois sdo ricos em matéria organica e compostos fenolicos
de persisténcia elevada, potencialmente cancerigenos e mutagénicos
(SOUZA, 2005; MOHOD; KHANDETOD; POWAR, 2008).

Os principais compostos fendlicos presentes nesses efluentes
sd0 o acido anacardico (60 a 65%), cardois (10 a 20%) e cardanois
(10%), os quais sao lipidios fenois de cadeias carbonicas longas (satu-
radas e ndo-saturadas), ndo-isoprenoides, sendo oriundos do liquido
extraido da castanha (RODRIGUES FILHO, 2010).

O acido anacardico é derivado do acido orto-hidroxibenzoico,
substituido na posicdo 6 por uma cadeia lateral. Os carddis sao oriun-
dos do 1,3-dihidroxibenzeno e 2-metil-1,3-dihidroxibenzeno e o car-
danol do hidroxibenzeno, substituido por uma cadeia lateral ligada
a0 carbono 3, sendo inibidores de varias enzimas, tais como desi-
drogenases e tironases, apresentando efeito bactericida (SEVERINO,
2008).

O percentual desses compostos depende do tipo de processo de
extracdo do LCC, que pode ser artesanal (panelas de ferro perfuradas
no fundo, aquecidas até a liberacao do liquido) ou industrial (ruptura,
forno e solvente). Os acidos anacardicos sdo instaveis termicamente
e sdo facilmente descarboxilados durante o processo de extracdo a
quente utilizado na producao da améndoa. Apos a descarboxilacao,
0 LCC natural passa a ser denominado LCC técnico e apresenta uma
composicao de 70 a 75% de cardanol, 15 a 20% de cardol e 10%
de material polimérico e tracos de 2-metilcardol (FERRAO, 1995;
TREVISAN et al, 2006).

Alguns processos fisico-quimicos podem ser utilizados para a re-
mocdo de compostos fenolicos presentes em aguas residuarias, como:
adsorcdo, sistemas eletroquimicos e processos oxidativos avancados,
entre outros (POLAT et al, 2006; YAVUZ; KOPARAL, 2006; SILVA et
al, 2007; CHEDEVILLE; DEBACQ; PORTE, 2009). Porém, apesar
da boa eficiéncia dos processos fisico-quimicos, principalmente em
relacdo ao reduzido tempo reacional, estes apresentam custo mais
elevado, além de poderem gerar subprodutos tao toxicos quanto o
composto a ser removido (MOMENTI, 2006).

O tratamento biologico surge como uma alternativa, sen-
do relatado o uso de reatores anaerdobios (COLLINS et al, 2005;
RAMAKRISHNAN; GUPTA, 2006; SCULLY et al, 2006). Porém, a

concentracéo elevada de compostos aromaticos fenolicos presentes

em efluentes pode inibir a atividade das arqueas metanogénicas, o
que € contornado pela utilizacdo de pré-tratamento, geralmente com
uso de sistema fisico-quimico (KHOUFI; ALOUI; SAYADI, 2006;
AZBAR; KESKI; KATALKAYA, 2008; EL-GOHARY et al, 2009).

Em relacdo ao uso de reatores biologicos aerobios para o trata-
mento desses despejos, tem-se dado destaque ao emprego de reatores
com inoculo fungico, tendo sido reportado o uso de varias espécies,
tais como Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Fusarium oxysporium
e Phanerochate chrysosporium (STOILOVA et al, 2006; LU et al, 2009;
PARK; HONG; GADD, 2009; JAMAL; IDRIS; ALAM, 2011).

O interesse nesta tecnologia decorre da grande versatilidade dos
fungos na producao de enzimas como peroxidases e lacases, as quais
sdo potentes para degradacdo de xenobioticos, hidrocarbonetos aro-
maticos policiclicos e outros poluentes encontrados em efluentes in-
dustriais e em solo e agua contaminadas (CHBERIYAN; ABRAHAM,
2010), a partir da ruptura das moléculas de compostos de cadeia
longa, tornando-os assimilaveis pelo seu metabolismo, de modo que
esta atividade pode ser intensificada na presenca de cossubstrato de
facil assimilacao, como a glicose e a sacarose (SINGH, 2000).

Essas caracteristicas, entre outras, tém impulsionado as pesquisas
com reatores com inoculo fungico para o tratamento de efluentes, as
quais vém apresentando bons resultados, devido ao fato desses mi-
cro-organismos se mostrarem habeis em degradar muitos compostos
toxicos (PASSOS, 2006) e a sobreviverem e crescerem sob condicoes
limitantes, em meios com concentracoes elevadas de compostos per-
sistentes ao tratamento bioldgico (SANTOS; LINARDI, 2004).

A espécie Aspergilus niger, em particular, possui importante pa-
pel biotecnologico, pois € utilizada na producéo de acidos organicos
e enzimas (JERNEJC; LEGISA, 2004). No saneamento, estudos em
escala laboratorial vém comprovando a importancia desta espécie no
tratamento de efluentes contendo corantes téxteis (KIM et al, 2004;
SVOBODOVA et al, 2007), compostos fendlicos (ALLOUI et al, 2007,
KHALAE 2008), entre outros, sendo que pouco enfoque tem sido
dado a remocéo de nutrientes como nitrogénio e fosforo.

Sabe-se que o ortofosfato ¢ a forma diretamente assimilada pelos
fungos, existindo relatos de que mecanismos de assimilacao destes
nutrientes possuem estreita relacdo com o nivel do oxigénio no meio
e com o pH, sendo este afetado pela producio de acidos organicos e
pela assimilacdo de nitrogénio amoniacal (GRIFFIN, 1994).

Em condicdes aerobias, frequentemente, espécies que utilizam
nitrato, como Aspergillus niger, desenvolvem a reducao desassimila-
toria do nitrato, quando este fon estd presente no meio, sendo que
as fontes disponiveis de nitrogénio sdo convertidas a nitrogénio amo-
niacal, o que ¢ diretamente utilizado pelos micro-organismos e cujo
mecanismo de assimilacéo € influenciado fortemente pela presenca
de glicose e outros actcares (CARLILE; WATKINSON, 1994; ZHOU
et al, 2002; PEREIRA et al, 2003).

Existem poucos trabalhos sobre a caracterizacdo de aguas residu-

arias oriundas do beneficiamento da castanha de caju, estes efluentes
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podem apresentar concentracoes elevadas de nitrogénio amoniacal,
sendo encontradas concentracdes de até 86 mg.L"!, reforcando a ne-
cessidade de tratar esses despejos antes de sua disposicao no ambien-
te (SOUZA et al, 2005; SANTAELLA, 2007).

Assim, em face do grande potencial destes micro-organismos
em processos de biorremediacao, foi utilizado reator em batelada
sequencial, com biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN 400,
na condicdo de concentracdo baixa (1 g.L'!) e elevada (5 g.L'") de
glicose como cossubstrato. O objetivo deste trabalho foi determinar
a melhor concentracio desse cossubstrato, dentre as estudadas, para
obtencdo de maior eficiéncia de remocéo de nitrogénio e fésforo de
uma agua residuaria de industria de beneficiamento da castanha de
caju. A disponibilidade de glicose, como fonte primaria de carbono,
facilita a pronta producio de metabdlito intermediario que é utiliza-
do juntamente com amonio para a sintese de aminoacidos realizada
pelos fungos (PAPAGIANNI; WAYMAN; MATTEY, 2005).

Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Tecnologia
Ambiental (LATAM) do Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara (IFCE).

Imobilizacao da biomassa em meio suporte

O meio suporte empregado para imobilizacdo do Aspergillus
niger AN 400 foi manta de polipropileno, de 2 x 2 cm. A imo-
bilizacao da espécie ocorreu com a adicdo de 2 x 10° esporos.
mL" da espécie mencionada em Erlenmeyers contendo meio com
nutrientes e o material suporte, tendo sido o mesmo autoclavado
a 120°C, durante 20 minutos, para minimizar a possibilidade de
contaminacdo do material de in6culo por outros micro-organis-
mos. Este procedimento garantiria que o indculo adicionado ao
reator seria de Aspergillus niger AN 400, dando ao mesmo, uma
vantagem competitiva na partida do reator (VASSILEV et al, 1997,
NOVOTNY et al, 2010).

O meio com nutrientes foi preparado com agua destilada esté-
ril e possuia como composicdo (g.L): CHH, (5), NH,SO, 0,5),
NaNO; (0,5), KH,PO, (0,2), MgSO, (0,25), CaCl,. H,0 (0,01),
CuSO,.7H20 (0,08), HMoO, (0,05, MnSO,7H,0 (0,05),
MnSO,.7H,0 (0,05), F<>_Z(SO4)3 (0,05), ZnsO, (0,04). Em segui-
da, os Erlenmeyers foram submetidos a agitacdo em mesa agitado-
raa 200 rpm a = 28°C, durante 72 horas, sendo entao o conteudo
dos Erlenmeyers substituido por meio de igual composicao, a fim
de repor os nutrientes no meio e, posteriormente, a cada 48 horas.
Apos dez dias, a biomassa que cresceu aderida a manta suporte
foi transferida para o reator, no qual permaneceram contidas em
redes de polietileno para manté-la no interior da unidade ao longo

de sua operacéo.

A agua residuaria utilizada

O efluente utilizado na pesquisa foi proveniente da estacéo de
tratamento de esgoto de uma industria de beneficiamento da casta-
nha de caju, localizada em Fortaleza, no Ceara, sendo a coleta reali-

zada na saida da unidade de equalizacio.

Operacdo do reator em batelada sequencial

Foi utilizado um reator confeccionado em vidro, de formato
cilindrico, previamente esterilizado, com volume reacional de 5 L
(Figura 1). Em seu interior, foi adicionada a biomassa imobilizada e,
posteriormente, a agua residuaria. O meio permaneceu sob aeracéo
por uso de minicompressor de ar, do tipo “aerador de aquario”.

O reator foi operado em duas etapas em funcéo da concentracéo
do cossubstratro, no caso, a glicose. Na Etapa I, a agua residuaria
recebeu adicdo de concentracdo baixa de glicose (1 g.L'") e, na Etapa
11, a glicose foi adicionada em concentracdo elevada (5 g.L').

Cada Etapa possuia seis ciclos com duracao de sete dias, com
base nos relatos de Jiménez, Borja e Martin (2003), Singh (2006) e

Figura 1 - Reator com biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN400,
operado no regime de batelada sequencial
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Martinez-Garcia et al (2009), em relacdo a biodegradacio de com-
postos fenolicos de peso molecular elevado por fungos. Ao longo do
tempo reacional, foram retiradas aliquotas para acompanhamento da
variacdo da concentracdo de matéria organica e de nutrientes, nos
seguintes tempos de reacdo: 24, 48, 72 e 168 horas.

No inicio de cada ciclo operacional, era feita a caracterizacdo da
agua residudria. Antes de ser adicionada ao reator, a mesma era acidi-
ficada com acido cloridrico (5 N) até pH 4, objetivando criar condi-
¢ao mais favoravel aos fungos, além de se constituir em fator negativo
para a atividade de bactérias oportunistas (KYRIACOU et al, 2005,
SINGH, 2006). Foram acrescentados também ao meio solucdo nu-
triente Vishniac (1 mL.L") e o antibiotico cloranfenicol (0,05 g.L'h),
este para minimizar a contaminacio por bactérias.

A solucdo de nutrientes Vishniac, preparada com agua destilada,
apresenta a seguinte composicdo (mg.L™): H,BO, (50), FeC12.4HzO
(2000), ZnCL (50), MnCl, 4H,0 (50), CuCl, 2H,0 (38), AICL H,0 (90),
CoCl,.6H,0 (2000). A glicose foi 0 cossubstrato utilizado, sendo que, na
Etapa I, adicionou-se 1 gL' de glicose e, na Etapa 11, 5 g.L. O reator
foi operado coberto com sacos pretos de polietileno, a fim de eliminar a

possibilidade da remoczo dos fendis ter ocorrido via acéo da luz.

Variaveis determinadas

Foram realizadas analises para determinacéo de: potencial hidro-
genidnico (pH), nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, fosforo total,
ortofosfato, fendis e demanda quimica de oxigénio (DQO). A variavel
‘fenois’ foi analisada somente no primeiro e tltimo dia de cada ciclo.
A metodologia utilizada para realizacdo das analises encontra-se es-
crita em APHA (2005), com exceco do nitrato, que foi executada de
acordo com Rodier (1975).

Microscopia

No final da operacdo do reator, amostras do biofilme aderido a
manta suporte foram removidas com ajuda de pérolas de vidro e agua

destilada esterilizada a 121°C a 1 atm, durante 20 minutos.

De acordo com procedimentos basicos de microbiologia, descri-
tos em Okura e Rende (2008), foram realizados procedimentos para
visualizacéo das estruturas vegetativas e reprodutoras dos micro-or-
ganismos. Assim, diluicoes de 10!, 10* e 10 das amostras foram
feitas e foi retirado 1 mL de cada diluicdo para adicdo em placas de
Petri contendo meio Saboraud. As placas foram mantidas em estufa
a = 30°C por sete dias para verificacdo das colonias, sendo ao todo
nove placas, trés placas para cada uma das diluicoes mencionadas.

Posteriormente, foi efetuado o microcultivo de fragmentos reti-
rados das colonias que cresceram nas placas de Petri, com uso de
lamina esterilizada, inserida dentro de nova placa, adicionando-se a
mesma um cubo de meio agar ja endurecido.

O fungo a ser identificado foi inoculado nos quatro lados deste
cubo, adicionando-se 1 mL agua estéril, com o proposito de evitar a
dessecacdo do meio durante o crescimento do fungo, e recobrindo
com laminula esterilizada. A placa foi tampada e deixada a = 29°C
por sete dias. Apos este periodo, 1 mL de formol foi adicionado ao
microcultivo e a placa foi vedada com fita adesiva, permanecendo
sob a mesma temperatura por 48 horas para inativacdo do micro-
organismo e fixacdo das estruturas microscopicas.

Apos esse periodo, a laminula foi cuidadosamente removida,
com auxilio de pinca, tendo-se colocado uma gota de azul de me-
tileno sobre as hifas e esporos fixados na placa e sobreposta lamina.
As estruturas fungicas foram observadas em microscopio optico com

objetiva de 40 vezes.

Resultados e discussoes

Na Tabela 1, sdo apresentados os valores médios e de desvios
padrdo para cada variavel monitorada no afluente e efluente do re-
ator em batelada. E importante mencionar que para os dados infor-
mados sobre a caracterizacao da agua residuaria sdo equivalentes a
um namero de 12 coletas (amostras), de modo que as seis primeiras
referem-se a Etapa [ e as demais, a Etapa I1.

Na agua residuaria bruta, com excecdo do pH, os valores de des-

vios padrao foram elevados, o que indicou sua homogeneidade baixa

Tabela 1 - Valores médios e de desvios padrao dos parametros para caracterizagao da agua residudria bruta — oriunda da industria da castanha de caju
— e do monitoramento do afluente e efluente do reator em batelada com indculo de A. niger AN400, operado com adigdo de glicose nas concentragoes

de1g.L" (Etapal) e de 5 g.L" (Etapa ll)

Parametro Agua residuaria bruta

Afluente
pH 79=22 4+0,11
Amodnia (mg.L") 57 + 33 35+29
Nitrito (mg.L") 0,26 + 0,24 0,12 0,08
Nitrato (mg.L") 17 £ 15
Fésforo total (mg.L") 53 + 46 38+ 20
Ortofosfato (mg.L") 49 =17
DQO bruta (mg.L") 10784 = 8002 6808 = 5023
DQO filtrada (mg.L") 5192 + 4546 1723 = 1135
Fendis (mg.L") 25+ 22 43 =27

----: nao foi possivel realizar andlise para determinagao da variavel.

Etapa |

Etapa Il
Efluente Afluente Efluente
81 4 +0,83 5+2
17 +12 79 = 21 16 =10
0,17 + 0,11 0,40 = 0,22 0,007 = 0,004
17 =+ 15 3+2
22 +12 69 = 29 28 + 14
49 = 17 18 = 11
602 = 597 14759 = 3500 998 + 294
401 = 440 8662 + 3900 818 + 235
26+23 84 3+2
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em relacdo as caracteristicas. Porém, isto mostrou a facilidade de
adaptac@o do reator com inoculo fungico as variacdes de carga orga-
nica em face das boas reducoes da concentracdo de matéria organica
e de fenois registradas em ambas as etapas.

A eficiéncia média, obtida a partir dos percentuais de remocdo
registrados no final dos ciclos operacionais, foi de 92 e 78%, na Etapa
I, e de 93 e 67%, na Etapa II, respectivamente, para matéria organica,
em termos de DQO bruta, e fendis.

E importante ressaltar que a glicose ao ser adicionada no meio
aumentou a concentracdo de matéria organica, o que ficou refletido
no aumento da DQO afluente em relacdo a dgua residuaria bruta.
Porém, a adicao de glicose ndo impede a remocao do poluente se
estiver em concentracdo adequada, pelo contrario, favorece a remo-
¢do do mesmo, pois é importante a presenca de fonte de carbono de
rapida assimilacdo na sintese enzimatica (SINGH, 2006).

De acordo com Singh (20006), a presenca de substrato de facil
metabolizacdo contribui para a melhor utilizacdo do poluente pelos
fungos, pois o poluente, ao se envolver em reacoes secundarias com
os produtos formados durante a oxidacao enzimatica do substrato de
facil assimilacao, fica mais disponivel a bioassimilacao.

Ryan, Leukes e Burton (2007) afirmaram que a adi¢éo de glicose
é benéfica para a biorremediacdo de agua residuaria sintética conten-
do compostos fendlicos — fenol (83 mM), p-cresol (25 mM), m-cresol
(26 mM) — pelo fungo Trametes versicolor, alcancando-se boa resposta
para a concentracao de até 10 g.L! de glicose, quando também houve
maior producao de biomassa. Segundo aqueles autores, nessa con-
centracdo, a glicose favoreceu a remocdo dos poluentes presentes no
meio e ndo provocou diminuicéo da sua eficiéncia, nao reprimindo
o metabolismo microbiano por excesso de substrato, o que varia em
funcao da espécie e da complexidade do poluente.

Em relacdo a presente pesquisa, verificou-se também que, em-
bora as caracteristicas da agua residudria bruta, e consequentemente
as do afluente, tenham variado muito, o reator apresentou-se estavel
em relacdo a eficiéncia de tratamento, pois houve pouca oscilacio
das caracteristicas do efluente, mostrando que os micro-organismos
mantiveram a qualidade do efluente final, independente da carga or-
ganica a que o reator era submetido.

Na Etapa I, ao longo dos ciclos operacionais, o meio tendeu a se
alcalinizar e atingiu, no ultimo tempo de reacao de cada ciclo, o valor
médio de pH de 8. De acordo com Griffin (1994), os fungos alteram
o pH do meio onde estdo, o que ocorre devido a retirada diferenciada
de cations e anions durante o transporte de substrato e do uso do
nitrogénio pelo seu metabolismo, como na desassimilacéo do nitrato,
quando ha a producéo de amonia a partir de nitrato e nitrito.

Durante a desassimilacdo do nitrato, ocorre consumo de H* do
meio, de modo que é comum a producéo de alcalinidade pelos fun-
gos em meios com nitrato (ZEHNDER, 1988; PAPAGIANNI, 2004).

Nesta etapa, nao foi possivel realizar analises para a determina-

cdo de nitrato e ortofosfato. Em relacio ao nitrogénio amoniacal, foi

alcancada eficiéncia média de remocdo de 34%. As concentracoes de
nitrito se apresentaram sempre muito baixas, tanto no afluente quan-
to no efluente, registrando-se a maior remocéo (92%) no Ciclo 5. Na
Figura 2, apresenta-se a variacio de nitrogénio amoniacal ao longo
dos ciclos operacionais da Etapa I.

Apesar de, no final de cada ciclo operacional, ter sido alcancada
boa eficiencia de remocdo de amonia, houve aumento de sua concen-
tracdo no meio em alguns dos tempos reacionais. Provavelmente, este
incremento da concentracdo tenha ocorrido pela converséo de nitrato
e nitrito em amonia, conforme as Equacdes 1 e 2, bem como pela

quebra de compostos nitrogenados na agua residuaria.

NO, + 2H* + NADH——» NO, + NAD + H,O
NO; + 8H* + 6e ————— NH,* + 2H,0

Equacdo 1
Equacio 2

Quanto ao fosforo total, a média das remocoes registradas foi de
60%, tendo ocorrido aumento do nivel de fosforo no meio nos ciclos
4 (41%) e 6 (23%), o que pode estar relacionado ao pH, uma vez que
a utilizacao de fosforo pelos fungos ocorre com maior intensidade nos
meios cujo pH assume valores inferiores a 5,5 (JENNINGS, 1995).

Na Etapa 1I, embora a remocdo média de matéria organica tenha
sido de 93%, houve diminuicao da eficiéncia do tratamento em rela-
cdo a remocao média de fenois (67%). Nesta etapa, a menor eficiéncia
de remocdo de compostos fendlicos foi atribuida a grande disponi-
bilidade de matéria organica de facil biodegradacio pela adicio da
glicose em concentracao elevada (5 g.L'h).

Na presenca de glicose em concentracao elevada, os percentuais
registrados para remocdo de matéria organica carbonacea foram su-
periores aos de fendis, situacdo diferente daquela observada quando a
glicose foi adicionada em menor concentracao (1 g.L'"), no momento
em que a eficiéncia de remocdo de ambas as variaveis mencionadas

ficaram muito proximas.
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Figura 2 - Variacdo das concentragoes de amonia ao longo dos ciclos
operacionais da Etapa | no reator em batelada sequencial, com indculo
de Aspergillus niger AN400
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Embora o pH do meio tendesse também a aumentar, o valor mé-
dio do pH do efluente foi de 5,1, inferior ao observado na Etapa 1.
Possivelmente, a maior quantidade de glicose (5 g.L'!) teria resultado
em maior producdo de acidos organicos. Assim, apos a exaustao do
substrato, houve provavel consumo desses acidos, o que poderia ex-
plicar a elevacao do pH registrada no tltimo dia de todos os ciclos
estudados, quando foram registrados valores entre 4,5 e 7.

Assas et al (2002) obtiveram resultados semelhantes quando da
utilizacdo de Geotrichum candidum para o tratamento do efluente da
industria de azeite de oliva, e a diminuicao do pH foi atribuida a gera-
c@o de acidos organicos. Da mesma forma, Rodrigues et al (2007), ao
empregarem agua residudria sintética com fenol em reatores em bate-
lada inoculados com Aspergillus niger, observaram reducao inicial nos
valores de pH, principalmente naqueles que continham glicose, nos
quais a diminuicao dos valores de pH foi mais rapida em relacéo aos
demais reatores, como reflexo de atividade microbiana mais intensa.

Na presente pesquisa, em todos os ciclos, houve consumo de
amonia e nitrato. A amonia, por ser a forma prontamente utilizada
pelos fungos, regula a assimilacéo de nitrogénio e, em sua presenca,
o uso de outras fontes de nitrogénio pode ser reprimido, o que de-
pende do organismo, da historia do seu cultivo e das condicoes do
meio (FOSTER, 1949).

A remocao de nitrogénio amoniacal ao longo de cada ciclo opera-
cional da Etapa II (Figura 3A) foi maior em comparacdo com a Etapa
I, sendo que néo foi registrada producdo de amonia no meio como
na etapa anterior.

Quanto ao nitrato, ao final de cada ciclo de estudo desta etapa,
embora o percentual de remocao alcancado no final dos ciclos tenha
sido bom, variando de 55 (ciclo 5) a 93% (ciclo 2), este foi sempre
inferior ao registrado para a amonia, fato possivelmente relacionado
a preferéncia dos fungos pela amonia que ¢é a forma diretamente assi-

milada por estes micro-organismos, e cuja presenca tende a diminuir

a acao das enzimas nitrato reductase e nitrito reductase, indutoras da
producé@o de amonia a partir do nitrato (GRIFFIN, 1994; PEREIRA
etal, 2003).

Na Figura 3B, é apresentada a variacdo da concentracdo de nitrato
ao longo da operacao do reator. A remocao média de nitrato alcanca-
da na Etapa II foi de 78%. Notadamente no Ciclo 1, houve aumento
de nitrato no meio nos primeiros dias reacionais, o que foi atribui-
do ao periodo de adaptacdo dos micro-organismos as novas condi-
¢oes nutricionais, bem como a elevada disponibilidade de glicose,
a qual provavelmente teria sido utilizada por bactérias nitrificantes
presentes na agua residuaria que, por ser despejo in natura, continha
microbiota propria. Desta forma, bactérias nitrificantes poderiam ter
contribuido com a transformacdo de amonia a nitrato.

Também nao se pode deixar de considerar que o aumento de
nitrato no meio possa, em parte, estar relacionado a sua liberacao
pelas células fungicas, uma vez que estes micro-organismos podem
armazend-lo, assim como outros nutrientes, excretando-os para o
meio externo sempre que requerido, em resposta as necessidades
metabolicas dos fungos (LEITE et al, 2006).

As oscilacoes das concentracoes de nitrato e amonia registradas
no meio durante o experimento poderiam estar relacionadas 2 libe-
racdo do ion NH O acumulado no interior da célula fungica (LEITE
et al, 2006).

Papagianni, Wayman e Mattey (2005) afirmaram que, nas reacoes
de sintese, ions amonio, armazenados no interior da célula fangica,
ao reagirem com x-acetogluturato — intermediario do ciclo tricarbo-
xilico gerado a partir da fermentacao da glicose — formam glutamato,
que é o principal aminoacido produzido pelo metabolismo fangico,
conforme mostrado na Equacao 3. Neste processo, a fim de manter o
equilibrio do pH no interior da célula, pode haver fluxo de entrada e
saida de H*, pois a célula tende a consumir ou liberar H* como meca-
nismo de regulacdo da homeostase (BEVENSEE; BORON, 2008).
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NH," + a-acetoglutarato + NADPH €————— glutamato + NADP
Equacao 3

Portanto, a melhor eficiéncia de remocao de nitrogénio registrada
na Etapa II pode estar relacionada a maior disponibilidade de glicose
para a formacéo do glutamato, o que teria favorecido a obtencio de
maiores percentuais de remocao deste nutriente da agua residuaria.

Ao se comparar os resultados alcancados na Etapa I com os da
Etapa 1I (Figura 4), constatou-se que os melhores percentuais de re-
mocéo de nitrogénio amoniacal foram registrados na Etapa 11, o que
poderia indicar ser a adicdo de glicose em concentracio elevada (5
¢.L'Y) a melhor condicao operacional, visando a remocéo desta varia-
vel para o sistema em questao.

Contudo, a melhor remocéo de nitrogénio amoniacal da Etapa I,
propiciada pela adicao de 5 g.L* de glicose, ocorreu em detrimento
da eficiencia de remocdo dos fendis, que diminuiu em 11 pontos
percentuais em relacéo a Etapa I, provavelmente como resultado do
maior consumo da glicose, inibindo a utilizacdo dos compostos feno-
licos presentes no meio nessa condicao.

Apesar dos 84 dias de operacio do reator em batelada sequencial,
com inoculo de Aspergillus niger AN400, maior tempo de operacao
do mesmo ¢é requerido a fim de se poder afirmar que o sistema tenha
alcancado a estabilidade.

Particularmente, ao se tratar de nitrogénio e fosforo, com base
nos relatos de Huergo (2006) e Leite et al (2006), grandes periodos
de estabilidade nos reatores com fungos estao longe de serem obti-
dos, a ndo ser que controle-se o metabolismo fungico em relacdo ao
nitrogénio — da mesma forma para o fésforo —, o que, particularmen-
te, no caso do nitrogénio, esta fortemente relacionado a presenca de
fonte de carbono de facil assimilacdo, como a glicose e outros acu-

cares. O metabolismo dos fungos difere do bacteriano e precisa ser
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Figura 4 - Média das remogoes e do seu acimulo no meio, obtidas no
final dos ciclos operacionais, de acordo com a adigdo de glicose no meio,
1g.L" (Etapal) e 5 g.L" (Etapa Il), do reator em batelada sequencial, com
indculo de Aspergillus niger AN400

adequadamente elucidado e dominado para uma melhor eficiéncia
dos processos nos quais fungos encontram-se envolvidos.

Também ¢é importante endossar que, neste trabalho, a remo-
cdo percentual de nitrogénio amoniacal resultou em concentracoes
meédias, medidas no efluente das Etapas 1 e 11, de, respectivamen-
te, 17 e 16 mg.L!, valores que estdo em conformidade tanto com a
Resolucdo n°® 397 do CONAMA (2008), quanto com a Portaria n°
154 da SEMACE (2002).

Na Etapa 1I, para o fosforo, em termos de ortofosfato, a melhor
remocdo foi de 87%, registrada no Ciclo 2, e, para fosforo total, de
79%, no Ciclo 4. As médias da remocdo de ortofosfato e de fosforo
total, obtidas no final dos ciclos em estudo, foram, respectivamente,
de 60 e 49% e nao foi observado acumulo de fosforo no meio, como
ocorreu na etapa anterior. O actumulo de fosforo no meio pode indi-
car que 0 mesmo ndo foi, em grande parte, utilizado pelo metabolis-
mo microbiano, mas apenas armazenado nos vactolos na forma de
fosfatos e polifosfatos como compostos de reserva e, posteriormente,
liberados em funcdo do metabolismo celular (KORNEBERG; RAQ;
AULT-RICHE, 1999; LI; ZHAO; YUAN, 2005).

Provavelmente, o fato da concentracdo inicial média de fosforo
presente no meio durante a Etapa Il (69 mg.L") ter sido quase o do-
bro da registrada para a Etapa I (38 mg.L"), pode ter acarretado em
inibicdo das enzimas responsaveis pela assimilacao deste nutriente,
pois, segundo Branco, Murgel e Carvinatto (2001), o aumento da
concentracdo de fosforo pode conduzir a repressio dos mecanismos
de assimilacao deste macronutriente pelos micro-organismos.

Assim, caso a concentracdo da glicose adicionada tivesse sido
mantida em 1 g.L'!, é possivel que o percentual para remocdo de
fosforo diminuisse, o que tem sido verificado particularmente em
meios cuja fonte de nitrogénio predominante ¢ o nitrogénio amonia-
cal (BRANCO, MURGEL E CARVINATTO, 2001).

Na presente pesquisa, os percentuais de remocao de fosforo e or-
tofosfato foram superiores aos encontrados por Silva et al (2005), os
quais utilizaram reator aerobio em batelada sequencial, com volume
util de 3 L e tempo de operacao de trés horas, inoculado com lodo
proveniente de industria de beneficiamento da castanha de caju, para
tratar agua residuaria da mesma industria. Aqueles autores relataram
que a concentracio de ortofosfato no efluente tratado foi praticamen-
te a mesma do afluente, demonstrando a eficiéncia do reator com
inoculo fungico, empregado no presente trabalho para a remocao de
nutrientes.

No presente trabalho, a espécie Aspergillus niger, utilizada como
inoculo, conforme identificacdo morfologica realizada com auxilio de
microscopio, encontrava-se no meio, ao final da operacao do reator,
nao se podendo afirmar se a mesma era a linhagem inoculada ou es-
pécie autoctone da agua residuaria industrial estudada. Observou-se,
ainda, o crescimento de suas colonias em um maior ntmero de placas
utilizadas no protocolo de microscopia em relacio aos outros micro-

organismos, que também foram agentes do processo.
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E importante frisar que esta tecnologia nao visa a operacao de
reatores sob condicdes assépticas, ao longo de todo o processo de
biorremediacao. No tratamento de aguas residuarias, diferentemente
da industria de fermentacéo, isto é impensavel. Contudo, a intera-
cdo conjunta de fungos e bactérias é benéfica ao processo, pois estes
sao os decompositores principais encontrados na natureza, sendo
responsaveis pela biorremediacdo de varios poluentes, muitos deles
com maior eficiéncia de remocdo quando metabolizados em culturas
mistas, uma vez que fungos e bactérias sdo parceiros complementares
(GRIFFIN, 1994; HAI et al, 2008).

Os fungos podem iniciar a degradacio de poluentes que nio
sao capazes de serem utilizados pelas bactérias, porém, a completa
remocdo da matéria organica presente no meio é completada pela
acdo de bactérias (BAILEY; SMITH; BOLTON JR, 2002; JASTI et al,
2006; HAI et al, 2008). Deste modo, as potentes enzimas fangicas,
como lacases, peroxidases, fenoloxidases, entre muitas outras, séo ar-
senal importantissimo a ser utilizado no processo de biorremediacao
(SANGHI; DIXIT; VERMA, 2010).

Além disso, segundo Singh (2006) e Hai et al (2008), a acao dos
fungos nestes sistemas pode ser melhorada pela determinacio das
condi¢des mais favoraveis para o estabelecimento da sua populacao,
mediante o aprofundamento das condicoes operacionais dos reatores
— relacdo entre a concentracao de inéculo/volume reator, tipo e con-
centracdo de cossubstrato, adicao de fonte suplementar de nutrien-
tes, entre outros —, 0 que permitira a maior viabilidade dos mesmos

para aplicacdo em escala real.
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