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RESUMO

Os compostos fendlicos sdo acumulados nos corpos de agua receptores e causam aumento da
demanda de oxigénio. A problematica do descarte € decorrente do fato de que muitos desses
poluentes se encontram dissolvidos no efluente e, portanto, ndo podem ser removidos por processos
convencionais. Os fungos representam uma alternativa no tratamento de efluentes que possuem
compostos aromaticos recalcitrantes. Este trabalho teve como objetivo estudar o potencial de
degradacdo de compostos fendlicos por microrganismos isolados dos residuos do processamento de
cupuagu, com cupuagu como fonte primaria de carbono. Os ensaios microbioldgicos e fisico-
quimicos foram realizados nos laboratérios de Microbiologia e Controle Ambiental do IFAM,
Campus Manaus Centro. Foram isolados nove tipos diferentes de fungos dos quais dois foram
selecionados, Aspergillus flavus e Penicillium sp. e, submetidos a diferentes concentracGes de fenol,
100mg/L, 200mg/L e 300mg/L. Os resultados mostram que a eficiéncia de remocao de fenol de
ambos os fungos foi baixa, muito provavelmente devido as condi¢des de ensaio que ndo foram
favoraveis a producdo enzimatica. Porém os resultados sugerem que os fungos podem degradar
consorciadamente dois ou mais residuos, desde que devidamente aclimatados a eles.
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1 INTRODUCAO

Os fendis e seus derivados sdo considerados produtos de dificil tratamento, no que se refere a sua remogao
ou degradacdo do meio ambiente e de efluentes industriais, exigindo, portanto, o desenvolvimento de
tecnologias inovadoras, eficientes e de baixo custo para a recuperacdo de ambientes contaminados. A
degradacgdo destes compostos tem sido objeto de varios estudos que visam minimizar o efeito deles no meio
ambiente. Entre eles, a oxidagdo fotoquimica, a ozonizacgao, a ozonizagao catalitica e a oxidagdo bioldgica
que tem se revelado como uma forma efetiva para a remocao de compostos fenolicos de efluentes industriais
e domésticos.

A atividade microbiana destaca-se como importante fator na eliminagdo de poluentes quimicos, pois tanto
bactérias quanto fungos tém desenvolvido mecanismos de sobrevivéncia na presenca de compostos
aromaticos em concentrages consideradas toxicas. Os fungos representam uma alternativa no
tratamento de efluentes que possuem compostos aromaticos recalcitrantes, como fenol e derivados.

Vérias espécies de Aspergillus tém demonstrado eficiéncia para degradacdo destes compostos, porém as
atividades dos microrganismos podem necessitar serem induzidas com uma fonte de carbono como a glicose
ou outros agucares, como residuos de frutas.

Diante disto, o trabalho propés estudar a potencialidade de degradagdo de compostos fendlicos por
microrganismos isolados dos residuos do processamento de cupuagu a fim de contribuir com o
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desenvolvimento de processos de oxidagdo bioldgica de tais compostos, promovendo a degradacao
consorciada de dois ou mais residuos.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Os compostos aromaticos apresentam caracteristicas recalcitrantes e sdo altamente toxicos e por este motivo,
acumulam-se nos corpos de &gua receptores e causam aumento da demanda de oxigénio. A problematica do
descarte é decorrente do fato de que muitos desses poluentes se encontram dissolvidos no efluente e,
portanto, ndo podem ser removidos por processos fisicos convencionais. Estes compostos sdo encontrados
em diferentes concentracdes em diversos tipos de aguas residudrias de industrias, tais como, as de azeite de
oliva, quimica, farmacéutica, corantes, pesticidas, solventes, destilarias de vinhos, de resinas, de papel e
outros (ALBUQUERQUE, 2000).

A presenca de compostos fendlicos em &guas residuérias € uma grande ameaca para 0 meio ambiente, pois
entre os residuos organicos, estes se apresentam como o0s de maior potencial poluidor por possuirem
caracteristicas &cidas, toxicas, mutagénicas e carcinogénicas, exigindo, portanto, tratamento antes de serem
lancados em corpos de agua receptores (Bolanhds Rojas, 2001 apud Rodrigues, 2004).

A ingestdo continua de fenol em niveis de concentracéo entre 10 e 140 mg/L, provoca diarréia, urina escura e
danos na visdo, tornando-se letal, quando sua concentracdo no sangue encontra-se por volta de 4,7 a 130
mg/100mL. Na concentragdo de 5 pg/L, o fenol causa mau cheiro em &guas de rios. Desta forma, a
eliminacdo do fenol é uma necessidade para a preservacdo da qualidade do meio ambiente (FALCONI,
1998).

Devido a caracteristicas como baixo custo e possibilidade de tratar grandes volumes de efluentes, os
tratamentos de efluentes aquosos utilizando-se de processos bioldgicos de degradagdo, tem sido os mais
utilizados para a oxidacao de poluentes organicos (BERTAZZOLI E PELGRINI, 2002).

Os fungos sdo microrganismos que conseguem degradar varios compostos recalcitrantes, pois sdo seres
aclorofilados que necessitam de substancias organicas que ndo conseguem sintetizar, absorvendo-as do meio
através da producédo de enzimas extracelulares que hidrolisam grandes moléculas, que se tornam assimilaveis
por mecanismos de transporte. (TRABULSI, 2002; OLIVEIRA et al., 2005).

Outro fator de grande relevancia é a capacidade que os fungos tém de suportar mudangas bruscas na
concentracdo de matéria organica, além de tolerar grandes variagcdes de pH e de temperatura e de se adequar
a variagOes e escassez de umidade e oxigénio, tornando-se desta forma, vidveis no processo de tratamento
biol6gico com reatores fungicos (SANTAELLA et al., 1996).

Saraiva et al. (2009) utilizando-se reatores em batelada, inferiu que o fungo Aspergillus sp., isolado do solo
amazonico removeu 99,09% de fenol em &gua residudria sintética com adi¢do de glicose como fonte
primaria de carbono. Concluiu também que mesmo com o decréscimo da oferta de glicose, 0 microrganismo
manteve-se ativo e que a remogdo de compostos fendlicos é viavel em reator em batelada, devendo ainda ser
estudadas concentraces maiores de fenol e outras fontes de carbono indutor como residuo de frutas.

De acordo com Chaar (1980) apud Araujo (2007) o cupuagu apresenta varios constituintes importantes como
proteinas, gorduras, carboidratos, fibras, vitaminas, aglcares redutores e aglcares nao redutores e presenga
de alguns minerais como célcio, magnésio e ferro total. Desta feita, 0 cupuagu possui caracteristicas que se
mostram favoraveis ao desenvolvimento das atividades dos microrganismos.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Pesquisa da microbiota e isolamento de fungos dos residuos do processamento de cupuacu

Foram isolados fungos presentes nos residuos de cupuacu (Figura 1) com o objetivo de selecionar o melhor
agente degradador de fenol. Os fungos foram isolados da casca de cupuagu por se ter escolhido usar como
fonte indutora de carbono residuos desta fruta (suco da polpa), visto que 0s nutrientes essenciais para a
sobrevivéncia dos fungos, como carbono que se encontram presentes neste fruto, sdo assimilaveis mais
facilmente por microrganismos que ja estdo acostumados com o cupuagu como seu meio nutritivo do que por
fungos isolados de outros ambientes. As amostras (cascas) foram guardadas em um ambiente Umido com a



finalidade de estimular o crescimento dos microrganismos, os quais foram isolados da parte interna e externa
da casca com a finalidade de se obter fungos endofiticos e epifiticos. Os indculos foram realizados em placas
de petri contendo cerca de 20 mL de meio Agar Batata, Agar Saboraud e PCA, com o objetivo de se
observarem diferentes comportamentos de crescimento durante a incubacao a temperatura de 28°C. A fim de
evitar contaminacédo por bacteérias, foram adicionados 300uL de cloroférmio para cada 100mL de cada meio
de cultura.

Figura 1-Residuos de onde os fungos foram isolados

Depois de realizado o isolamento em placas de petri, fez-se a inocula¢do dos fungos obtidos, em tubos de
ensaio em meio sélido inclinado (Figura 2), pois o &gar inclinado constitui-se um meio adequado para o
cultivo de microrganismos, além de que, algumas caracteristicas de cultivo, como a formacdo de pigmentos,
podem ser observadas mais facilmente. Dentre os fungos isolados, foram selecionados dois tipos de fungos
(Figura 3), para estudar qual o melhor agente degradador de fenol. O isolamento realizou-se no Laboratdrio
de Microbiologia do IFAM, Campus Manaus, Centro.

Figura 3 - Fungos selecionados: A) Penicillium sp.; B) Aspergillus flavus.



3.2 Inoculagéo de esporos de fungos em reatores de bancada em batelada

Ap6s o periodo de incubagdo nos tubos inclinados, preparou-se uma suspensdo de esporos dos fungos
selecionados na proporcio de 2x10° esporos/mL para serem inoculados nos biorreatores de bancada em
batelada. Para o preparo da solugdo de esporos foram adicionados 10mL de &gua destilada estéril no tubo de
ensaio contendo o fungo e rasparam-se 0s esporos para serem usados como indculo. Desta solugdo, fez-se a
contagem dos esporos em camara de Neubauer com auxilio de microscépio Optico visualizando-os em
monitor acoplado ao microscépio e ajustou-se a concentracdo desejada.

Os esporos foram inoculados em reatores de bancada em batelada contendo efluente sintético, cuja
composicgéo foi baseada em Silva, 2002 conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Composic¢ao do efluente sintético

Compostos Concentragéo mg/L
NH,CI 76,1
NaCl 101
KCl 4.7
Na,HPO,.12H,0 46,2
NaHCO, 243,3
MgS0,.7H,0 16,7
ZnS0, 0,2
MnSO,. H,0 0,2
CuSO, 0,2
FeCl;.6H,0 0,2
Fenol 100 - 300
Cupuagu 50
Cloroférmio 1%

Foi utilizada a técnica - colorimetria do cromio - proposta por Jirka e Carter (1975), que propdem a medida
do pardmetro através da absor¢do das solucdes do cation. AS APHA-AWWA-WEF preconizam esta técnica
como opcdo a titulometria, pois a titulometria apresenta alguns inconvenientes como, solucdes titulantes
instaveis que exigem padronizacdes frequentes; muito manipulativa; morosa; sem possibilidade de
automacdo e pequena sensibilidade; Desta forma, utilizou-se o método calorimétrico no comprimento de
onda de 600 nm, pois é nesta regido do espectro onde o crémio (I11) apresenta a maior absor¢do, sem que
haja interferéncias do dicromato residual (ZUCCARI, 2005).

O efluente sintético foi inoculado em reatores de bancada em batelada (Figura 4), nos quais foram
adicionados 250mL de efluente, 50 mg/L de solucéo de cupuagu como fonte indutora de carbono e um 1mL
de solucéo de esporos dos fungos selecionados. Os fungos foram inoculados em diferentes concentracdes de
fenol, 100mg; 200mg e 300mg e o tempo de reagdo foi de 28 dias, sendo as analises realizadas de 7 em 7
dias. O efluente, a solucdo de cupuagu e os reatores foram esterilizados em autoclave a 121°C a latm por 15
minutos e manteve-se o pH do residuo em 4,0, pois de acordo com Oliveira et al (2006) apud Rodrigues
(2007) a faixa propicia para crescimento de fungos do género Aspergillus encontra-se em torno de 4 a 5. As
analises foram executadas nos Laboratérios de Microbiologia e de Controle e Analise Ambiental do IFAM,
Campus Manaus Centro e seguiram as metodologias estabelecidas no Standard Methods of Water and
Wasterwater (APHA, 1998).



Figura 4 — Reatores em batelada

4 RESULTADOS, ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

4.1 Isolamento dos fungos

Foram isolados 9 tipos de fungos dos residuos de cupuagu, (Figura 5), dos quais, dois fungos foram
escolhidos para estudar o potencial degradador de fenol de ambos. Os fungos escolhidos foram o Aspergillus
flavus e o Penicillium sp., os quais foram identificados por meio da técnica de microcultivo (RIDDEL,
1950).

Figura 5- Fungos isolados dos residuos (cascas) de cupuacgu. A) Aspergillus niger; H) Aspergillus flavus e I)
Penicillium sp. H e I fungos selecionados.



4.2 Determinacao dos parametros cinéticos: tempo de reacao e carbono orgénico (DQO)

A eficiéncia de remocéo de fenol foi avaliada através da DQO durante 28 dias, analisando-se as amostras de
7 em 7 dias. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Variagdes de DQO nas diferentes concentragdes de fenol durante 28 dias com
adigdo, em todos os reatores, de 50mg/L de suco de cupuagu como fonte de carbono

Fungo: Aspergillus DQO my/L
flavus A
Eficiéncia de
c tracio d Remocéo (E%)
O”Cefg nrgfao € | Bruto(°dia) | 7°dia | 14°dia | 210 dia | 28° dia
100mg/L 176,3 123,9 114,1 100,9 74,8 57,6 %
200mg/L 346,5 323,6 310,5 300,6 290,9 16 %
300mg/L 493,8 480,7 474,2 451,3 431,6 12,6 %

Tabela 3 — Variagdes de DQO nas diferentes concentragdes de fenol durante 28 dias com
adigdo, em todos os reatores, de 50mg/L de suco de cupuagu como fonte de carbono

Fungo: FS’SHICIHIum DQO my/L
' Eficiéncia de
c tracio d Remocéo (E%)
O”Cefg nrgfao € | Bruto(°dia) | 7°dia | 14°dia | 210 dia | 28° dia
100mg/L 222,1 146,8 130,5 123,9 104,3 60 %
200mg/L 4119 375,9 323,6 317,2 300,7 27,%
300mg/L 608 585 565,9 503,7 490,5 19,3 %

4.3 Remocéo de DQO

Os resultados da andlise de DQO mostraram que ambos os fungos apresentaram baixa eficiéncia de remogao
de matéria organica, apesar de ter o fungo Penicillium sp apresentado melhor eficiéncia frente ao Aspergillus
flavus, o qual no periodo de 28 dias removeu 57,6% no reator cuja concentracdo de fenol correspondia a
100mg/L, enquanto que o Penicillium sp na mesma concentragao durante o0 mesmo periodo, removeu 60% de
matéria organica. Os fungos comportaram-se de maneira semelhante quando expostos a concentracdes
maiores de fenol, baixando a eficiéncia de remocdo dentro do mesmo periodo, 28 dias. Contudo, o
Penicillium sp mesmo em concentra¢cdes maiores apresentou valores maiores de remocdo como pode se
observar na Tabela 2, mostrando assim, maior resisténcia a compostos recalcitrantes e toxicos como fenol.
Para todas as concentragBes de fenol, utilizou-se a mesma quantidade da solugdo de cupuagu como fonte
indutora de carbono, correspondente a 50mg/L.

5 DISCUSSAO

Os fungos Aspergillus flavus e Penicillium sp sdo fungos filamentosos que apresentam pigmentagéo escura
devido ao complexo melaninico em suas paredes celulares (POLAK, 1990 apud SILVA et al, 2007). De
acordo com Grifft (1994) apud Silva et al (2007), a produgdo de melanina e outros pigmentos, esta
relacionada a oxidacdo de compostos fendlicos pelas enzimas fenoloxidases e a mecanismos de resisténcia
dos fungos escuros a ambientes em condic¢Bes adversas, como residuos de combustiveis. Isto justifica o fato



destes microrganismos apresentarem alta eficiéncia de remogdo de fenol, bem como de outros compostos
recalcitrantes. Silva (2007), usando Aspergillus flavus e Penicillium sp isolados de &guas residudrias de
postos de combustiveis concluiu que estes apresentam alto potencial degradador de fenol, preferencialmente
o0 Penicillium sp, o qual degradou em 2 dias 478mg de fenol, usando glicose como fonte indutora de carbono.
Diante destas caracteristicas, observa-se que os mesmos fungos, ndo apresentaram comportamento
semelhante, o que pode ser explicado por varios fatores como, por exemplo, o local de onde estes foram
isolados, as condicdes de ensaio e a fonte indutora de carbono.

No estudo realizado por Silva (2007), os fungos foram isolados de aguas residuédrias de posto de
combustivel, onde os mesmos ja se encontram adaptados a ambientes com a presenca de compostos
altamente toxicos como fenol e derivados. Neste estudo, porém os fungos foram isolados de um vegetal, o
cupuagu, onde numa relacdo harmoniosa com o fruto, estes ndo necessitam de tanto esforgo energético
quanto precisam nos residuos de combustiveis para oxidar matéria organica necessaria para a sua
sobrevivéncia. Diante disto, exp6-los a estas condigdes, provoca certo descontrole no metabolismo destes
fungos, visto que o esforgo energético requerido passa a ser maior.

Além desta ponderagdo, as condi¢fes de ensaio nas quais os fungos foram submetidos contribuem
significativamente para os resultados por eles apresentados. Sabe-se que varios fatores como pH, temperatura
de incubacdo, presenca de oxigénio, fonte de carbono, sistema de rotacdo entre outros, influenciam na sintese
de enzima pelos microrganismos (HADEBALL, 1991 et al apud GONCALVES, 2007). A degradacdo de
compostos fenolicos, bem como de outros compostos esta diretamente associada a producdo enzimatica
pelos microrganismos, no entanto, os fatores citados acima sdo de grande relevancia para as atividades dos
mesmos. Trabalhou-se com os fungos em reatores de bancada em batelada em leito estacionario, sem adicdo
posterior de oxigénio, sem controle de pH e temperatura, utilizando como fonte de carbono, residuos de
cupuagu, 0s quais, por sua vez em estudos paralelos a este realizados no IFAM tém apresentado-se como
uma fonte indutora de carbono de alta eficiéncia.

Os resultados obtidos mostram que os residuos de cupuacgu sdo favoraveis para o crescimento de fungos
degradadores de compostos fendlicos podendo ser usados no processo de tratamento bioldgico, promovendo
a degradacdo consorciada de dois ou mais residuos. No entanto, é necessario um estudo mais aprofundado
das condicdes de ensaio, como pH, oxigénio dissolvido, tempo de reacéo e agitacdo do meio.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Analisando os resultados obtidos, pode-se concluir que o residuo do processamento de cupuagu é viavel
como fonte priméaria de carbono na biorremediacdo de &guas residuérias contendo compostos fendlicos, por
fungos. Pode-se inferir também, que os fungos estudados, frente as caracteristicas inerentes a eles, como alta
producdo de melanina que esta intimamente ligada a producdo de fenoloxidases, s&o microrganismos que
apresentam alto potencial degradador de fenol, considerando que as condi¢Bes para a atividade enzimética
deles devem ser otimizadas para que estes apresentem eficiéncia maior do que a apresentada neste estudo e
para que sejam usados no tratamento bioldgico de compostos recalcitrantes.
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