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SUMARIO

Noventa linhagens de microrganismos isolados das diferentes etapas da Estacfio de
tratamento de efluente (E.T.E.) de uma cervejaria situada na regidio de Campinas - S.P. e cinco
fungos provenientes da cole¢io do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana
(L.S.F.M.) foram estudados quanto a capacidade de redugdio da DQO do efluente oriundo do

tanque de equalizag3o Ef,.

Foram selecionadas trés linhagens que apresentaram melhor capacidade de redugio de
DQO, sendo que duas (4spergillus niger ¢ Aspergillus fumigatus) pertencem a colegdo do

L.S.F.M. e uma foi isolada da ETE tendo sido identificada como Bacillus cereus.

Foi estudada a influéncia de diversos fatores tais como: influéncia do pH inicial do
meio de crescimento (Ef,), tamanho de inéculo, adigéo de (NH,),SO,, tempo de crescimento,
associa¢do e imobilizagdo dos fungos A. niger e A. fumigatus na redugdo da DQO do efluente

proveniente do tanque de equalizagio Ef,.

Os resultados foram satisfatérios, sendo que a cepa de Bacillus cereus apresentou uma
faixa de 58,70 a 84,72% para redugdo da DQO, ja para os fungos Aspergillus niger e
Aspergillus fumigatus os resultados foram de 30,00 - 81,81% e de 75,49 - 80,43%
respectivamente, nos tempos de crescimento e pH inicial do meio Ef, de maior eficiéncia de

redugdo de DQO.

A adigdo de (NH,),SO, ao efluente Ef; resultou numa melhora na redugio da DQO
para todos os microrganismos estudados. A imobilizago fiingica de A. fumigatus em espuma

de poliuretana foi eficaz no estudo de redugdo da DQO de efluentes.



SUMMARY

Ninety strains of microorganisms isolated from different stages of a wastewater
treatment plant (W.T.P.) of a brewery at Campinas region - S3o Paulo and five fungi from the
Microbial Physiology Systematic Laboratory (M.P.S.L.) collection were studied in relation to
their chemical oxigen demand (COD) reducing capacity of the effluent from the equalization
tank Ef,.

Three strains that have been shown the best reducing ability were selected, two of
which (Aspergillus niger and Aspergillus Jumigatus) belonging to the M.P.S.L. and one was

isolated from the W.T.P. have been identified as Bacillus cereus.

The influence of various factors was studied such as: the initial pH of the growing
medium (Ef,), inoculum size, addition of a nitrogen souce, growing time, association and
immobilization of the fungi 4. niger and A. fumigatus in removing effluent chemical oxigen

demand from the equalization tank Ef,.

The results were satisfatory. The Bacillus cereus strain shown a range from 58,70 to
84,72% for the COD removing, for the fungi Aspergillus niger and Aspergillus Sfumigatus the
results were from 30,40 to 81,81% and from 75,49 to 80,43% respectively, at the growing

times and initial pH of the medium Ef, which gave the best results in COD removing.

The addition of (NH,),SO, to the Ef, effluent resulted in a improvement of COD
reduction for all microorganisms studied. In the study of effluents COD reduction, the

Aspergillus fumigatus immobilization in polyurethane foam was efficient.

xi



Introducéo

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem havido uma grande preocupagdo quanto aos crescentes
problemas na disposi¢do dos residuos municipais e industriais. Segundo artigo publicado no
jomnal o Estado de Sdo Paulo (mar¢o/1997), o comité das bacias hidrograficas dos rios
Piracicaba, Capivari e Jundiai, criado em 1989, na busca de solugGes para a grave situagio dos
recursos hidricos da regido, tera como principal desafio, evitar um colapso no abastecimento
de agua na regifio, que abrange 50 municipios. O relatdrio mais recente de atividades do
comité confirma a gravidade da situagdo. O documento cita estudos da Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), indicando que a geragdo de esgotos
urbanos na regido das bacias ja superou 200 toneladas diarias. Deste total, apenas 3% recebem

algum tratamento antes de serem despejados nos rios.

Os rios podem tornar-se quimica ¢ biologicamente afetados pela carga poluidora que
recebem. Embora os mesmos sejam diretamente atingidos, os prejuizos a saide da populagio,
podem ser reduzidos se existirem estagdes eficientes de tratamento de agua e de esgoto. As

obras para recuperagdo dos rios da regido, nos proximos 20 anos, implicardo num custo de até

US$ 4 bilhdes.

O parametro normalmente utilizado para se medir o nivel de polui¢do ¢ denominado
de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), que pode ser definido como o oxigénio necessario
para oxidar os componentes do efluente a didxido de carbono e 4gua em sua maior parte

(PERRY & ISHERWOOD, 1995).

O tratamento de efluentes ndo é somente um fendmeno fisico, ele também envolve
uma complexa série de reagdes bioquimicas, relacionadas a um grande numero de
microrganismos (GRAY, 1989). Desse modo, o tratamento bioldgico se destaca como o tinico
tipo de tratamento que pode resolver o problema na redugdo da DQO, tendo como objetivo,

coagular e remover os sélidos coloidais ndo sedimentaveis e estabilizar a matéria orgénica.

1



Introducio

Para a realizagiio deste tipo de tratamento, os organismos quimioheterotréficos sio de
fundamental importancia por causa dos seus requerimentos por compostos organicos, além de

carbono e fonte de energia, (METCALF & EDDY, 1991).

Entre os microrganismos heterotréficos destacam-se as bactérias que sdo as mais
versateis, quando comparadas a outros organismos associados com o tratamento de efluentes,
devido a sua adaptac3o tanto as condigdes presentes como também, facilidade de metabolizar
0s substratos do meio onde se encontram., De acordo com GRAY (1989), nos sistemas de
tratamentos biolgicos as bactérias encontram-se entre os grupos mais importantes de
microrganismos. BERTHOUX e¢ RUDD (citados por GRAY, 1989) destacam o género
Bacillus como sendo organismos iiteis nestes tipos de tratamentos, isto &, eles degradam

matéria orginica com formagio de gas carbdnico e agua.

Os fungos heterotréficos podem ser tdo eficientes quanto as bactérias heterotréficas na
remog¢do de matéria organica das aguas residuais (TOMLISOR e WILLIANS citados por
GRAY, 1989). No entanto, o uso destes fungos apresentam desvantagem quando comparado
a0s processos que utilizam bactérias, pelo fato dos mesmos produzirem grande quantidade de

biomassa, o que resulta em uma maior produg@o de lodo a ser removido.

A utilizag3o de microrganismos como meio de despoluigio, tornou-se tio importante,
que uma empresa de transporte coletivo (Companhia Lionesa), fez uso de um produto em pé
contendo sais minerais e bactérias liofilizadas (em um suporte vegetal), para a limpeza das
“sanfonas” de seus 6nibus articulados e pretende aplicar o mesmo método para limpar as

escadas rolantes do metrd de Lyon (ROUX; VERMEGLIO & BESNAINOU, 1996).

Levando-se em consideragiio a escassez de agua e um crescimento no consumo da
mesma, aumento médio na demanda de 4gua de 3,10% nos anos de 1994 a 1995 apenas nas
bacias dos trés rios citados anteriormente, os municipios e o governo estadual deveriam atuar
em conjunto, para evitar um colapso nos sistema de 4gua em toda a regido em um futuro

préximo.
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As industrias de cerveja e de malte merecem uma grande ateng3o, pois elas contribuem
nio somente com uma grande quantidade de 4gua residudria, mas também com um fluxo rico
em contaminagfo organica. VRIENS e colaboradores (1990), citam que as indistrias
cervejeira e de malte utilizam grandes quantidades de 4gua, sendo que apenas 10 a 25% sio
destinadas ao consumo humano. Segundo MORTENSEN (1977), o tratamento biolégico dos
residuos provenientes dessas industrias enfrenta problemas por causa de alteragdes que
ocorrem na composi¢do e no pH da 4gua residuaria. No entanto, estes problemas podem ser
evitados pelo uso de um tanque de equalizagfo ou pelo uso de uma planta de lodo ativado de
baixa carga com um tempo longo de retengfio, como por exemplo o uso de uma vala

oxidativa. Em tal planta a biodegradagio do residuo é muito alta e realiza-se rapidamente.
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2. OBJETIVOS

a) Isolamento de microrganismos das diferentes etapas (Ef, - tanque de equalizagio;
Ef, - tanque de acidificagdo; Ef, - saida dos reatores; Ef, - saidas dos reatores, entrando na
lagoa de aeragdo; Ef; - retorno do lodo a lagoa aerada; Ef, - efluente que sai da lagoa aerada)

do tratamento de efluentes de uma cervejaria.

b) Sele¢do de microrganismos que apresentam maior poder de reducio da DQO do

efluente em estudo.

¢) Caracterizago fisiolégica, bioquimica e taxonémica dos microrganismos isolados e

selecionados.

d) Estudo do efeito da adi¢3o de uma fonte de nitrogénio ao efluente Ef, e sua redugdo

na DQO pelos microrganismos selecionados.

e) Estudo da influéncia de uma fonte de nitrogénio na massa fiingica produzida.

f) Avalia¢o da capacidade de redugdo da DQO do efluente em estudo por fungos

obtidos da colegdo do Laboratério de Sistematica e F isiologia Microbiana (LSFM).

g) Estudo do efeito do pH inicial do meio de crescimento (Ef;) na redugio da DQO

pelos microrganismos selecionados.

h) Determinagio do efeito da imobilizagdo dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus

Jumigatus em espumas de poliuretana na redugdo da DQO do efluente em estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tratamento Biolégico

3.1.1. Conceito:

VON SPERLING (1996) relata que o tratamento biolégico de esgotos, ocorre
inteiramente por mecanismos biolégicos. Estes processos reproduzem, de certa maneira,
aqueles que ocorrem naturalmente em um corpo d’agua, apds o langamento de despejos. No
corpo d’dgua, a matéria orginica é convertida em produtos mineralizados inertes por
mecanismos puramente naturais, caracterizando-se assim o fendmeno da autodepuracdo. Em
uma esta¢do de tratamento de esgotos, além de ocorrerem os fendmenos citados, tem-se em
paralelo a introdugdo de tecnologia que tem como objetivo, fazer com que o processo de
depuragio, se desenvolva em condi¢des controladas, ou seja controle da eficiéncia, e em taxas

mais elevadas, solugio mais compacta.

A compreensio da microbiologia do tratamento de esgotos €, portanto, essencial para a
otimizagdo do projeto e operacio dos sistemas de tratamento biolégico (VON SPERLING,
1996).

Mesmo que alguns processos fisicos ou quimicos sejam freqiientemente utilizados nas
industrias de bebidas e alimentos, os processos biologicos sdo os principais métodos
utilizados para tratar estas descargas liquidas. Este pode ser dividido em duas principais

categorias, (TRIMMING the..., 1996):

e Sistema anaerébio - Na auséncia de oxigénio, os microrganismos convertem

carboidratos, proteinas e gorduras em biomassa e metano.

e Sistema aerébio - Na presenca de oxigénio, os microrganismos convertem a
matéria organica em biomassa, a qual pode ser posteriormente removida por um processo

fisico, geralmente sedimentaco.
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Em se tratando de tratamento aerébio de aguas residuarias, VRIENS e colaboradores
1990, relatam que durante a oxidagdo biolégica, os microrganismos removem as matérias
organicas presentes nos efluentes. Uma porgdo do substrato original ou residuo é convertido
em massa celular por meio de uma série de reagbes metabdlicas (anabolismo), enquanto que a
outra parte, é completamente oxidada a produtos finais (catabolismo). Por meio desta tiltima
reacdo os organismos ganham energia para seu crescimento. Minerais, diéxido de carbono,
agua e aménia também sdo produzidos. Quando o suprimento de alimento & esgotado, a massa
microbiana ¢ consumida por auto oxidagdio. Uma operagiio efetiva no processo de oxidagado
bioldgica, requer concentragdo suficiente de oxigénio e nutrientes o tempo todo e resulta num

acumulo de biomassa microbiana.

O esquema abaixo (Figura 1), mostra as reagdes de anabolismo e catabolismo do

carbono durante o tratamento aerébio de efluentes liquidos.

minerais
catabolismo X COz+ Ho0 + NH,
+0; energia
|
|
respiragio !
enddgena l
substrato [ energla [
pocnergia_
|
|
! material
+ novo material biodegradavel para
‘anabolismo |  celular . N sintese
reserva apos morte
material material
nédo biodegradavel

Figura 1. Anabolismo e catabolismo do carbono durante o tratamento aerébio de efluentes

liquidos (VRIENS et alii, 1990).
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3.2. Nutrientes

Segundo GOSTICK (1997)*, o sistema de tratamento biolégico de efluentes, melhora
a qualidade das A4guas residuarias, favorecendo 0 crescimento € metabolismo dos
microrganismos nos poluentes. A biomassa resultante pode entdo ser separada do efluente

tratado. Para o crescimento microbiano duas coisas s3o necessarias:

® Energia quimica, proveniente da quebra e oxidag3io de compostos organicos ou

ocasionalmente de moléculas inorganicas.

¢ Nutrientes, o qual compde a estrutura da célula microbiana.

GOSTICK (1997), menciona que mais de 95% da massa celular desidratada é
composta por carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fosforo e enxofre. Estes
macronutrientes compdem, na maioria das vezes, as células microbianas. Uma deficiéncia nos
nutrientes ja citados tem um efeito dramético no desempenho da planta de tratamento de
efluentes. Isto normalmente se manifestard em uma diminui¢o da eficiéncia de reducdo da
demanda bioquimica de oxigénio levando a liberagdo de efluentes com alta DBO. A limitagio
de nutrientes também pode afetar a ecologia microbiana da biomassa e ocasionar mudangas
nos perfis das espécies. Isto poderia ter um efeito adverso no desempenho da planta de
tratamento de efluentes, como por exemplo, uma deterioragfio na sedimenta¢io do lodo
ativado, devido a um aumento no nimero de organismos filamentosos ou produtores de

espuma.

Segundo GRAY (1989), as 4guas residuarias provenientes das industrias cervejeiras e
de enlatamento de conservas sio particularmente deficientes em nitrogénio e fésforo, portanto
¢ necessario a adicdio de nutrientes para se alcangar uma oxidagdio Gtima do material

carbonéaceo.

* http:// www.scisol.co.uk/nutrient.html
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3.3. Caracteristicas dos efluentes das industria de alimentos

Os residuos provenientes das industrias de alimentos variam muito na sua composigo.
Estes podem ser constituidos de sélidos e liquidos, proteinas, carboidratos, gorduras e
residuos quimicos que sio utilizados tanto no processamento como na limpeza. Tais materiais
geralmente ndo s3o perigosos e sdo biodegradaveis, mas seus altos contetidos organicos
podem acarretar problemas; em particular, tais residuos podem aumentar substancialmente a

DBO do efluente (HAYES, 1995).

O consumo de 4gua varia muito entre as indistrias de alimento conforme se observa

na Tabela 1, mostrada abaixo.

Tabela 1. Vazio especifica média de algumas industrias de alimentos (VON SPERLING,

1996).
Tipo Unidade Consumo de agua por
unidade (m’/unid) (*)
Frutas e legumes em conservas 1 ton conserva 4-50
Doces 1 ton produto 5-25
Agucar de cana 1 ton agticar 0,5-10,0
Matadouros 1 boi ou 2,5 porcos 0,3-0,4
Laticinios (leite) 1000 1 leite 1-10
Laticinios (queijo ou manteiga) 1000 1 leite 2-10
Margarina 1 ton margarina 20
Cervejaria 1000 1 cerveja 5-20
Padaria 1 ton pdo 2-4
Refrigerantes 1000 1 refrigerante 2-5

(*) consumo em m’ por unidade produzida.
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3.4. Atuacio de microrganismos no tratamento de efluentes das industrias

de alimentos

Segundo METCALF & EDDY (1991), o papel dos microrganismos, principalmente o
das bactérias no tratamento biolégico seria na redugio da DBO carbondcea, coagulagio dos
solidos coloidais ndio sedimentiveis e a estabilizagdo da matéria organica. Os microrganismos
sdo utilizados para converter a matéria organica carbonicea e coloidal dissolvida em varios
tipos de gases e em material celular. J4 que o tecido celular tem uma gravidade especifica
levemente maior que a agua, estas células podem ser removidas do liquido tratado por

sedimentagio.

Uma abordagem que talvez tenha algum potencial para o aumento da eficiéncia no
processo de tratamento de efluentes é a inoculagdo do sistema com microrganismos, os quais
tenham sido especialmente selecionados, para aquele processo particular de tratamento de

efluentes CRUEGER & CRUEGER (1984).

3.4.1. Bactérias

Ja ha algum tempo se vem estudando o uso de microrganismos como redutores de

poluigdo em diversos efluentes industriais.

As bactérias constituem-se no grupo de maior presenga e importincia nos sistemas de
tratamento biolégico. Considerando-se que a principal fun¢do de um sistema de tratamento é a
redugio da DBO, as bactérias heterotréficas sio os principais agentes deste mecanismo (VON

SPERLING, 1996).

PRASERTAN (1993), estudou o crescimento de quatro diferentes cepas de
Rhodocyclus gelatinosus (T6, R4, RS, R7) em trés diferentes efluentes provenientes de
alimentos marinhos processados, com a finalidade de reduzir o potencial poluidor dos

residuos e de producio de biomassa celular. Apbs 5 dias de incubagio, sob condigdes Gtimas,
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foi alcangado um maximo de massa celular de 5,6g/1 (contendo 50% de proteina) e 86% de

redugio na demanda quimica de oxigénio para a cepa R. gelatinosus R7.

Em outro estudo, KUMAR & VISWANATHAN (1991) obtiveram como resultado
final da biodegradagio do efluente de uma destilaria os produtos; biomassa, acidos volateis e
CO, através da utilizagdo de 6 cepas de bactérias A produgio de acido volatil foi estabilizada
apos 48-72 horas e correlacionada com os valores de redugdo da demanda quimica de
oxigénio. Ndo houve uma correlagdo definida entre a produgdo de diéxido de carbono e a
redu¢do na DQO, sendo que os maiores valores ocorreram nas primeiras 24 horas,
acompanhados por quantidade relativamente pequena na produgdio de CO,. Entre 40 ¢ 75
horas, foi observado a produgio de grandes quantidades de di6xido de carbono com somente

uma pequena redugio na DQO.

A redugdo na DQO pelo tratamento do efluente com bactérias também pode ser
encontrada nas industrias de corantes. SARNAIK & KANEKAR (1995), mencionam em seu
trabalho, que para a produgio de violeta de metil (corante basico) € necessario o uso de fenol e
dimetil anilina como matéria prima. E provavel entdo que os efluentes provenientes de tais
industrias contenham este corante e substancias quimicas ndo utilizaveis. J4 que tais poluentes
talvez sejam téxicos, sua remogdo torna-se necesséria. Os estudos conduzidos pelos autores
tiveram como objetivo a biorremediagio destes efluentes pela utilizagdo de microrganismos.
Quatro espécies de Pseudomonas, denominadas Ps. alcaligenes, Ps. mendocina, Ps putida
“biovar”B e Ps stutzeri, foram isoladas das fezes de gado enriquecidas e de amostras de solos
coletadas no préprio local da fabrica produtora de metil violeta. Todas as quatro espécies de
Pseudomonas foram capazes de remover fenol (61-100%) e metil violeta (69,80-82,70%) com
uma redugdo simultinea na demanda quimica de oxigénio (56,80-71,70%), carbono organico
total (84-77,40%) e nitrogénio amoniacal (75,50-92,90%) da 4gua residuéria. As remogdes
demonstraram ser 6timas no pH alcalino original (7,45 - 10,6) do efluente, a temperatura
ambiental (28°C + 2°C), sob condi¢es aeradas (cultura), a uma concentraggo de inéculo 1,5 x
10° células/ml do efluente e um periodo de incubagdio de 24 - 48 horas. Portanto,
Pseudomonas spp isoladas nas proximidades das industrias de corantes poderiam ser usadas

para a biorremediag@o destes poluentes, ja que as mesmas estdo naturalmente adaptadas.

10
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O uso de outro genéro de bactéria na remogdo da matéria organica foi estudado
também por SORLINI & DAFFONCHIO (1995). Eles utilizaram 5 espécies de
Propionibacterium (P. acidipropionici, P. thoenii, P. Jreudenreichii, P. jensenii ¢ P.
shermanii) na fermentacio de leite integral e verificaram a sua eficiéncia para produgdo de
acidos graxos volateis, 4cidos acético e propi6nico. As mudangas na carga organica do soro
(DQO) e os bioindicadores envolvidos no processo também foram estudados. A redugdo na

demanda quimica de oxigénio foi de 30%

No mesmo ano, MUN et alii.(1995) estudaram a possibilidade da utilizag@o de Sleo
de palmeira como wum substrato para a fermentagdo por  Clostridium
saccharoperbutylacetonicum N-14, com producdo de acetona-butanol e etanol e com isto
reduzir a DBO do residuo. Dentre os dois tipos de residuos, provenientes do 6leo de palmeira
o lodo centrifugado foi o melhor substrato e foi capaz de manter a producio de solventes por
C. saccharoperbutylacetonicum N-14 sem adi¢do de qualquer suplemento mineral. Uma
hidrélise enzimatica, catalisada por celulase antes da fermentagio, foi capaz de aumentar a
produgio de butanol em 76,9% (de 2,47g/1 a 4,7g/1) e de diminuir a DBO em 66% (de 26.500
ppm a 8.900 ppm).

Dois anos mais tarde KUMAR et alii. (1997), isolaram de uma destilaria uma bactéria
anaerdbia facultativa pertecente ao genéro Lactobacillus. Esta cepa foi capaz de crescer nas
aguas resultantes da digest3o anaerébia de melago de cana (diluida em 12,5% v/v), adicionada
de glicose (10g/1). Apés 7 dias de incubagio foi alcancado 31% de descolorizagio e 57% de
redugdo na DQO.

O uso de culturas mistas na remocdo da carga organica também vem sendo estudado.
Dados sobre a aplicagido de uma cultura mista de bactérias especialmente quimioheterotréfica
¢ fotohetero/ autotréficas (Micro-bak) em um tanque de 4gua residuaria de uma fabrica de
agucar foram relatados por BOCK & IWERT (1987). Como resultado foi descrito um
aumento significativo na degradag¢io de contaminante orgénico e uma redugfo na carga de
nitrogénio sem aerag3o artificial. O contetdo de nitrogénio foi reduzido a 10mg/l, 0 da DBO a
7 mg/l e DQO 106 e 108mg/l para as determinagdes realizadas em laboratério e em prova de

campo, respectivamente.

11
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A associagdo de microrganismos como um meio para a diminuigdo da poluig¢io
também foi estudado por ZOUARI & ELLOUZ (1996). Em seus estudos eles obtiveram por
meio de enriquecimento um consércio de microrganismos aerdbios, que cresceram em
efluentes provenientes dos moinhos de 6leo de oliva. Diversas culturas foram capazes de
metabolizar compostos monoaromaticos, fornecidos como fonte tvnica de carbono na
concentragdo de 2g/l. Alguns consércios degradaram misturas de 7 compostos aromaticos
(4g/1) ap6s 1 semana de incubagdo a temperatura de 32 °C. O consércio também foj ativo
diante de compostos mono aromaticos do efluente ndo diluido proveniente do moinho de dleo
de oliva. Isto reduziu o efeito inibitério dos compostos fendlicos antes da digestfio anaerobia
do efluente de 6leo de oliva (EOO) numa série por batelada. N3o foi notada nenhuma inibi¢do
nas populagdes microbianas anaerébias com o efluente de dleo de oliva tratado. A partir do
consorcio mais ativo, nove cepas diferentes de bactérias foram isoladas e elas demonstraram
ser capazes de crescer em compostos aroméaticos simples. Uma remocg3o de 50% da DQO
inicial ¢ degradagio de quase todos os compostos aromdticos simples provenientes dos
efluentes de dleo de oliva nio diluidos, foi obtido com misturas de bactérias reconstituidas.
Uma leve redugio na coloragiio foi obtida devido a adsor¢do de compostos coloridos nas
células bacterianas. Presumivelmente, o consércio nio poderia reduzir e degradar os

compostos coloridos no EQO.

3.4.1.1. Bacillus

INAMORI et alii. citados por (CHIESA & MANNING, 1984) utilizaram uma cepa
especial de Bacillus, que demonstrou ser eficaz no tratamento de efluentes que contém amido.
Esta linhagem foi utilizada no 1° bioreator, para reduzir a carga organica que se direcionava

ao 2° estagio do tratamento (sistema de lodo ativado).

MALLADI & INGHAM (1993), pesquisaram a digestdo termdfila aerébia das aguas
residudrias, resultantes da operago no processamento de batatas, as quais sdo caracterizadas
por sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e sélidos suspensos totais (SST). Quatro
bateladas destas dguas foram coletadas a cada duas semanas. Ap6s sedimentagio por 1 hora
e subseqiiente decantagfio, o sobrenadante teve uma DBO; variando de 620 a 1743 mg/l e

SST variando de 0,31 a 0,49 mg/ml. A digestdo termofila aerébia (55°C, 0,6 litros ar/min)
12
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predominantemente por Bacillus spp. diminuiu a DBO e os sélidos suspensos totais do

sobrenadante de 98 e 75% respectivamente em 96 horas.

KODAMA et alii. (1981), examinaram o tratamento dos efluentes provenientes de
uma cervejaria de “sake”, pelo uso de bactérias aerébias em combinagdo com um processo de
lodo ativado. As aguas utilizadas para a lavagem de arroz foram responsaveis por quase 50-
70% das substancias poluentes totais. Algumas cepas, como por exemplo Arthrobacter,
Pseudomonas, Nocardia e Bacillus, foram selecionadas dos isolados, visto que, as mesmas
cresceram espontancamente em 4guas de lavagem de arroz. A DQO nestas 4guas foram
reduzidas em 60-70%, a redugdio no sobrenadante foi de 82-91%. As aguas residuarias de
lavagem com 1400-1900 ppm de DQO foram tratadas pelo método bacteriano para reduzir a
DQO a 400 - 600 ppm Finalmente, o efluente foi tratado pelo processo de lodo ativado para
reduzir a DQO a 12 -22 ppm.

3.4.2. Leveduras

O uso de leveduras também tem um papel importante na diminuigdio da polui¢o
ambiental. MARWAHA et alii. (1988) avaliaram o potencial de 3 leveduras que metabolizam
lactose, sob condigdes ndo estéreis, Candida pseudotropicalis, Saccharomyces fragilis e
Kluyveromyces marxianus NCYC 179 na remogdo de DBO, e DQO de efluentes da industria
leiteira. C. pseudotropicalis cultivada sob condigdes ndo estéreis manteve a maxima
diminuigio dos poluentes da industria de leite (DBO; e DQO). Dados sobre a padronizagdo
das caracteristicas das linhagens cultivadas a temperatura de 30°C, pH 5,5 e tempo de 24 horas
de inbculo foram consideradas 6timas para o tratamento efetivo de aguas residuarias de
laticinios. No uso de procedimentos de imobilizagdo, 40g de peso seco de células por litro foi
a concentragdo celular de operagdo 6tima para imobilizagdo em matriz alginato. Sulfato de
amonia e extratos de leveduras suplementares de 0,1% e 0,6% respectivamente, melhoraram a
habilidade de células imobilizadas de leveduras na realizagdio do tratamento. Candida
pseudotropicalis imobilizada em alginato e cultivada sob condi¢bes 6timas de processo foi
capaz de diminuir os poluentes a limites satisfatérios (DBOy a 20 °C; 30mg/l, DQO 250mg/l)

como especificado pelo 6rgdo responséavel pela fiscalizag3o.

13
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CASTLLA er alii. (1984), utilizaram em seus estudos cepas de Candida e
Paecilomyces para remogio da DQO em efluentes provenientes de vinhaga de cana de agiicar.
Os autores utilizaram um processo aerébio continuo de 2 fases. Na primeira fase o vinhoto
original foi utilizado para o crescimento de C. utilis € o sobrenadante resultante deste processo
foi utilizado como meio para a segunda fase, onde uma cepa de Paecilomyces variotii cresceu
sem adi¢do de nutrientes. Foi alcangada uma reducdo de 87% na DQO e um rendimento de

biomassa pelos dois microrganismos de 2,3 - 2,6 g/l /hora.

O uso de fungos no tratamento de efluentes, nio s6 pode levar a uma diminui¢3o na
DQO, mas também pode ser usado vantajosamente na produgio de matéria rica em material
organico. Segundo MANILAL et alii. (1991), os fungos Endomycopsis fibuliger ¢ Candida
utilis foram utilizados para a producio de proteina unicelular através da fermentagio submersa
de um efluente de uma fabrica de amido de mandioca. A atividade amilolitica de E. fibuliger
promoveu um aumento na velocidade de crescimento de C. wrilis, desta forma houve uma
remogdo eficaz amido e agucares livres do efluente apos 28 horas de incubagio sob condigdes
especificas. Em decorréncia disto, ocorreu uma reducdo de 91% na DBO e 94% de reducdo na
DQO, e produgdo de niveis tteis de biomassa protéica (ex. 20g/100 ml de efluente apés 96

horas de incubagio).

KARIM & SISTRUNK (1985) estudaram a possibilidade do uso de certas cepas de
leveduras na redugéo da alta carga orgénica das 4guas residuérias do processamento de batatas
€ a recuperagdo da biomassa. Uma redugio efetiva na DQO foi conseguida nos efluentes
originarios de batatas cozidas descascadas e dos liquidos provenientes das mesmas, através de
tratamento alcalino e fermentag3o com Saccharomyces Sibuliger ATCC 9947. A DQO da 4gua
residudria fermentada ativamente provindas de aguas das batatas descascadas pelo tratamento
alcalino foi reduzida a 69, 79 ¢ 85% dos valores iniciais apds 24, 48 e 72 horas de
fermentag8o, respectivamente. O efluente originario do descascamento por vapor das batatas
foi reduzido em 85% do valor inicial da DQO apés 24 horas de fermentagio, ja para as
amostras centrifugadas foram obtidas as maiores redugdes na DQO correspondente a 93%. A
parte s6lida das leveduras recuperadas do efluente fermentado de batatas cozidas descascadas
variou de 1,55 a 2,0 g/l (peso seco), apds 6 -28 horas de fermentagio e teve um contetdo

bruto protéico de 29-31%.
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Leveduras s3o citadas por SAITO et alii. (1983a), como capazes de reduzir a DQO de
aguas residuérias provenientes da destilagdo de “kokuto - shochu”. Estes microrganismos
foram isolados num teste de isolamento a temperaturas relativamente altas. A levedura mais
predominante foi identificada como Hansenula Jabianii, que reduziu 40% dos compostos
orgénicos totais na igua residuéria a temperatura de 37,5°C, porém, foi observado que ela
quase ndo teve qualquer efeito sob os contetidos protéicos, cidos graxos (cadeia longa) e
gorduras. Em outro trabalho publicado por SAITO et alii. (1983b) foi realizado um teste de
“screening” sob condigdes 4cidas para sele¢do de leveduras, onde foram isoladas leveduras
capazes de reduzir a DQO de 4guas residuérias, provenientes da lavagem de arroz. A levedura
mais predominante, identificada como Hansenula anomala, reduziu 40% dos compostos

organicos totais, dando um efluente com DQO de aproximadamente 80 ppm.

YIAO (1988) menciona em seu trabalho que as indistrias que produzem glutamato
monosddico liberam grande quantidade de agua residuaria que escoam todos os dias. Este
liquido € rico em matéria organica e tem um pH baixo. Ele pode levar a poluicio do meio
ambiente, se for escoado sem algum tratamento. Este poluente industrial ¢ um bom meio para
a cultura de microrganismos. YIAO utilizou cinco tipos de leveduras para tratar estes
efluentes. A levedura Candida tropicalis foi a que apresentou resultados mais satisfatdrios,
sendo que a DQO e DBO foram reduzidas em 69% e 54%, respectivamente, enquanto que a

produgdo de proteina unicelular continha 54,4% de proteina.

A produgdo de proteina unicelular foi estudado por SHYU & CHEN (1996), como um
meio para solucionar os problemas associados com a disposi¢do de efluentes com altas
concentragdes de sais produzidas pelas indistrias de frutas e vegetais em conservas. Foram
coletados efluentes e 4guas residuarias das salmouras provenientes das fabricas de conservas.
Uma média diaria da produgdo total de efluente foi de 5,5 toneladas com uma demanda
quimica de oxigénio de 76.363 mg/l e uma relagdo DBO/DQO de 0,78-0,84. As cepas
Candida tropicalis, Candida utilis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus var.
marxianus € Saccharomyces cerevisiae foram testadas. K, marxianus tolerou uma
concentragdo de NaCl de 18%. Os resultados indicaram um pH de 4,2 ¢ uma relagdo de
carbono/nitrogénio igual a 14, como os requerimentos 6timos tanto para as caracteristicas do

residuo como o crescimento das leveduras. Niveis maximos de 13 e 7 g de peso seco da massa
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celular/litro foram obtidos quando a salmoura continha concentragles de NaCl de 3 e 13%
respectivamente. Devido a alta relagdio DBO/DQO 83% da DQO total poderia ser removido

€m um unico tratamento.

Também na indistria cervejeira encontra-se o uso de microrganismos com a finalidade
de reduzir problemas associados com a disposi¢3o dos residuos de cerveja e dos liquidos que
saem da compressdo dos grios. O crescimento da levedura Candida sp. nestes efluentes foi
estudado por um autor anénimo (BIOCONVERSION of...,1985), com o intuito de verificar a
possibilidade da diminuigo destes problemas. A composig3o quimica e os conteudos de DQO
¢ DBO dos efluentes foram tabulados e o crescimento continuo e n3o continuo da cultura foi
registrado. A carga poluente no efluente foi reduzida a 75-90% apés tratamento com Candida
spp. sob condi¢des assépticas, e com isso, pode-se afirmar que a tecnologia descrita é
imediatamente aplicavel em escala industrial. Acredita-se que todos os efluentes de cervejaria
poderiam ser purificados utilizando-se tal técnica, para produzir forragem animal e 4gua

residuéria n3o poluidora.

3.4.3. Fungos filamentosos

Desde o comego deste século a utilizagdo dos fungos tem sido associada aos produtos
de fermentagio incluindo antibiticos, enzimas e uma gama de derivados bioquimicos. Além
da aplicagio destes microrganismos em industrias de fermentagdo, novos aspectos
biotecnoldégicos tem sido explorados, inclusive de carater ambiental, como o tratamento de

residuos liquidos e a biorremediag3o de solos poluidos (WAINWRIGHT, 1990).

KARIM & SISTRUNK (1984) citam em seu trabalho que CHURCH et alii.,
selecionaram linhagens de Trichoderma viride, Gliocladium deliquescens e Aspergillus
oryzae, como os fungos mais apropriados para a redugdo da DBO; de residuos processados de
milho e soja nio estéreis entre 21 cepas de 11 diferentes géneros de fungos. O processo foi
adaptavel a uma fermentagio continua. Neste trabalho, a manutengéo de outras cepas de
fungos como organismos dominantes pode ser alcangado pelo uso de um inéculo concentrado,
PH de 3,0 a 4,0 e alimentacdo a uma taxa alta, suficiente para evitar que a cultura chegue a

fase estacionaria. A massa micélica continha grandes contetdos de lisina, treonina e triptofano
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e foi usada com sucesso nos testes de alimentagio em ratos. A inoculagio de Trichoderma
viride em residuos de enlatados de milho numa planta piloto de sistema continuo de
fermentagdo com capacidade de 41,8 litros, levou a uma remogéo de 96% na DBO, 88% de
remogdo na DQO e 93% de remogio do carbono organico total. O tempo de residéncia foi de
18-22 horas € a variagdo na temperatura de 18-35 °C. A produgiio de micélio em peso seco foi
equivalente, a aproximadamente 50% da DBO; de alimentagio ¢ o contetido de nitrogénio foi
equivalente a 50% de proteina. O requerimento de oxigénio foi somente 0,2 -0,3 Kg O,
dissolvido /Kg DBO; removido. G. deliquescens foi o organismo mais efetivo para os

residuos de soja contendo altas concentragdes de SO,.

Conforme o tipo de efluente, pode se ter diferentes tipos de microrganismos que
melhor reduzam a carga poluente. BEUCHAT et alii. (1978) estudaram o crescimento de
Neurospora sitophila em efluentes alcalinos oriundos das operagdes de processos de nabo
sueco, batata e péssego. Através da realizagio de uma fermentagiio submersa a 30°C, foi
observada uma redugdo de DQO de 42-68% dos valores iniciais para aguas residuérias
provenientes do descascamento e de 17-25% nas aguas de enxagiie ap6s 4 dias. Este
procedimento na reduggio da DQO seria de interesse como uma técnica de pré tratamento, para
as fabricas que langam seus efluentes, provenientes das operagdes de processamento de frutas

e vegetais, nos sistemas de tratamento municipal.

KARIM & SISTRUNK (1984) encontraram também que o uso de certas cepas
selecionadas de fungos poderiam reduzir a DQO de efluentes provenientes do descascamento
de batatas pelo vapor. O fungo Neurospora sitophila NRRL 2884 demonstrou-se ser efetivo
na redugio da demanda quimica de oxigénio, promovendo diminui¢io de 69 e 90% do valor

original apds 24 e 48 horas de fermentagio, respectivamente.

HIRAMATH citado por WAINWRIGHT (1990) fez uso de 7 espécies de fungos
isolados de uma lagoa de estabilizagfio. O esgoto tratado apresentou redugdes satisfatérias nos

niveis de DBO, fosfatos ¢ aménia.

KIDA et alii. (1995), notaram que o tratamento biolégico foi um método alternativo
(ao invés de se despejar o efluente no mar) e eficiente para o tratamento de aguas residuarias
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provenientes de destilaria de fabricagio de shochu (bebida alcodlica tradicional no Jap#o), os
quais apresentaram um alto conteido de matéria organica e sélidos suspensos. Aspergillus
awamori var. kawachi foi cultivado aerobicamente a 35°C em 4gua residuéria da destilaria
mencionada, durante periodo de um dia sob agitagio em fermentador (volume ttil de 18
litros). As concentragdes de DBO e fon fosfato no filtrado do meio cultivado foram reduzidas

drasticamente, sendo os valores correspondentes a 56% e 80%, respectivamente.

3.4.3.1. Fungo Aspergillus niger

Existem muitos trabalhos relacionados ao fungo Aspergillus niger. Em 1975, HANG
et alii. demonstraram que A. niger era capaz de converter, rapidamente, 97% do agicar
proveniente de liquidos dos grios utilizados na cervejaria em massa fiingica. A producéo de
micélio seco, baseado no agticar consumido foi de aproximadamente 57%. Este fungo
produziu 1,10% de 4cido titulavel como 4cido citrico e reduziu a demanda bioquimica de

oxigénio em 96%.

LAMO & MENEZES (1979) realizaram estudos quanto ao uso de agua residuaria
provenientes do processamento de mandioca, como substrato para produgio de biomassa
fingica e o uso desta como alimento. Foram feitos testes com Aspergillus niger, Gliocladium
deliquescens, Trichoderma viride, Penicillium elegans e Aspergillus oryzae. Foram citados
dados relativos a composigdo da 4gua residuaria antes da produciio da biomassa, reducio da
DBO e DQO por vérias espécies de fungos, produgdo de peso seco, cinética da fermentagio e
conteudo protéico da biomassa produzida. Os resultados mostraram que a cultura de G.
deliquescens reduziu a carga orgnica da 4gua residuaria em aproximadamente 80% e
produziu biomassa contendo 35% de proteina. 4. oryzae embora tenha proporcionado

menores indices de redugio de DQO, apresentou biomassa com teor mais elevado de proteina.

NUDEL et alii. (1987) descreveram o tratamento aerébio de vinhaga, com culturas
puras e mistas para a producdo de biomassa ¢ redugfio da DQO. Os microrganismos utilizados
foram Candida utilis NRRL 1097 (variante principal), Paecilomyces varioti ATCC 11971,
Saccharomycopsis lipolitica, Aspergillus niger, Trichoderma viride, Aspergillus oryzae,

Rhizopus sp., Azotobacter vinelandii NRRL B 4207 e B- 4204, Azotobacter chroococcum
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NRRL B 488, Brevibacterium flavum ATCC 21269 e Corynebacterium acetoacidophilum
ATCC 21270. Os meios usados para a fermentagdo foram vinhaga nio suplementada e
suplementada com 5g/I de sulfato de aménia e 0,5g/1 de fosfato de potassio hidrogenado. O
pH foi ajustado a 5, exceto para Corynebacterium e Brevibacterium spp. onde ele foi de 6,5 e
7,0. Proteina unicelular com concentragdo de 9-23 g/l foram obtidas com redugio na DQO de
30-65% em culturas por bateladas. Com o emprego de C. utilis € A. niger em cultura continua
de duas fases, o maximo de redug@io na DQO alcangada foi de 89%. Esta cultura mista, talvez

tenha alguma aplicagio para disposi¢do de vinhaga.

O tratamento do soro de mandioca com Aspergillus niger foi estudado por
IKENEBOMEH & CHIKWENDU (1990) como um meio para a disposi¢io de residuos.
Foram utilizados diversos meios de cultura para o crescimento de cepas submersas de A.
niger. As porcentagens de redugdo em DQO e DBO foram de 69,7 € 54,5 respectivamente,

para soro de mandioca n3o suplementado com sais.

HAMDI et alii. (1991), utilizaram efluentes provenientes dos moinhos de 6leo de oliva
para produ¢@o de proteina em experimentos de pequena escala. Foi utilizado meio n3o estéril
sem controle de pH. A fermentago de Aspergillus niger nestes efluentes foi capaz de remover
61% da DQO, reduziu 58% dos compostos fendlicos totais e levou a produgiio de 14g/L de
proteinas. A remogdo dos compostos fenélicos resultou numa mudanga na coloragio do

efluente de preto para marrom.

Como uma forma de diminuir o problema de polui¢io ambiental EL- SAMRAGY et
alii. (1993), utilizaram duas cepas de Aspergillus niger para a producio de 4cido citrico,
atraves da utilizagdo do soro salgado (substrato) proveniente do processo de fabricagio de
queijo DOMIATI, que ¢ um tipo de queijo macio produzido no Egito. Ao soro esterilizado e
desproteinizado foram adicionadas diferentes concentragdes de sal (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12%)
sendo logo apds, inoculado com A. niger CAIM111 ou CAIM 167 e incubado por 15 dias a
30°C. As amostras foram analisadas em intervalos de 3 dias para verificagio da concentragdo
de écido citrico, DQO e DBO. A fermentagdio do soro salgado por ambas cepas reduziu a
DQO e DBO do substrato, cujas redugdes diminuiram com o aumento na concentragio de sal.

Uma desproteinizagio do soro antes da fermentag3o contribuiu para abaixar a DBO e DQO.
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Deste modo, foi possivel concluir que a fermentagdo pode ser usada para reduzir a carga
poluidora do soro salgado e que o soro é um substrato adequado para fermentagio do acido

citrico por A. niger.

HAMDI & GARCIA (1993) mencionam em seu trabalho que a baixa producio de
metano proveniente dos moinhos de dleo de oliva, o qual sio caracterizados pelas altas
concentragdes na demanda quimica de oxigénio, sdio causados pela presenca de compostos
inibitérios nestes efluentes industriais. Isto inclui taninos, compostos fendlicos e 6leos os
quais sdo téxicos as bactérias metanogénicas. Eles estudaram o efeito do crescimento de
Aspergillus niger mestes efluentes n3o diluidos e encontraram redugdes de DQO e de
substancias fendlicas de 61 e 58%, respectivamente. Este efluente tratado foi detoxificado
para as bactérias metanogénicas, as quais cresceram facilmente neste meio. Este pré
tratamento aerébio proporcionou um novo meio para a degradagdo de efluentes provenientes

dos moinhos de 6leo de oliva, antes da digestdo anaerdbia.

3.4.3.2. Fungo Aspergillus fumigatus

A presenca de Aspergillus fumigatus no processo de fabricagio de cerveja foi notada
por GYLLANG et alii (1977). Eles mencionam em seu trabalho, que Aspergillus fumigatus e
Aspergillus amstelodami aparecem nos grios de cereais, como a cevada, durante a germinagio
na fabrica de malte. Estes microrganismos podem causar borbulhamento na cerveja. O
trabalho dos autores citados, foi pesquisar se estes fungos presentes na cevada, também
provocavam um aumento em outras mudangas qualitativas na cevada e mosto, como
quantidade de nitrogénio soluvel, redugdo da viscocidade e alteragiio da cor das amostras do

mosto.

De acordo com OHMOMO et alii. (1987), o fungo Aspergillus fumigatus demonstrou
ser eficiente tanto na descolorizagio de 4guas residuérias de melagos, como também na

redugio da DQO em 51% e em 56% do carbono orgénico total da solugfo inicial.

O fungo Aspergillus fumigatus também foi estudado em trabalho descrito por ABD

ALLA & MAHMOUD (1994), onde foi examinado a liberagio de agucares redutores e
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proteinas brutas, formados através do crescimento microbioldgico em diferentes residuos de
plantas como: serragem, casca de amendoins, folhas de cana de agticar ¢ bagaco de cana de
agucar. Nestes residuos além do tratamento com Aspergillus fumigatus, foram também
utilizados  Penicillium oxalicum, Thermoascus aurantiacus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Streptomyces viridosporus e Streptomyces roseiscleroticus. Desta forma, os
autores puderam concluir que tais microrganismos, talvez possam produzir proteinas

adicionais e valiosas para o uso humano.

3.5. Imobilizagio

O tratamento biolégico de efluentes tem sido praticado de diversas formas deste o
inicio deste século. Contudo, somente recentemente é que o processo de células imobilizadas
tem sido estudado e aplicado na redu¢io da poluigio das Aguas por pesquisadores e
engenheiros (TYAGI & VEMBU, 1990). Segundo estes autores, a imobilizagdo pode ser

definida como qualquer técnica que limite o movimento livre das células.

Os 2 principais tipos de imobiliza¢do segundo SCOTT (1987) sio:

(1) Ades@o; os microrganismos aderem a uma superficie ou a outros microrganismos

por adesdo propria, ou ligagdo quimica.

(2) Aprisionamento; os microrganismos sio capturados nos intersticios de materiais
fibrosos ou porosos, ou ainda por um sélido ou material poroso como um gel estabilizado ou

membrana.

A imobiliza¢do de células tem sido usada ou pesquisada para muitas aplicacdes na area

de biomédica, de biosensores, de quimica aplicada, de macromoléculas etc.

A imobilizag3o apresenta a vantagem de que uma elevada concentragdo de biomassa
pode ser retida em um reator por elevados periodos de tempo. Embora praticamente todos os

microrganismos tenham o potencial de se aderirem a um suporte, através da produgdo de
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polimeros extra-celulares que possibilitam a aderéncia fisico-quimica a superficies, apenas
recentemente a aplicag@o tecnoldgica dos processos de sor¢do celular estdo sendo aplicados

em uma escala mais ampla e otimizada em varios processo biotecnolégicos e no tratamento de

esgotos (LUBBERDING, 1995).

Os suportes construidos por filamentos, preferencialmente de resinas sintéticas, podem
ser usados para a imobilizagdo de bactérias, leveduras, fungos, actinomycetes, algas e etc.
Também podem ser usados para o tratamento de aguas residuarias ou produgio de etanol, por
exemplo, por Zymomonas mobilis e acido citrico por Aspergillus niger por meio de
fermentacdo. Estes suportes podem carregar um grande nimero de microrganismos com uma

boa estabilidade. Os suportes podem ser usados em um reator do tipo leito fluidizado (Patente,

1986).

Outro tipo de imobilizagdo foi citado por KIRKPATRICH et alii. (1987), onde a
imobiliza¢io de P. chrysosporium foi feita em cubos de espuma de poliuretana. Esta técnica

permitiu a produgfo de lignina peroxidase em uma base semi-continua.

3.6. Métodos normalmente utilizados na determinaciio da carga poluidora

de efluentes industriais

No projeto de uma estagdo de tratamento, normalmente n3o ha interesse em se
determinar os diversos compostos dos quais a agua residudria é constituida. Isto, nfo s6 pela
dificuldade em se executar varios destes testes em laboratério, mas também pelo fato dos
resultados nfio serem diretamente utilizaveis como elementos de projeto e operagfo. Assim, é
preferivel a utilizagdo de parametros indiretos, que traduzam o carater ou o potencial poluidor
do despejo em questdo. Tais parametros definem a qualidade dos esgoto, podendo ser
divididos em trés categorias: parametros fisicos, quimicos € bioldgicos (VON SPERLING,
1996). Um destes pardmetros sdo os indicadores de matéria organica, que podem ser
realizados tanto pela medida do carbono orgénico total (COT), como também pela demanda

bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO).
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3.6.1. Demanda Quimica de Oxigénio

E utilizada como uma medida do equivalente do contetido de oxigénio presente em
uma amostra de matéria organica, que ¢ susceptivel a oxidagdo por um oxidante quimico
forte. Para amostras vindas de uma fonte especifica a DQO pode ser correlacionada

empiricamente a DBO, carbono organico ou matéria organica (GREENBERG et alii., 1992).

Para determinagdo da DQO a técnica de micro digestdo descrita por JIRKA &
CARTER (1975) vem sendo utilizada em industrias. Para complementar este método é
realizada uma medida espectrométrica automatizada da aparigdo de Cromo +3 apés digestio
da amostra. Para medir o valor da DQO em uma faixa de 3-900mg/L a sensibilidade
adequada ¢ possivel de ser obtida a um comprimento de onda de 600nm, por meio do uso de
uma c€lula de 50 mm. O método semi automatizado é comparado ao método padriio no que

diz respeito a precisio, exatiddo, facilidade de analise, e comparago dos dados.

3.6.2. Demanda Bioquimica de Oxigénio

Outro teste amplamente utilizado é a DBO, que consiste em medir o oxigénio utilizado
durante um periodo especifico de incubagdo, para a degradagio bioquimica da matéria
orgénica e para sua utilizagio na oxida¢do de material inorginico, como ions sulfeto e ferroso.
Ele também pode servir para medir o oxigénio utilizado na oxidagiio de formas reduzidas do
nitrogénio (demanda de nitrogénio), se isto ndo for evitado pelo uso de um inibidor,

(GREENBERG et alii., 1992).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Pontos de amostragem da estacgfio de tratamento de efluentes (ETE):
Ef,: Tanque de equalizagdo
Ef,: Tanque de acidificagio
Ef;: Saida dos reatores
Ef,: Saida dos reatores, entrando na lagoa de aeragdo.
Ef;: Retorno do lodo a lagoa aerada

Ef,: Efluente que sai da lagoa aerada

4.1.2. Microrganismos utilizados

a) Linhagens (bactérias, leveduras e fungos) que foram isoladas dos diversos

pontos de amostragem da ETE de uma cervejaria da regido de Campinas - S.P.

b) Culturas pertencentes a colegdo do Laboratério de Sistematica e Fisiologia

Microbiana (L.S.F.M.) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP):

Aspergillus fumigatus; Aspergillus niger; Lentinula edodes; Pleurotus

ostreatoroseus € Pleurotus sajor - caju.

4.1.3. Meios de cultura e solugdes utilizadas

4.3.1. Meio Nutriente (Agar e Caldo)

4.3.2. Meio Extrato Malte
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4.3.4. Glicose, extrato de levedura e peptona (GYP )

4.3.5. Agar Batata Dextrose (PDA)

4.1.3.1. Meio com Efluente (RAPP & BACKHAUS, 1992).

MgSO, 7H,0
KH,PO,

NaNO,

Extrato de Levedura
Peptona

Efluente

Agar

4.1.3.2. Reagentes utilizados:

0,5g/1
1g/1
3g/l
1g/1
0,3g/1
1,5%

2,0%

Determinac¢io da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO):

’HgSO4

- H,SO, (concentrado) + AgSO,- 0,03M

- K,Cr,0,-IN

Determinagio de nitrogénio:

- H,SO, (concentrado)
- H,0, -30%
- KOH

- &lcool polivinil
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- estabilizante natural

- Reagente de Nessler

Sal utilizado como fonte de nitrogénio:

- (NH,), SO,

Coloracdes utilizadas:
Coloragdo Scaeffer - Fulton

Coloragdo de Gram

4.1.4. Aparelhagem utilizada:
- Agitator rotatorio, marca New Brunswick Scientific
- Camara de fluxo laminar, marca Veco
- Centrifuga, modelo Himac CR 21, marca Hitachi.
- Digestor DR- 2000 - Hach
- Espectrofotdometro DR/ 2000
- Espectrofotdmetro ultravioleta/visivel, modelo Spectronic 20,
marca Bausch & Lomb
- Digesdahl

- Equipamento de uso comum em laboratério: balanga analitica,

autoclave, estufas, pHmetros, etc.
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4.2. METODOS

4.2.1 Isolamento de microrganismos

Material e Métodos

Foram isoladas linhagens de bactérias, leveduras e fungos provenientes de amostras

coletadas de 6 diferentes pontos (Ef}; Ef,; Ef;; Ef,; Ef; e Ef;) da estagdio de tratamento de

efluentes de uma cervejaria da regido de Campinas, S.P. conforme mostrado na figura 2. As

amostras foram coletadas e acondicionadas em frascos plasticos previamente esterilizados.

Afluente

Tanque de Equalizagao (Ef1)

Tanque de Acidificagao (Ef2)

|

Reator Anaerébio

(1)

Reator Anaerébio

(2)

I Bty J

Ef,

Lagoa Aerada (Efs) ) |

Decan

tador

Ef,

Lagoa de Polimento

Disposi¢ao do Lodo

Rio Jaguari

Figura 2. Fluxograma da Estagio de Tratamento de Efluentes

Ef;: Saida dos reatores 1 e 2.

Ef,: Saida dos reatores 1 e 2, entrando na lagoa de aerag@o.

Ef5: Retorno do lodo a lagoa aerada.

27



Material e Métodos

Para o isolamento dos microrganismos acima citados, foram utilizados os meios:
Extrato Malte, Agar Nutriente e também o meio descrito no item 4.1.3.1., contendo amostras
dos efluentes Ef,, Ef,, Ef;, Ef, Ef; e Ef; onde o ultimo teve seu pH ajustado em 4,8 e 7,0 com
HCI ou NaOH. As amostras coletadas dos seis diferentes pontos da estagio de tratamento de
efluentes foram diluidas e inoculadas na superficie dos meios e incubados as temperaturas de
30°C e 37°C. As bactérias isoladas foram mantidas em meio nutriente agar, as leveduras em

extrato malte e os fungos em agar batata, sendo conservados sob refrigeracéo.

4.2.2. Pré selecio de microrganismos

A pré selegio das linhagens foi realizada inoculando-se os microrganismos citados nos
itens 4.1.2.(a ¢ b), em placas com 100% do meio Ef, adicionado de agar e ajustado nos
diferentes pHs (5,5; 7,0 € 9,5). As placas foram incubadas nas temperaturas de 30°C e 37°C.
Os microrganismos que apresentaram crescimento nos trés diferentes pHs, foram selecionados

para posterior estudo de redugiio da Demanda Quimica de Oxigénio.

O meio Ef, (tanque de equalizagdo) foi escolhido tanto para a pré selegdo dos
microrganismos, como também para o estudo na redugdo da DQO, devido a este ponto ser o
primeiro da estagdo de tratamento de efluentes da cervejaria em estudo, sendo portanto o mais
rico em matéria organica. Os pHs de 5,5; 7,0 e 9,5 foram escolhidos devido as constantes
mudancgas na acidez e alcalinidade do tanque de equalizagdo, ou seja, 0s microrganismos pré

selecionados deveriam estar adaptados a estas flutuagdes.

4.2.3. Preparo dos substratos

O efluente coletado Ef; foi devidamente acondicionado em frascos plasticos,

conservado em freezer, e descongelado a temperatura ambiente antes de sua utilizagdo.

4.2.3.1. Substrato estéril - meio Ef,

Erlenmeyers de capacidade 300ml contendo 150ml do efluente Ef, foram ajustados nos
diferentes pHs de estudo (5,5; 6,5; 7,5; 8,5 € 9,5) com H,SO, ou NaOH e esterilizados a

temperatura de 115°C por 15 minutos, (VASSILIADS, 1983). A escolha desta temperatura e
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tempo de esterilizagdo abaixo da normalmente empregada (121°C, 20minutos), foi realizada

com o intuito de se evitar a0 maximo alteragdes quimicas no meio efluente Ef;.

4.2.3.2. Substrato bruto (néo estéril) - meio Ef,

Para o estudo da influéncia da microbiota natural do efluente Ef, bruto (n3o estéril), na
remog¢do da DQO, foram utilizados erlenmeyers previamente esterilizados onde as condi¢oes

de pH e temperatura foram as mesmas descritas no item 4.2.3.1.

4.2.4. Condicoes de cultivo

As linhagens pré selecionadas de fungos, leveduras e bactérias foram cultivadas no
meio Ef;, em Erlenmeyers de capacidade 300ml contendo 150ml do meio (estéril ou nio
estéril). O crescimento destas linhagens foi realizada em “shaker” com agita¢do de 160 rpm a

38°C em diferentes intervalos de tempo.

A temperatura utilizada foi padronizada na faixa de 38-40°C, isto devido ao fato desta
faixa ser a encontrada no tanque de equalizagdo (Ef,) da cervejaria em estudo, ou seja,
procurou-se simular em laboratério as condigdes encontradas normalmente na esta¢do de

tratamento de efluentes da cervejaria em estudo.

4.2.5. Estudos da reduc¢io de DQO

4.2.5.1. Bactérias e Leveduras

As linhagens de bactérias e leveduras foram cultivadas em meio Ef, estéril ou nZo
conforme descrito no item 4.2.4. Apds diferentes tempos de crescimento, amostras

centrifugadas (15 minutos/17.000 rpm) ou ndo foram coletadas e determinada a DQO.
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4.2.5.2. Fungos filamentosos

Para a coleta das amostras dos meios Ef, estéril ou ndo estéril cultivados com fungos,
em diferentes intervalos de tempos, foi adotado um tempo de sedimentag@o. Apds 15 minutos
de repouso, onde as culturas fiingicas sofreram sedimentag@o, o sobrenadante foi coletado
com o auxilio de uma pipeta estéril e transferido para frascos apropriados do digestor HACH

para posterior analise de DQO.

4.2.6. Concentracio dos indculos

Os fungos, bactérias e leveduras foram inoculados no meio Ef}, onde a concentragio

inicial utilizada foi de 2% (v/v) para os fungos e de 10% (v/v) para as bactérias e leveduras.

4.2.7. Preparo dos indculos

4.2.7.1. Fungos

Para o preparo do inéculo fingico foi adicionado 5 ml de agua destilada
estéril a um tubo de ensaio contendo a cultura crescida na superficie do meio PDA. A seguir,
com o auxilio de uma alga foi retirado da superficie do PDA os esporos presentes. Da
suspensdo obtida 3 ml foram transferidos para erlenmeyers de 300ml contendo 150 ml de

meio Ef,.

4.2.7.2. Bactérias e Leveduras

Para o preparo do indculo das bactérias e leveduras, as mesmas foram
crescidas nos meios caldo nutriente e GYP respectivamente, sendo ativadas trés vezes nestes

meios, antes da inoculag@o no meio efluente Ef,.
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4.2.8. Determinac¢ao da DQO

Para determinagio da DQO as amostras, centrifugadas ou nfio centrifugadas obtidas
dos meios cultivados por bactérias, leveduras e fungos filamentosos (onde foi padronizado o
tempo de sedimentagio - item 4.2.5.2.) foram coletados com o auxilio de pipetas estéreis 1ml
das amostras contidas nos erlenmeyers em intervalos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 ¢ 144 horas. As
aliquotas referidas foram entfio colocadas em frascos HACH (devidamente limpos e com
tampas apropriadas) previamente adicionados de: 0,04 a 0,05 g de HgSO,, 2,5ml de uma
mistura de H,SO, (concentrado) com AgSO,, 0,3 ml de H,O destilada ¢ 0,5 ml de K,Cr,0O;.
Para possibilitar a leitura, 1 ml de 4gua destilada foi acrescentado a cada frasco, os quais
foram colocados em um reator, a temperatura constante de 140°C. Apds 2 horas nesta
temperatura, os frascos foram retirados ¢ a leitura foi realizada no aparelho DR2000 - HACH,

em comprimento de onda de 620 nm.

4.2.9. Determinacio do Nitrogénio

Foram coletadas amostras provenientes do tanque de equalizagio (Ef)) e a
concentragio de nitrogénio presente foi entdo determinada, segundo a metodologia descrita

por HACH et alii. (1985).

O preparo da amostra foi realizado adicionando-se 25 ml de cada uma delas em baldes
volumétricos de capacidade 100ml e diluidos para S0 ml com é4gua destilada. As amostras
diluidas foram transferidas para baldes de fundo chato e levadas a um aparelho digestor, onde
a cada amostra foi adicionado 4 ml de H,SO, concentrado. Os baldes contendo as amostras
permaneceram no digestor até 5 minutos apds o aparecimento de uma fumaga branca, quando
foram adicionados 17 ml de H,0, 30%. Decorridos 5 minutos, o aparelho foi desligado e os
baldes contendo as amostras foram retirados do calor. As amostras contidas nos baldes de
fundo chato foram transferidas para baldes volumétricos e completados para 100ml com agua

destilada.
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A seguir, as amostras de 100 ml foram transferidas para bequers para ajuste do pH de
3,8-4,2 com hidréxido de potassio. Aliquotas de 10 ml de cada solug@o foram transferidas
para provetas de 50 ml, cujo volume foi completado para 50 ml com dgua destilada. A seguir,
a estas solugdes foram colocados 3 gotas de estabilizante mineral (Hach), ¢ foi realizado a
homogeneizagdo do contetido da proveta. Logo ap6s, a este mesmo recipiente foi adicionado

1ml do reagente de Nessler e a leitura foi realizada no comprimento de onda a 460 nm.

4.2.10. Selecdo de linhagens com maior capacidade de redu¢io na DQO

As linhagens pré selecionadas no item 4.2.2. foram testadas quanto a eficiéncia de

reduc¢do de DQO do efluente Ef|

Os in6culos para os microrganismos em estudo foram preparados conforme descrito
no item 4.2.7. As concentra¢des de indculo para estes microrganismos foi feita como citado
no item 4.2.6.. O estudo da redugio de DQO foi realizado conforme item 4.2.5., com o
efluente EF, ajustado em pH 7,0 e tempo de crescimento de 48 horas para as bactérias e
leveduras e de 72 horas para os fungos filamentosos. A determinagéio da DQO foi realizada
para todas as amostras centrifugadas ou ndo centrifugadas. A porcentagem de redugdo de

DQO foi medida através da comparagdo da DQO das amostras com a DQO do controle.

4.2.11. Caracterizacio morfo-fisiolégica e bioquimica da linhagem isolada e

selecionada B.49

O microrganismo isolado e selecionado no estudo, com melhor capacidade de redugéo
na DQO, foi designado B.49 e foi identificado de acordo com as caracteristicas bioquimicas e

morfoldgicas descritas no manual de Bergey (1986) e Mc Faddin (1980).

Para a manutengio da cultura, a mesma foi inoculada em meio Agar Nutriente

inclinado e conservada sob refrigeragdo.
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4.2.12. Caracterizacido Fenotipica

O API 50 CHB (Biomérieux) utilizado para caracterizagdo fenotipica da linhagem

B. 49, contém um sistema de galerias com 49 tipos de carboidratos desidratados.

As galerias acima citadas foram inoculadas com uma suspensio da linhagem em
questdo, segundo a instru¢do do fabricante. Durante a incubag@o, os carboidratos fermentados
produziram A4cidos com conseqiiente diminui¢do de pH, acarretando uma mudan¢a na
coloragio inicial dos meios. Os resultados no sistema de galerias foram anotados nos tempos
de 24 e 48 horas apds incubagio e enviados ao laboratdrio representante da Biomériex no

Brasil, para analise dos resultados.

4.2.13. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef; na eficiéncia da
linhagem B.49 (Bacillus cereus), do Pleurotus ostreatoroseus e do Pleurotus

sajor-caju, na reducio de DQO

Para o estudo da influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef| na eficiéncia da
linhagem B. 49 (Bacillus cereus), Pleurotus ostreatoroseus ¢ Pleurotus sajor - caju na
reducdo de DQO, foram seguidas as metodologias descritas nos itens 4.2.3.1.; 4.2.4. € 4.2.5.
Os microrganismos anteriormente citados foram inoculados conforme descrito no item 4.2.6.,
em frascos erlenmeyers com o meio Ef; estéril. Em tempos pré determinados, foram coletadas
amostras para realizagio da determinagiio da DQO. Para os fungos os tempos selecionados

foram 72 e 144 horas e para a bactéria 24 e 48 horas.
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4.2.14. Avaliacdo do tamanho do inéculo e pH inicial do meio de
crescimento Ef, na reducio da DQO pelos fungos Aspergillus niger e

Aspergillus fumigatus

A avaliagdo do tamanho do inéculo e pH inicial do meio de crescimento Ef, na
redugdo da DQO foram realizadas para os fungos A. niger ¢ A. fumigatus. Para tanto foram
inoculados 1, 2 e 5% da suspensdo de esporos dos fungos em meio Ef,, conforme item 4.2.7.1.
A metodologia empregada na reducdo da DQO foi conforme itens 4.2.3.1.; 4.2.4. € 4.2.5. No

tempo O e de 72 horas foram coletadas as amostras e realizada as determinagdes da DQO.

4.2.15. Efeito do tempo de cultivo dos fungos e da cepa de B. cereus na

reduciao da DQO

O estudo de redugdio da DQO frente a diferentes tempos de cultivo no pH inicial do
meio de crescimento Ef; de maior eficiéncia de remogio de DQO, foi realizado para B. cereus,
A. niger, A. fumigatus, P. ostreatoroseus e P. sajor-caju, para cujo estudo foi seguida a
metodologia descrita no item 4.2.5. Estes microrganismos foram escolhidos por apresentarem
resultados mais satisfatérios quando comparado aos outros microrganismos estudados citados
no item 4.2.10., quanto a redugdo na DQO. As condigdes de cultivo, concentragio e preparo
do inéculo foram descritas nos itens 4.2.4., 4.2.6. ¢ 4.2.7., sendo que para a cepa de B. cereus
a concentracio de 2% foi equivalente a uma absor¢do de 0,45 a A=600nm. O valor de pH
inicial do meio de crescimento Ef, de maior eficiéncia de redugio de DQO, foi obtido nos

estudos realizados nos itens 4.2.13. ¢ 4.2.14.

Os tempos de coleta das amostras para as determinag¢des da DQO foram de 0, 24, 48,

72, 96 € 120 horas para os fungos e de 2 em 2 horas para Bacillus cereus.
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4.2.16. Estudo da influéncia da microbiota natural do efluente Ef, na

reduciao de DQO por Bacillus cereus

O estudo quanto a influéncia da microbiota natural do efluente Ef, na redugdio de DQO
foi realizada para Bacillus cereus. Para o estudo as metodologias empregadas foram descritas
nos itens 4.2.3., 4.2.4., 42.5.1., 4.2.6. e 4.2.7.2. respectivamente. As determinagdes de DQO
foram realizadas nas amostras coletadas (centrifugadas ou néo) nos tempos de 0, 24 € 48 horas

para todos os pHs em estudo.

4.2.17. Estudo do efeito da adicio de uma fonte de nitrogénio ao efluente

Ef, e sua redugido na DQO

O estudo quanto ao efeito da adigdo de (NH,),SO, ao efluente Ef, e sua redugdo na

DQO foi realizado para os microrganismos A. niger, A. fumigatus e B. cereus. Para o estudo a
metodologia empregada foi descrita nos itens 4.2.3.,4.2.4.,4.2.5.,4.2.6. ¢ 4.2.7. onde o pH do
efluente foi ajustado ao pH inicial do meio de crescimento Ef, de maior eficiéncia de redugdo
de DQO de cada microrganismo, conforme descrito nos itens 4.2.13 e 4.2.14, adicionado de
diferentes concentra¢des de sulfato de amoénio (0,05%, 0,1% e 0,15%), e inoculados com os
microrganismos selecionados. Apds o tempo determinado de cultivo, as amostras foram

coletadas para as determinagdes da DQO.

4.2.18. Estudo da influéncia de uma fonte de nitrogénio na massa fungica

produzida

No tempo de 72 horas foi determinado o peso seco da massa fungica produzida no
efluente Ef, (previamente esterilizado, ou ndo) e¢ pH ajustado ao pH inicial do meio de
crescimento Ef; de maior eficiéncia de redugdo de DQO dos fungos em estudo. Em papéis de
filtro Whatman n° 1, previamente pesados, foram filtrados os efluentes (previamente estéreis

ou ndo estéreis) crescidos pelos fungos A. niger e A fumigatus, cujo cultivo foi realizado a

temperatura de 38 - 39°C sob agitagdo e com ou sem adigdo de (NH,),SO, no efluente em
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estudo. Os filtrados foram colocados em uma estufa a temperatura constante de 80°C. Apds 24
horas foi realizada uma nova pesagem. A diferenga entre o peso do filtro e o peso do papel de

filtro mais o material retido filtrado foi a massa fiingica produzida.

4.2.19. Efeito da associacio dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus
fumigatus na redugio da DQO

Para o estudo de redugdo de DQO, pela associagdo dos fungos A.niger € A. fumigatus
foi empregada a metodologia descrita nos itens 4.2.3., 4.2.4., 4.2.5.2., 4.2.6. ¢ 4.2.7.1. sendo
que, os meios de crescimento Ef, foram ajustados no pH inicial de maior eficiéncia de redugdo
de DQO de cada fungo determinados segundo o item 4.2.14.. Foram feitas as associagdes dos
microrganismos em estudo tanto no efluente previamente estéril como ndo estéril. Os
resultados obtidos foram comparados aos observados nos meios, nos quais os fungos foram

inoculados isoladamente. Ap6s 72 horas foi medida a redugéo na DQO.

4.2.20. Efeito da imobiliza¢do dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus

fumigatus em espumas de poliuretana, na reducio da DQO

Para o estudo da imobilizagio dos fungos A. niger e A. fumigatus os esporos foram

crescidos e preparados conforme itens 4.2.3.1.; 4.2.4.,4.2.6 € 4.2.7.1.

Cubos de espuma devidamente cortada no tamanho de 1 cm x 1 cm x 1 cm foram
lavados diversas vezes com agua destilada, autoclavados a temperatura de 121°C por 20
minutos, lavados, pressionados para remogdo da adgua e novamente esterilizados. Frascos
erlenmeyers de 1000 ml de capacidade contendo 400 ml do meio Ef; ajustado no pH inicial de
maior eficiéncia de redugio de DQO foram inoculados com uma suspensdo de esporos e
adicionados de 80-100 unidades de espuma de poliuretana. Os erlenmeyers foram incubados
em agitador a temperatura de 38°C, 200 rpm por 72 horas. Apés este periodo foi observado a

imobiliza¢do dos fungos em estudo.

36



Resultados e Discussido

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento dos microrganismos

Foram isoladas 90 linhagens de microrgariismos dos 6 diferentes pontos de
amostragem da estagdo de tratamento de efluentes (E.T.E.), (Figura 2.) da cervejaria em
estudo. Os microrganismos isolados e suas distribui¢do nas diversas fases da E.T.E. estao
esquematizados na figura 3. Das 90 linhagens isoladas, 80% foram bactérias, 16% leveduras e

4% fungos.

Pontos de Amostragem
daETE
& microrganismos isolados

I
[ I I I I ]

Tanque de Equalizagdo (Efr) | | Tanque de Acidificagdo (Ef) Saida dos reatores Saida dos reatores, entrando | |Retomo do lodo a lagoa aerada Efluente que sai da
10 bactérias 16 bactérias (Efs) na lagoa de aeragéo (Eh) 10 bactérias lagoa aerada (Ek)
7 leveduras 1 levedura 13 bactérias 11 bactérias 3leveduras 12 bactérias
1fungo 1 fungo 1 levedura 2 fungos 2 leveduras

I

[

I

J

|

80% bactérias
16% leveduras
4% fungos

Figura 3. Distribui¢do dos microrganismos isolados nos diferentes pontos de amostragem da

ETE.

5.2. Pré selecao de microrganismos

Foram pré selecionados 26 microrganismos devido a sua capacidade de crescimento

em meio contendo 100% do efluente Ef; com pH previamente ajustado em 5,5; 7,5 € 9,0 ,

sendo que 5 pertencem a coleg¢do do L.S.F.M. e 21 foram isolados da E.T.E.
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5.3. Selecao de linhagens com maior capacidade de reducio de DQO

As linhagens de A. niger, A. fumigatus e B.49 (isolada da E.T.E.) foram selecionadas
por apresentarem maior capacidade de reducdo de DQO do efluente Ef; como mostra a tabela
2 em apéndice. Alguns microrganismos apresentaram valores de DQO superior para as
amostras obtidas dos meios Ef; cultivados em comparacdo com aqueles obtidos no tempo 0
hora. Isto talvez decorra da produgdo de algum metabdlito com alta DQO pelas cepas
estudadas, como por exemplo, etanol pelas leveduras. JIRKA E CARTER (1975),
determinaram a DQO para diversos compostos organicos € encontraram diferentes valores
como: acetato-207 mg/l; etanol-180 mg/l; dextrose-113 mg/l; metanol-139 mg/l; 4cido

oxalico-128 mg/l; 4cido glutdmico-98 mg/l, etc.

NIETO et alii. (1993), estudaram a biodegradag¢do, de residuos provenientes da
extracdo de 6leo de oliva, pelo uso de Bacillus pumilus e Aspergillus terreus € encontraram
que apds 48 horas de fermentagdo, B. pumilus comegou a produzir novos compostos fenélicos
e deste modo houve um aumento da DQO. Com A. terreus este fendmeno ocorreu somente
apds 6 dias e deste modo 4 dias foi o tempo utilizado como sendo o periodo méximo de

fermentacdo que atingiu a degradagdo 4tima.

Para a sele¢dao dos microrganismo, sumarizada na figura 4, foi realizado o crescimento
destas linhagens no efluente Ef; de acordo com o método descrito no item 4.2.10., as medidas

da DQO foram feitas como descrito no item 4.2.8.
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90 microrganismos
isolados da ETE

1- "screening” -pH=5,5
crescimento nos diferentes —{ -pH=75
pHs do tanque de equalizagéo (Ef1) -pH=9,0

26 microrganismos selecionados
(21 microrganismos isolados e 5
da colegédo do laboratério de LSFM)

2-"screening”
microrganismos com maior
capacidade de redugdo na DQO
no efluente Ef1

3 microrganismos selecionados
(1 microrganismo isolado e 2 do LSFM)

Figura 4. Selecdo de microrganismos com maior capacidade de redugdo de DQO do efluente
Ef;.

54. Caracterizacio morfo - fisiologica e bioquimica da linhagem

selecionada e isolada B.49

A linhagem B.49 isolada do tanque de equalizacio (Ef;) da estacdo de tratamentos de
efluentes da cervejaria em estudo, foi a que apresentou a melhor capacidade de redugdo de
DQO do efluente Ef;. De acordo com as caracteristicas morfofisiolégicas descritas pelo
manual de Bergey (1986) e Mac Faddin (1980), esta linhagem foi identificada como Bacillus

cereus. As caracteristicas morfoldgicas estdo descritas na tabela 3, em apéndice.
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5.5. Caracterizacao fenotipica (API)

Para confirmar a identificacdo da cepa B.49, fez-se o teste de fermentagdo dos
carboidratos pelo kit API 50 CHB. Apés 24 e 48 horas foram realizadas as leituras que se
baseiam na mudanga de coloragdo. Os resultados representados na tabela 4, em apéndice,
foram enviados ao laboratério responsidvel Biomerieux no Brasil, € o microrganismo foi

confirmado como sendo Bacillus cereus, com 99,9% de testes concordantes.

5.6. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef; na eficiéncia de

Bacillus cereus, P. ostreatoroseus e P. sajor - caju na reducao de DQO

A influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef; na efici€ncia de B. cereus na

reducdo de DQO estd ilustrada nas tabelas 5a e 5b em apéndice e nas figuras 5a e 5b.

Foi verificado neste experimento que as melhores redugdes da DQO foram alcangadas
no tempo de 24 horas para as amostras centrifugadas e ndo centrifugadas para todos os pHs
estudados. O melhor resultado para redugdo da DQO foi de valor 84,72% no pH inicial do

meio de crescimento Ef; ajustado em 6,5 conforme ilustrado na tabela 5(a) em apéndice.

No tempo de 48 horas houve um aumento no valor de DQO, isto talvez se deva a

produgdo de algum metabdlito secunddrio.

As amostras obtidas dos meios Ef| cultivado com B. cereus e centrifugadas (Figura Sa
e Tabela S5a em apéndice) quando comparadas com as nao centrifugadas (Figura 5b e Tabela
Sb em apéndice) obtiveram as maiores redu¢des de DQO para todos os pHs nos tempos de 24

e 48 horas, isto se deve a eliminagao das células e sélidos suspensos do meio analisado.
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Figura 5. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef; previamente estéril, na eficiéncia
de Bacillus cereus na redugio de DQO. 5a) Determinagdo da DQO realizada na

amostra centrifugada; 5b) Determinagdo da DQO realizada na amostra nao

centrifugada.

As linhagens de P. ostreatoroseus e P. sajor-caju, foram escolhidas para o estudo de
redugio de DQO pelo fato de serem fungos comestiveis, possibilitando um uso posterior dos

mesmos através da utilizagdo da massa celular produzida.

Para os fungos, Pleurotus sajor - caju foi o que mostrou melhor resultado em relacdo a

porcentagem de redugdo na DQO, estando os valores situados na faixa de 54 - 59% no
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periodo de 144 horas, para 0S pHs em estudo (Figura 6 e Tabela 6 em apéndice). Ja para o

fungo Pleurotus ostreatoroseus 0 maior valor encontrado para redugdo na DQO foi de 46%

(Figura 7 e Tabela 7 em apéndice) para valor de pH 8.5.
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Figura 6. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef; previamente estéril, na eficiéncia

de Pleurotus sajor-caju na redugao de DQO.
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Figura 7. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef; previamente estéril, na eficiéncia

de Pleurotus ostreatoroseus na redugdo de DQO.
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3.7. Estudo da influéncia da microbiota natural do efluente Ef, na reducao

da DQO por Bacillus cereus

No estudo da influéncia da microbiota natural do efluente Ef; na redu¢@o da DQO por
B. cereus, as maiores redugdes foram encontradas no periodo de 48 horas para todos os pHs
em estudo ( Figura 8a e Tabela 8a em apéndice), sendo os valores superiores a 89% de
redu¢do para a amostra centrifugada. Quando a determinacdo da DQO foi realizada na
amostra obtida do meio Ef; cultivado e ndo centrifugado os valores encontrados na
porcentagem de redugio de DQO variaram de 63 a 72% para todos os pHs em estudo (Figura
8b e Tabela 8b em apéndice). Os valores de reducio de DQO encontrados para as amostras
ndo centrifugadas foram menores para todos os pHs usados, quando comparados com as
amostras centrifugadas correspondentes, isto se deve a eliminagdo de células (vidveis e nio

vidveis) e sélidos (suspensos e sedimentiveis) do meio Ef; pela centrifugacio.

MALLADI e INGHAM (1993), em seus estudos, utilizaram microrganismos
autoctones para o tratamento termofilico aerébio de &guas residudrias provenientes do
processamento de batatas. Uma linhagem de Bacillus spp foi a cepa predominante durante a
fermentagdo. O resultado obtido para redugiio da DBO foi de 98%, durante 96 horas de

digestao.

Para a redugdo da DQO da amostra obtida do meio Ef; cultivado somente por Bacillus
cereus os melhores resultados foram encontradas no periodo de 24 horas, para todos os pHs
em estudo, sendo que para o periodo de 48 horas houve um aumento nos valores de DQO, isto
talvez se deva a produgdo de algum metabélito secundirio (Figura 5 e Tabela 5, em

apéndice).

Pelos dados obtidos de redugdo da DQO, foi observado que a microbiota natural do

efluente Ef; contribuiu para a remogdo da DQO em todos os pHs avaliados.
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Figura 8. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef) bruto, na eficiéncia de Bacillus
cereus na reducdo de DQO. 8a) Determinagdo da DQO realizada na amostra
centrifugada; 8b) Determinacdo da DQO realizada na amostra nao centrifugada.
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5.8. Avaliacio do tamanho do inéculo e pH inicial do meio de crescimento

Ef; na reducio da DQO pelos fungos A. niger e A. fumigatus

Os estudos de crescimento indicaram que a maior porcentagem de redugio de DQO foi
alcangada para A. niger (81,81%) em PH 5,5 e A. fumigatus (78,85%) em pH 6,5 apés 72
horas de incubagdo conforme demonstrado nas tabelas 9 e 10 abaixo citadas. Os resultados

indicaram que diferentes porcentagens de inéculos (1,2 e 5%) ndo alteraram a DQO.

Tabela 9. Avaliagio do tamanho do inéculo e PH na redugdo da DQO por Aspergillus

Jumigatus.
Inéculo pH inicial do meio de crescimento Ef,
5,5 6,5 7,5 8,5 9,5
Redugido da DQO (%)
1% 7,6 74,8 63,7 75,0 70,0
2% 24,35 78,8 72,6 75,0 71,0
5% 23,22 76,7 72,6 70,0 68,0

Tabela 10. Avaliagio do tamanho do inéculo e PH na redugio da DQO por Aspergillus niger.

Inéculo pH inicial do meio de crescimento Ef;
5,5 6,5 7,5 8,5 9,5
Reducdo da DQO (%)
1% 80,29 15,48 3,9 9,3 12,0
2% 81,81 18,08 8,3 5,6 11,0
5% 81,28 11,90 9,4 2,5 5,5

LAMO & MENEZES (1978) em seus estudos, observaram o efeito do pH na
redugdo da DQO pelo crescimento de Aspergillus niger 2 e Aspergillus oryzae 18 em vinhaga.
Aplés 72 horas notaram que ambos as cepas se desenvolveram em meios que se
encontravamem uma faixa de pH de 3,5 a 4,5, apresentando redugdes desejaves da DQO na
faixa de 45 a 50%.
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5.9. Efeito do tempo de cultivo dos fungos e da cepa de B. cereus, na
reducao de DQO

Os resultados do efeito do tempo de cultivo no pH inicial do meio de crescimento Ef,
de maior eficiéncia de redu¢do de DQO para os microrganismos A. niger, A. fumigatus, P.
ostreatoroseus, P. sajor - caju e B. cereus, estdo ilustrados nas figuras 9, 10, 11, 12 e 13

respectivamente.

O cultivo do fungo A. niger apresentou melhor redugdo de DQO a partir de 72 horas

de incubagdo (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do tempo de cultivo do fungo Aspergillus niger na reducio de DQO.

HANDI et alii. (1991), relataram a redugdo de 61% na DQO apés 72 horas de
tratamento bioldgico das dguas residudrias provenientes dos moinhos de 6leo de oliva,

utilizando uma cepa de A. niger.
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Para o fungo A. fumigatus a melhor porcentagem de redugdo de DQO (80,43%) foi

encontrada para o tempo de 144 horas de fermentagdo (Figura 10).

DQO (mg/l)

0 24 48 72 96 120 144
Tempo (horas)

Figura 10. Efeito do tempo de cultivo do fungo Aspergillus fumigatus na reducio de DQO.

No estudo da utilizagdo dos fungos comestiveis P. ostreatoroseus e P. sajor - caju

foram obtidos respectivamente 35,22 ¢ 49,26% de reducdo de DQO ap6s de 144 horas de

cultivo (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Efeito do tempo de cultivo do fungo P. ostreatoroseus na reducio da DQO.
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Figura 12. Efeito do tempo de cultivo do fungo Pleurotus sajor-caju na redugio da DQO.
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Os valores obtidos na reducdo de DQO por P. ostreatoroseus € P. sajor-caju, nao
foram satisfatorios quando, comparados com aqueles obtidos por A. niger € A. fumigatus.

Estes ultimos foram capazes de promover maior redugao de DQO em tempo menor.

KARIM & SISTRUNK (1984), encontraram em Se€us estudos valores de 69 e 90% de
reducdo de DQO de efluente proveniente do descascamento de batatas por vapor, apos 24 e 48

horas de fermentagdo pelo fungo N. sitophila.

EL-SAMRAGY et alii. (1993), utilizaram duas diferentes cepas de A. niger na
fermentagdo de soro salgado de queijo e obtiveram redugdo de 77,8% de DQO apos 15 dias,

para cada uma das linhagens estudadas.

A linhagem de B. cereus apresentou 0 melhor resultado (58,7%) de redugdo da DQO.
no periodo de tempo de 12 horas, nos tempos subsequentes os valores da DQO foram

crescentes, como se observa na figura 13.
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Figura 13. Efeito do tempo de cultivo da cepa Bacillus cereus na redugao de DQO.
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Os valores de pH foram crescentes para o periodo de crescimento estudado, o que
talvez decorra da produgdo de compostos aminados ou utilizagdo de 4cidos organicos por B.

cereus (Figura 13).

KUMAR et alii. (1991) estudaram o crescimento de seis cepas de bactérias em 4dguas
residudrias de destilaria e relacionaram a produgéo de biomassa, diéxido de carbono, 4cidos
volateis com a redugdo de DQO. Estas cepas levaram a uma diminuigdo da DQO na faixa de
51-81%, sendo que trés cepas mantiveram estdvel o méximo valor de redugiio de DQO apés
72 horas, enquanto que as outras trés restantes continuaram a reduzir a DQO em periodos

superiores a 120 horas.

SASAKI et alii. (1991), descreveram o uso de duas bactérias fotossintéticas para
remogdo da DQO da dgua escoada do cozimento de soja. ApGs 40 horas de fermentagio os
valores foram de 81% e 79% de redugio de DQO para Rhodopseudomonas gelatinosa e

Rhodopseudomonas gelatinosa A1 respectivamente.

NIETO et alii. (1993), obtiveram 52,32% de reducio de DQO, pela fermentagdo de
efluentes produzidos pela inddstria extratora de 6leo de oliva por Bacillus pumilus no periodo
de 2 dias.

5.10. Estudo do efeito da adicio de (NH,),SO, ao efluente Ef; e sua reducio
na DQO

A adicdo de (NH4),SO4 ao meio Ef, foi feita porque o mesmo tinha baixas

concentragdes de nitrogénio (4-8 mg/l).

As &guas residudrias domésticas ndo tratadas, com concentragdes de nitrogénio
inferior 2 20 mg/l sdo consideradas pobres neste nutriente segundo METCALF e EDDY
(1991).

Foi determinada a influéncia da adicdo de diferentes concentragdes de (NH,),SO, (0,2;

0,4 € 0,7%) ao meio efluente estéril na reducdo de DQO, sendo utilizado o pH inicial do meio
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de crescimento Ef; de maior eficiéncia de redugdo de DQO para cada microrganismo. A. niger
reduziu a DQO de 1178 a 234 mg/l, quando a quantidade adicionada de (NH,4),SO, foi 0,2%
(P/V, concentragdo final). Para o fungo A. fumigatus ndo houve uma variagao significativa na
reducdo de DQO para as diferentes concentragdes do sal, sendo que a redugio de DQO para a
concentragdo 0,7% foi um pouco superior as obtidas com concentragdes de 0,2% e 0,4%

conforme demonstrado na tabela 11 abaixo.

Tabela 11. Estudo do efeito da adi¢do de (NH4),SO4 ao efluente Ef; e sua redugio na DQO

pelos fungos Aspergillus niger € Aspergillus fumigatus.

Concentracdo de (NH,4),SO,4 Reducdao de DQO em 72h (%)
Aspergillus niger Aspergillus fumigatus

0,2% de (NH4),SO4 80,13 82,93

0,4% de (NH4),SO4 71,47 82,18

0,7% de (NH4),SO4 62,47 86,00

Controle 47,68 67,75

KARIM & SISTRUNK (1984), apesar de terem trabalhado com efluentes provenientes
do descascamento de batatas, obtiveram maior reducdo de DQO quando inocularam
Neurospora sitophila no efluente previamente adicionado de uma fonte inorginica de
nitrogénio [(NH4),HPO,]. As redugdes obtidas foram de 69 e 90% , em comparagido com 0s

valores de DQO inicial, apds 24 e 48 horas de fermentagdo respectivamente.

Para a cepa de B. cereus foi estudada a influéncia da adicdo de diferentes

concentragdes de (NH4),SO4 (0,01; 0,02 € 0,03%) ao meio efluente Ef; estéril e nfo estéril.

As maiores redugdes de DQO (75-83%) foram alcangadas pela inoculago de B. cereus
no efluente bruto adicionado de (NH4),SO4. Para o efluente bruto sem adi¢do de B. cereus
(Controle), foi obtido apenas 34,18% de redugdo de DQO, quando este meio foi adicionado de
(NH4)2SO4 € crescido pela microbiota natural o valor foi de 51,53% e de 77,2% pelo cultivo
por B. cereus € microbiota natural sem adi¢do de (NH4),SO4. A cepa mostrou participagdo
importante na redu¢do da carga organica, como pode se observar pelos resultados expostos na

tabela 12, abaixo citada.
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Tabela 12. Estudo do efeito da adigio de (NH,4),SO, ao efluente Ef} bruto e sua reducio na

DQO por Bacillus cereus.
Tratamento do efluente Reducio da DQO em 24 h (%)
B. cereus + 0,01% de (NH,),SO, 80
B. cereus + 0,02% de (NH,4),SO, 83
B. cereus + 0,03% de (NH,4),SO, 74,7
B. cereus 71.2
+0,01% (NH,4),SO4 51,53
Controle 34,18

Ja para os resultados referentes a inoculagio de B. cereus no meio Ef; estéril (Tabela
13 abaixo), os melhores resultados de redugio de DQO foram alcangados para o meio
adicionado de 0,01 e 0,03% de (NH4)2S04 com valores de 76,6 e 77,16% respectivamente.

Para o meio sem adigdo de sal, a reducdo de DQO foi de 62,7%.

Tabela 13. Estudo do efeito da adi¢do de (NH4),SOy4 ao efluente Ef; estéril e sua redugado na

DQO por Bacillus cereus.
Tratamento do efluente Reducido da DQO em 24 h (%)
B. cereus + 0,01% de (NH,4),SO, 76,6
B. cereus + 0,02% de (NH,4),SO, 524
B. cereus + 0,03% de (NH4),SO4 77,16
B. cereus 62,7

5.11. Estudo da influéncia de uma fonte de nitrogénio na massa fingica

produzida

Foi realizado o estudo da influéncia da adicdo ao efluente Ef, de 0,7% P/V,

concentracdo final) de (NH,),SO,4 na massa fingica produzida.
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Para o fungo A. niger quando o cultivo foi realizado no meio Ef; bruto (ndo estéril)
com e sem adi¢ao de (NH4),SO;, ndo houve um aumento na massa fiingica produzida sendo

os resultados coincidentes e de valor 0,16 g/, conforme demonstrado na figura 14.

Provavelmente os microrganismos com uma atividade metabolica mais alta (bactérias
e leveduras) foram aqueles que consumiram mais rapidamente o nitrogénio disponivel no

meio, deixando nada ou quase nada desta fonte para o fungo.

Nao foi notada uma melhora na redugao de DQO pela adigdo de (NH4),SO4 ao meio
Efi, sendo que o meio sem adi¢do de sal foi o que apresentou uma melhor redugdo da

demanda quimica de oxigénio.
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Figura 14. Influéncia da adi¢do de (NH4),SO, ao efluente Ef, bruto na massa fungica

produzida por Aspergillus niger.

Ja para o cultivo do fungo 4. niger no meio Ef; previamente estéril, adicionado de
(NH4),SO4 na concentragdo de 0,7% foi observado aumento de 50% na massa celular,
quando comparado com o meio sem a adigdo de (NH4),SO,s conforme demonstrado na figura

15. Isto talvez se deva a utilizagdo de nitrogénio disponivel unicamente por A. niger.
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A redugdo de DQO pelo fungo Aspergillus niger no meio efluente Ef; previamente
estéril, foi aumentada em quase 100%, quando o mesmo foi adicionado de (NH;),SOs. O

resultado mostra que o crescimento do fungo promoveu maior redugio de DQO (Figura 15).

Pelos dados obtidos, referénciados nas figuras 14 e 15, foi observado que a microbiota

autoctone contribui para uma melhor redugio de DQO.
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Figura 15. Influéncia da adigdo de (NH,),SO; ao efluente Ef; previamente estéril na massa

fungica produzida por Aspergillus niger.

Para o cultivo do fungo A. fumigatus no meio Ef, bruto (ndo estéril), foi observado um
aumento de 25% na massa fiingica (peso seco), quando o meio foi adicionado de (NH,4),SO.,
sendo os valores de 0,20g/1 e 0,16g/ respectivamente, para o efluente adicionado ou ndo da
fonte de nitrogénio. A redugdo da DQO foi melhor e de valor 93% para o meio ndo adicionado

de sal quando comparado com o meio adicionado de sal (81%) (Figura 16).
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Figura 16. Influéncia da adi¢ao de (NH4),SO, ao efluente Ef, bruto na massa fungica
produzida por Aspergillus fumigatus.

Quando A. fumigatus foi inoculado no meio Ef; (previamente estéril), o aumento da
massa fliingica foi maior e de valor 37,9%, quando comparado com a massa fiingica obtida
sem a adigdo da fonte de nitrogénio ao meio Ef;. Em relagdo a redugdo da DQO pelo fungo
ndo foi notada melhora significativa, estando os valores proximos a 65% de redugdo. Para o
fungo Aspergillus fumigatus uma aumento na massa celular ndo correspondeu a maior

reducgdo de DQO (Figural7).
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Figura 17. Influéncia da adigdo de (NH,),SO, ao efluente Ef; previamente estéril na massa

fungica produzida por Aspergillus fumigatus.

Os valores obtidos para a massa fingica produzida pelos dois fungos em estudo foram
maiores, quando os mesmos foram crescidos no meio Ef; estéril. Isto talvez decorra do fato
que no meio Efi bruto a competi¢do por nutrientes seja maior, entio Microrganismos como

bactérias e leveduras presentes ao meio consumiram nitrogénio disponivel.

3.12. Efeito da associacdo dos fungos A. niger e A. fumigatus na reducio da
DQO

No estudo da redugdo de DQO do efluente previamente estéril e nio estéril por
Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus e mistura destes dois fungos no periodo de 72
horas, os melhores resultados foram encontradas para as amostras do efluente (previamente
estéril e ndo estéril) inoculados com A. Jumigatus conforme demonstrado na tabela 14 abaixo

citada.
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Tabela 14. Redugo na Demanda Quimica de Oxigénio do efluente de cervejaria inoculado
com diferentes culturas de fungos.

Tratamento do Redugdo da DQO em 72h (%)
Efluente
Efluente bruto + A. niger 74,77
Efluente bruto estéril + 4.niger 43,78
Efluente bruto + A. fumigatus 80,90
Efluente bruto estéril + 4. fumigatus 75,49
Efluente bruto + 4. fumigatus + A. niger 80,72
Efluente bruto estéril + 4. fumigatus + A. niger 72,61

Ja para A. niger a maior redugfio foi atingida quando o mesmo foi inoculado ao
efluente bruto em comparaciio com o efluente estéril. Quanto a associagdo dos dois fungos,

as redugdes de DQO foram semelhantes aos resultados alcangados pelo 4. fumigatus.

Quando Ef; foi inoculado com a associa¢io de fungos (4. niger + A. fumigatus), a
redugéo de DQO foi sensivelmente melhor para o efluente bruto quando comparado com o
efluente estéril, o que talvez seja devido a contribui¢do da flora natural do efluente no
consumo de matéria organica, pois o mesmo resultado foi obtido nos estudos de comparagio

de efluentes brutos e efluentes estéreis.

3.13. Efeito da imobiliza¢iio dos fungos A. niger e A. Sumigatus em espumas

de poliuretana, na reducio da DQO

No estudo da redugdo da DQO do meio Ef] estéril por meio da imobilizag¢do dos
fungos A. niger e A. fumigatus em espumas de poliuretana, em pH inicial do meio de
crescimento Ef; de maior redugdo de DQO e tempo de 72 horas, os melhores resultados
foram alcangados para o fungo 4. Sumigatus (80%). Ja para o fungo A. niger o valor

encontrado (30%) foi bem inferior ao do 4. fumigatus. A tabela 15, abaixo citada, mostra os
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valores para as DQOs dos fungos em estudo. A imobilizagdo em espumas de poliuretana foi

satisfatéria para ambos os fungos.

Tabela 15. Imobilizagdo dos fungos 4. niger e A. fumigatus em espumas de poliuretana no
pH inicial do meio de crescimento Ef; de maior redugdo de DQO

Tratamento do efluente Tempo de cultivo Reducio de DQO (%)
DQ(Z) do efluente (7r§g/l)

Controle pH 5,5% 863 817

Controle pH 6,5% 817 801

Aspergillus niger 863 600 30,0

Aspergillus fumigatus 836 171 80,0

? efluente ndo inoculado com fungos

A imobilizagdo de microrganismos em espumas de poliuretana ja apresenta
aplicagbes comerciais no tratamento de efluentes. TYAGI & VEMBU (1990), citam dois
processos ja patenteados (Captor e Linpor), nos quais as espumas sdo adicionadas ao tanque

de aeragio, mantendo assim os microrganismos no processo de lodo ativado.

ANSELMO, et alii (1985), estudaram a imobilizagdo de Fusarium Sflocciferum pelo
aprisionamento em agar, k-carrageenan, alginato, poliuretana e por adsor¢io em “pre
formed” espumas de poliuretana. Aprisionamento e a adsor¢do de células em poliuretana
foram capaz capazes de degradar fenol nas concentra¢des de 4 e 2,5g/l respectivamente sem

perda de sua atividade sob uso repetitivo por mais de dois meses.
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Conclusbes

6. CONCLUSOES

Os fungos Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus e a bactéria Bacillus cereus,

apresentaram resultados satisfatérios quanto a reducdo de DQO de efluente de cervejaria.

A redugdo de DQO apresentou resultados mais satisfatérios para as amostras centrifugadas

obtidas dos meios cultivados por Bacillus cereus.

A microbiota natural do efluente Ef; contribuiu para a reducdo da DQO.

A adigdo de diferentes concentracdes de (NH4),SO4 a0 meio efluente Efj, resultou em
diferentes porcentagens de redugdo da DQO pelo fungo Aspergillus niger, ja para o fungo

Aspergillus fumigatus nao houve uma variagio significativa na reducdo.

A influéncia da adi¢do de (NH4),SOy4, ao meio efluente Efy, levou a um aumento na massa
celular dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus Jumigatus, quando os mesmos foram

inoculados no meio efluente Ef, estéril.

A imobilizagdo dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus em espumas de
poliuretana foi satisfatria para ambos. Quanto a reducdo da DQO pelo processo de

imobilizagdo, apenas Aspergillus fumigatus mostrou ser eficiente.
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Apéndice

APENDICE

Tabela 2. Selegdo de linhagens com maior capacidade de redugdo na DQO.

Microrganismos Reducgao da DQO (%)
amostra nao centrifugada amostra centrifugada
21 (bactéria) -41,29 - 11,65
39 (levedura) * *
45 (bactéria) - 27,60 - 18,26
47 (bactéria) -31,00 - 18,76
49 (bactéria) + 35,80 + 46,11
52 (bactéria) - 16,76 -27,02
53 (bactéria) -22,60 -21,07
57 (levedura) * *
60 (bactéria) - 21,60 +7,0
61 (bactéria) - 4,54 + 0,247
76 (bactéria) + 1,36 + 16,61
80 (bactéria) -9,93 - 15,12
88 (bactéria) - 4,62 + 7,85
91 (bactéria) - 12,36 + 0,66
94 (bactéria) + 10,38 + 26,61
99 (bactéria) -6,52 +12,31
106 (bactéria) -2433 + 8,26
109 (bactéria) - 14,00 + 11,48
111 (bactéria) +19,56 + 39,00
124 (bactéria) + 23,57 nd
96RF (fungo) + 4,62 -39
A. niger + 62,54 + 58,00
A. fumigatus + 66,71 + 75,70

(+): aumento da % de reduc¢io de DQO
(-): diminuicio da % de redugio de DQO
nd: niio determinado

* Valor acima da faixa de leitura permitida pelo aparelho
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Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas da linhagem de Bacillus

cereus.

Caracteristicas Morfologicas

Forma bastonete
Gram +
Formag3o de esporo +
Motilidade +
Caracteristicas Fisiologicas

Temperatura de crescimento 30-40°C
NaCl 3a10%
Caracteristicas Bioquimicas

Catalase T
Oxidase +
Redugio de nitrato a nitrito +

Oxidagdo - Fermentagdo
Indol

Liquefacdo da gelatina
Citrato

Voges- Proskauer

Urease

Litmus milk

Fenilalanina deaminase
Degradagdo da L-Tirosina
Hidrdlise de esculina

Hidroélise do amido

Producio de acidos e gas a partir de:

Glicose
Manitol
Arabinose

Xilose

fermentativo sem produg@o de gas

+

ocorre peptonizagdo

acidificag@o sem produg@o de gas
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Tabela 4. Fermentagio dos aglicares por g .oreus Utilizando o sistema (API 50 CHB).

Acgucares Produgao de Acidos

Glicerol +
Eritritol _
D-Arabinose -
L-Arabinose -
Ribose +
D-Xilose —
L-Xilose _
Adonitol -
Metil -xilosideo -
alactose -
D-glicose +
D-frutose +
D-manose +
L-sorbose _
Ramnose _
Dulcitol -
Inositol -
Manitol -
Sorbitol —
o Metil D-manosideo
o Metil D- glucosideo
N-acetil -glucosamina
Amigdalina
Arbutina
Esculina
Salicina
Celobiose
Maltose
Lactose
Melibiose
Sacarose
Trealose
Inulina
Melezitose
D-Rafinose
Amido
Glicogénio
Xilitol
Gentiobiose -
-Turanose -
D-Lixose -
D-Tagatose —
D-fucose _
D-arabitol _
L-arabitol -
Gluconato -
2 ceto - gluconato -
5 ceto-gluconato —

I I S S S A Sy G

+ +1 1
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Tabela 5. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef estéril, na eficiéncia de Bacillus
cereus na redugido de DQO.

S5a)
pH do efluente Tempo de cultivo (horas) Redugido de DQO em 24 h (%)
0 24 48
DQO do efluente (mg/l)
5,5 [252% 287 479 77,07
6,5 1211 185 335 84,72
7,5 1236 370 601 70,06
8,5 1198 320 684 73,28
9,5 1405 364 532 74,09

“¥* amostra centrifugada

5b)
pH do efluente Tempo de cultivo (horas) Redu¢do de DQO em 24 h (%)
ODQO do ef%;lente (mg/lé)1r8
5,5 1225%* 396 621 67,67
6,5 1344 497 545 63,02
7,5 1513 584 809 61,40
8,5 1259 647 928 48,61
9,5 1402 668 753 52,35

“* amostra nio centrifugada
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Tabela 6. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef, na eficiéncia de Pleurotus
sajor - caju na redugdo de DQO.

pH do efluente ‘Tempo de cultivo (horas) Reducio de DQO em 144h (%)
0DQO do egl%ente (mg/11)44
55 1276 1194 542 57,5
6,5 1266 1156 514 59,39
7,5 1336 1334 538 59,73
8,5 1360 1260 624 54,11
9,5 1284 1192 568 55,76

Tabela 7. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef| na eficiéncia de Pleurotus
ostreatoroseus na redugio de DQO.

pH do efluente Tempo de cultivo (horas) Reduc¢ido de DQO em 144 h (%)
gQO do eﬂzznte (mg/ll)44
5,5 1244 1242 916 26,36
6,5 1268 1078 790 37,69
7,5 1302 1240 874 32,87
8,5 1678 1202 906 46,0

9,5 1292 1244 930 28,0

72



Apéndice

Tabela 8. Influéncia do pH inicial do meio de crescimento Ef, bruto, na eficiéncia de Bacillus
cereus naredugdo de DQO.

8a)
pH do efluente Tempo de cultivo (horas) Redugdo de DQO em 48'h (%)
ODQO do et%ﬁente (mg/l;18
5,5 1207* 281 114 90,51
6,5 1340 284 143 89,32
7,5 1201 213 62 94,8
8,5 1276 225 82 93,57
9,5 1243 251 74 94,0
“ ¥ amostra centrifugada

8b)
~pH do efluente Tempo de cultivo (horas) Reducdo de DQO em 48'h (%)
0DQO do ef%:ente (mg/I;18
5,5 1299* 394 365 71,9
6,5 1233 603 382 69,01
7,5 1231 421 339 72,46
8,5 1269 412 462 63,59
9,5 1315 492 416 68,36

~* amostra n@o centrifugada
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