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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria

DEGRADACAO DE BIOSSOL,IDO POR FUNGOS
LIGNOCELULOLITICOS

Autor: Fabio Pacheco Menezes
Orientadora: Zaida Inés Antoniolli
Data e local da defesa: Santa Maria, 28 de agosto de 2013.

O tratamento das aguas residudrias do municipio de Santa Maria (RS) € do tipo lodo ativado
por aeracdo prolongada. Neste processo sdo gerados residuos sélidos (biossélidos) que
necessitam disposicdo final adequada. Na composicdo quimica dos biossélidos sé&o
encontrados compostos organicos oriundos da parede celular dos vegetais. Dentre esses,
destacam-se a hemicelulose, a celulose e a lignina, j4 que a degradacgéo destas frac6es ndo
€ efetiva nos reatores bioldégicos. Poucos organismos sao capazes de atuar
simultaneamente sobre estas trés fracdes. Entretanto, alguns fungos causadores da
podriddo branca da madeira possuem conjuntos enzimaticos capazes de degradar os
componentes vegetais, em especial, as fibras lignocelulésicas. Por isso, supde-se que 0s
fungos basidiomicetos, causadores da podridao branca, podem ser utilizados para promover
a biodegradacdo de lodos ativados por aeracdo prolongada. O presente trabalho visou
prospectar, selecionar e avaliar a eficiéncia de isolados fangicos lignoceluloliticos em
biodegradar lodo ativado gerado na Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS)
buscando conhecer as taxas de degradacao proporcionadas pelos isolados. O lodo ativado
foi avaliado quimicamente em sua fragdo inorganica para conhecimento dos teores de
metais pesados e caracterizacao fisico-quimica. As fibras lignocelulésicas (lignina, celulose
e hemicelulose) foram estimadas usando o método de Von Soest. Os fungos basidiomicetos
foram coletados na regido de Santa Maria (RS) e isolados em laboratorio para obtencéo de
culturas puras. Também foram avaliados isolados fungicos cedidos pelo Cenargem (Brasilia)
reconhecidamente lignoceluloliticos. Estes organismos foram testados quanto a sua
capacidade em biodegradar lodo ativado natural e autoclavado através de experimentos
respirométricos sob diferentes condicbes de temperatura, umidade e pH. Os teores de
metais pesados mostraram que o biossélido da Estacao de Tratamento de Esgoto de Santa
Maria (RS) enquadra-se nos limites estabelecidos pela legislagdo nacional e internacional.
Os parametros fisico-quimicos se apresentaram dentro da faixa esperada para lodos
ativados com aeracao prolongada. O fésforo, no entanto, apresentou teores elevados devido
o emprego de cloreto férrico no tratamento do efluente liquido. A autoclavagem do
biossolido promoveu alteracdes quimicas significativas nas fracdes orgéanicas e inorgéanicas.
Os testes respirométricos mostraram respostas diferenciadas para os isolados avaliados,
sendo a temperatura o fator ambiental mais eficiente para elevacdo das taxas de
biodegradacdo do lodo ativado. Os isolados fungicos de Schyzophyllum commune e
Trametes versicolor apresentaram as maiores taxas de biodegradacdo do lodo ativado
alcangando os valores de 65,71% e 64,74%, respectivamente. Estes isolados atuaram sobre
as fracdes hemicelulose, celulose e lignina do lodo ativado da Estac&do de Tratamento de
Esgoto de Santa Maria (RS) indicando a possibilidade de uso como degradadores de
biossolido.

Palavra chave: Podrid&do branca, lodo de esgoto, celulose, lignina.



ABSTRACT

Doctor Science Thesis
Graduate Program in Soil Science
Federal University of Santa Maria

DEGRADATION OF THE ACTIVATED SLUDGE BY THE
LIGNOCELLULOLYTIC FUNGI

Author: Fabio Pacheco Menezes
Advisor: Zaida Inés Antoniolli
Date and Place of Defense: Santa Maria, August 28", 2013.

The treatment of wastewater in the Santa Maria city (RS) is the type of extended aeration
activated sludge. In this process are generated solid waste (biosolids) requiring final
disposal. In the chemical composition of biosolids are found organic compounds derived from
cell wall of plants. Among these, stand out the hemicellulose, cellulose and lignin, since the
degradation of these fractions is not effective in biological reactors. Few organisms are able
to act simultaneously on these three fractions, due to its recalcitrance. However, certain
white rot fungi timber assemblies have enzymatic components capable of degrading plant, in
particular the lignocellulosic fibers. Therefore, it is assumed that the basidiomycetous fungi
that cause white rot can be used to promote biodegradation of extended aeration activated
sludge. This study aims to select and evaluate the efficiency of isolates to biodegrade
lignocellulolytic activated sludge generated in the Sewage Treatment Station of Santa Maria
(RS) aiming to know the degradation rates offered by fungal isolates. The activated sludge
was evaluated chemically inorganic fraction to its knowledge of the levels of heavy metals
and physicochemical characterization. The lignocellulosic fibers (lignin, hemicellulose and
cellulose) were estimated using the method of Von Soest. The basidiomycete fungi were
collected in the region of Santa Maria (RS) and isolated in the laboratory to obtain pure
cultures. We also evaluated the fungal isolates assigned Cenargem (Brasilia) recognized
lignocellulolytic. These organisms were tested for their ability to biodegrade naturally and
autoclaved activated sludge by respirometric experiments under different conditions of
temperature, humidity and pH. The levels of heavy metals showed that biosolids Station
Wastewater Treatment Santa Maria (RS) inset within the limits set by national and
international legislation. The physico-chemical parameters were within the expected range
for activated sludge with extended aeration. Phosphorus, however, showed high levels due
to the use of ferric chloride in the wastewater treatment liquid. Autoclaving of biosolids
promoted significant chemical changes in organic and inorganic fractions. The respirometric
tests showed different responses to the isolates, the temperature being the most effective
environmental factor to increase the rates of biodegradation of activated sludge. The fungal
isolates of Schyzophyllum commune and Trametes versicolor showed the highest rates of
biodegradation of activated sludge reaching values of 65.71% and 64.74%, respectively.
These isolates acted on fractions hemicellulose, cellulose and lignin activated sludge Station
Wastewater Treatment Santa Maria (RS) indicating the possibility of using biosolids as
degrading.

Keyword: white rot, sewage sludge, cellulose, lignin.
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1 INTRODUCAO

A crescente populacdo urbana gera quantidades significativas de residuos
sélidos e liquidos, dentre os quais o lodo de esgoto tem merecido especial atencéo,
pois sua disposi¢éo final representa uma etapa dispendiosa do tratamento das
adguas residuédrias. A expansdo da rede coletora associada ao aumento do
tratamento de esgoto produz quantidades cada vez maiores de lodos, que devem
ser tratados e destinados de forma adequada. Isto se constitui num dos principais
problemas ambientais enfrentados na atualidade, o qual se agrava pela reduzida
oferta de areas aptas para a disposicéo final desses residuos.

A busca por alternativas que possam minimizar esse problema requer estudos
sobre a composicdo quimica do lodo, a mensuracao de sua taxa de degradacéo e a
selecdo de agentes bioldgicos capazes de acelerar seu processo de biodegradacao.
Esses conhecimentos podem fornecer subsidios para a busca de novas ferramentas
biotecnoldgicas que visem a reducdo da massa de lodo dentro da propria estacéo de
tratamento de esgoto, reduzindo os custos operacionais e de destinacdo final do
lodo de esgoto.

No processo de tratamento do esgoto sdo geradas duas fases. Na fase
liguida, obtém-se o efluente liquido tratado e, na fase soélida, sdo gerados os soélidos
restantes do tratamento, denominados de lodo de esgoto ou biossélido. A
guantidade e a qualidade da fase sélida variam em funcdo do local, da época do
ano, do processo de tratamento empregado e dos efluentes que sao lancados na
rede coletora de esgoto. No caso de esgotos domésticos, um dos tratamentos mais
empregados € o lodo ativado por aeracao prolongada. Esse processo caracteriza-se
pela eficiente remocdo de nutrientes e organismos patogénicos, entretanto, possui 0
inconveniente de gerar grande massa de residuos solidos, em especial, o lodo
ativado (VON SPERLING, 2008).

A constante geracao de lodo ativado requer medidas que compatibilizem sua
crescente escala de producdo com a demanda por disposicdo final desse residuo.
Buscando mitigar os possiveis problemas associados a geracédo desses lodos, tem
se buscado alternativas de uso na agricultura, na construcdo civil e na geracéo de
energia. No entanto, apesar dos diferentes trabalhos indicarem viabilidade de uso,
ainda sdo poucas as pesquisas que visam promover a redu¢do da massa solida de

lodo dentro da propria estacdo de tratamento de esgoto (ETE). Para se alcancar
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esta reducdo € importante conhecer a composi¢cdo quimica do lodo de esgoto e
avaliar a sua taxa de degradacao em diferentes condi¢cdes ambientais.

Os lodos se caracterizam por apresentar uma vasta gama de componentes
organicos, entre os quais se destacam: acucares, proteinas, taninos, compostos
fendlicos e as fracdes celulose, hemicelulose e lignina. Estas Ultimas fracdes séo
consideradas recalcitrantes e poucos organismos sao capazes de atuar
simultaneamente sobre esse amplo espectro de compostos organicos (SOUZA;
ROSADO, 2009). No entanto, alguns fungos que promovem a reciclagem da
madeira nos ecossistemas naturais e agroflorestais produzem complexos
enzimaticos capazes de desdobrar os componentes organicos do lodo em moléculas
mais simples. Por isso, tem se avaliado a aplicacao biotecnoldgica desses fungos na
degradacdo de compostos recalcitrantes como corantes téxteis, derivados do
petréleo, compostos fendlicos e residuos lignocelulésicos. A inoculacdo de fungos
lignoceluloliticos no lodo ativado pode promover o aumento da taxa de
biodegradacao da fracdo organica deste residuo, em especial, das fracdes celulose,
hemicelulose e lignina, em virtude da habilidade desses organismos em utilizar
compostos organicos do lodo de esgoto como fonte de carbono e nutrientes.

Diante do exposto, as hipéteses do trabalho foram:

a) fungos basidiomicetos, causadores da podriddo branca, promovem degradacéo
do biossélido gerado na Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS),
alterando a proporc¢éao das fracfes celulose, hemicelulose e lignina;

b) as diferentes condicbes ambientais de umidade, temperatura e pH afetam a
degradacdo do biossolido por fungos basidiomicetos causadores da podriddo
branca.

Com base nas hipoteses supracitadas, o presente trabalho tem por objetivo
prospectar, selecionar e avaliar isolados fangicos com potencial biotecnolégico para
a degradacdo de lodo ativado por aeracdo prolongada proveniente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS). A sequéncia de realizagdo deste

trabalho encontra-se exposta na Figura 1.
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Figura 1. Sequéncia da realizacdo do trabalho sobre degradagéo de biossélido por

fungos lignoceluloliticos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Producdo e caracterizacao de biossoélidos

O lodo de esgoto (biossoélido) é o resultado do tratamento das &aguas
residuarias (domeésticas, industriais e comerciais) encaminhadas as Estacdes de
Tratamento de Esgoto (ETE) por meio das redes coletoras (MALTA, 2001). O
tratamento dos esgotos gera diferentes subprodutos na forma sélida, semissélida ou
liquida, dentre os quais pode ser destacado o biossoélido (JORDAO; PESSOA, 1995)
por apresentar maior volume e massa gerada que os demais subprodutos (VON
SPERLING, 2001). Apesar de o biossélido apresentar potencial fertilizante para a
agricultura, os grandes volumes gerados exigem estudos que compatibilizem sua
crescente escala de producdo com a demanda por disposicéo final adequada deste
residuo (BRASIL, 2006). Estima-se que a producdo de lodo de esgoto no Brasil seja
da ordem de 150 a 220 mil toneladas por ano (ANDREOLI et al., 2001). Entre os
diferentes sistemas de tratamento de esgoto, os lodos ativados séo 0s sistemas que
geram maior massa soélida de lodo a ser tratado. A principal finalidade do tratamento
do lodo € a obtencdo de um produto higienizado, estavel e com menor volume para
facilitar o seu manuseio e, consequentemente, reduzir 0S custos operacionais
subsequentes (PEDROZA et al., 2010).

O lodo de esgoto pode ser proveniente de diferentes etapas do tratamento
das aguas residuarias. No tratamento primario, os solidos sdo separados da fase
liguida por meio da acdo da gravidade. O lodo priméario bruto pode apresentar
caracteristicas variaveis, conforme o grau de adensamento proporcionado pelo
adensador. Lodos de esgoto primarios de boa qualidade apresentam, em média,
valores na faixa de 4 a 10% de solidos secos. No tratamento secundario, os solidos
sdo separados apd6s a acado de diversos grupos de microrganismos, 0s quais
quebram as moléculas orgéanicas nas reacdes catabdlicas. Durante o anabolismo,
esses microrganismos utilizam os nutrientes para crescerem e se reproduzirem e,
guando morrem, vao constituir a massa organica de lodo (MALTA, 2001). O teor de
soélidos no lodo secundario é funcao das caracteristicas do processo, estando entre
0,80 a 2,50% para lodos ativados com aeracdo prolongada (JORDAO; PESSOA,
1995). Dessas etapas resultard uma lama liquida com um teor de sélidos da ordem

de 2 a 5% de contetido predominantemente organico (CHAGAS, 2000). E importante
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destacar que tanto o lodo removido na fase de tratamento primario como o gerado
na fase de tratamento biologico (secundario) requer uma série de processos para
mitigar os possiveis danos a salde humana e ao ambiente (JORDAO; PESSOA,
1995) antes de serem dispostos no ambiente.

Os niveis de tratamentos mais empregados para a fase liquida sdo o
preliminar, primério e secundério, apesar de existirem processos mais avangados
(terciario e quaternario), porém, de alto custo operacional (VON SPERLING, 1999).
O nivel secundario corresponde ao tratamento empregado pela Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS), que utiliza o sistema de lodo ativado por
aeracao prolongada para alcangar os padroes legais de langamento de efluentes

liquidos em corpos receptores de agua.

2.1.1 Lodos ativados

O sistema de lodo ativado caracteriza-se por ser um processo de tratamento
de esgotos em nivel secundario, destinado a remocao de poluentes organicos
biodegradaveis (VON SPERLING; CHERNICHARO, 2002). Neste procedimento, a
concentracdo de biomassa no reator bioldgico € elevada devido a recirculacdo dos
sélidos sedimentados no fundo do decantador secundéario. A biomassa permanece
por mais tempo no sistema do que os constituintes liquidos, garantindo, desta forma,
elevada eficiéncia na remoc¢édo da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). Assim,
h& menos DBO disponivel para as bactérias, o que faz com que estas se utilizem do
proprio material celular para sua manutencdo. O fornecimento de oxigénio é
realizado por aeradores mecéanicos e a montante do reator ha um decantador para
remover os solidos sedimentaveis do esgoto bruto (ANDREOLI et al., 2001).

No decantador secundario, a biomassa é separada da fase liquida devido a
capacidade em flocular e sedimentar. Esses processos levam a formacéo de uma
matriz gelatinosa contendo flocos macroscopicos formados pela aglutinacdo de
bactérias, protozoarios e outros microrganismos, atuantes na degradacdo da matéria
organica (RAMALHO, 2003). Os flocos possuem dimensdes superiores as dos
microrganismos individualmente, facilitando, desta forma, sua sedimentacédo (VON
SPERLING, 2002). Nos lodos ativados com aeragao prolongada, o tempo de
detencao hidraulica da fase liquida é baixo, variando entre 16 a 24h. No entanto, a

recirculacdo dos sdlidos possibilita-os permanecer no sistema por tempo superior ao
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liguido garantindo a biomassa microbiana maiores possibilidades de atuar na
degradacdo do material organico presente no esgoto (VON SPERLING;
GONCALVES, 2002). Nesses sistemas, a biomassa permanece no reator biologico
por um periodo entre 18 a 30 dias, o que implica na necessidade de um reator de
maiores dimensbes do que o utilizado para lodos ativados convencionais
(PEDROZA et al., 2010).

O volume de lodo de esgoto produzido varia de 0,01 a 1,5 m*hab™.ano™ para
os diferentes tipos de tratamentos das aguas residuarias (Tabela 1). Observa-se que
o tratamento por meio de lodo ativado com aeracdo prolongada € o segundo que
mais gera biossolidos, apresentando, em média, o valor de 0,95 m*hab™.ano™ de
lodo produzido. Considerando que o municipio de Santa Maria, segundo dados do
altimo Censo de 2010 (IBGE, 2011), conta com aproximadamente 261.017
habitantes, pode-se calcular a producado total de biossélidos da cidade. Assim, o
valor total esperado para esse municipio é de 247.966,1 m®ano™ de lodo ativado por

aeracado prolongada.

Tabela 1. Producdo de lodo em sistemas aerdbios e anaerdbios de tratamento de
aguas residuarias. *

Tipo de Tratamento Quantidade de lodo produzida (m°hab.ano™)

Lagoa facultativa 0,03-10,08
Lagoa anaerdbia — lagoa facultativa 0,01 -0,04
Lagoa aerada facultativa 0,03-10,08

Lodo ativado convencional 1,1-15

Lodo ativado com aeracao prolongada 0,7-1,2
Reator anaerdbio de manta de lodo 0,07-0,1
Fossa séptica 0,07-0,1

* Adaptado da SANEPAR (1999).

Entretanto, € necessario destacar que nem todo o esgoto domeéstico é
encaminhado para as estacOes de tratamento de esgoto. Segundo dados da
Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (IBGE, 2012), na regido Sul, apenas 25%
dos esgotos sao tratados. O municipio de Santa Maria (RS) é considerado uma
excecdo dentro da realidade brasileira, pois ja trata aproximadamente 50% do seu

esgoto doméstico e possui perspectivas de alcancar 70% de tratamento a medida
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que aumenta sua rede coletora (ADESM, 2012). Portanto, é possivel estimar que
Santa Maria (RS) deva produzir aproximadamente 123.983,1 m®ano™ de biossélido.
Apesar desse valor ser menor em relacdo ao total estimado, ainda sdo necessarios
cuidados na disposicéo final desses residuos a fim de evitar danos ambientais e a
saude humana (BRASIL, 2006). Segundo Trannin et al. (2008), sua utilizacdo na
agricultura como fertilizante deve ser avaliada quanto ao seu potencial agricola e
limites de uso, determinando os possiveis impactos decorrentes de sua aplicacéao
sobre atributos do solo, para que atenda critérios agrondmicos e de seguranca a
saude humana e ambiental, estabelecidos na legislacdo brasileira.

Em termos de lodo de esgoto produzido, Sobrinho (2001) destaca que a
producdo de esgoto doméstico no Brasil situa-se entre 80 a 200 L hab™ dia™ sendo
que, de modo geral, cada habitante produz cerca de 150 g dia™ de lodo de esgoto.
Considerando-se os dados sugeridos pelo autor, estima-se que Santa Maria (RS)
possa produzir diariamente em torno de 39 toneladas de lodo de esgoto. Porém,
como o0 municipio trata 50% do seu esgoto, este valor passa a ser de
aproximadamente 19,5 toneladas diarias. Estas estimativas se aproximam dos
resultados obtidos por Klusener Filho (2009) que encontrou uma producéao de lodo
ativado por aeracdo prolongada de 20 tonelada.dia® em base Umida para a ETE
Santa Maria (RS). Segundo o autor as dificuldades de disposi¢éo final no municipio
fazem com que o excesso de lodo ativado fique recirculando no sistema, néo
podendo ser descartado nos leitos de secagem. Esse manejo inadequado reduz a
eficiéncia do tratamento gerando um lodo de menor qualidade (VON SPERLING,
2001).

Buscando mitigar os possiveis problemas da destinacao final dos biossolidos,
paises precursores na reutilizacdo destes residuos (Japdo, Estados Unidos e
Singapura) tém buscado alternativas baseadas no aproveitamento do biossolido na
Agricultura (A), na Construcdo (C) e na geracdo de Energia (E), o chamado plano
ACE de reaproveitamento deste residuo (JAPAN SEWAGE WORKS AGENCY,
1990). No Brasil, os trabalhos tém avaliado seu uso na composi¢cdo de substratos
alternativos para producdo de mudas de espécies exoticas (TRIGUEIRO;
GUERRINI, 2003; SCHIRMER, 2010) e nativas (PADOVANI, 2006), na producéo de
composto (CORREA et al., 2007) e vermicomposto (SCHUMACHER et al., 2001), na
recuperacdo de areas degradadas (BEZERRA et al., 2006; CAMPOS; ALVES, 2008)

e na melhoria das propriedades quimicas e fisicas do solo (MELO et al., 2004;
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TRANNIN et al., 2008). Na area da construcdo civil, encontram-se pesquisas com
utilizacdo de biossolido para producdo de blocos ceramicos (GEYER, 2001) e
diferentes tipos de concretos (FONTES, 2003). Em termos de aproveitamento
energético as pesquisas ainda séo incipientes, porém, tem-se constatado o potencial
calorifico dos biossoélidos (PEDROZA et al., 2006).

Nota-se que ha grande amplitude nas pesquisas relacionadas aos usos
alternativos de biossdlidos. No entanto, ha caréncia de estudos que visem conhecer
a composicdo quimica do lodo ativado, em especial da fracdo organica. Esses
conhecimentos podem subsidiar a selecdo de organismos capazes de biodegradar
0S componentes organicos presentes nos lodos ativados, reduzindo a massa soélida

a ser destinada.

2.2 Composicéo quimica do lodo ativado

A composicdo média dos esgotos domeésticos compreende uma mistura de
aproximadamente 99,9% de agua e 0,1% de sdlidos (Figura 2), sendo que do total
de solidos, 70% sao representados por compostos organicos (glicidios, lipideos,
proteinas, taninos, compostos fendlicos, celulose, hemicelulose e lignina)
(ANDRADE et al., 2006) e 30% por componentes inorganicos (areia, sais minerais e
metais pesados) (MELO; MARQUES, 2000) (Figura 2).

Aguas residuarias
99,9% | 0,1%
Agua
70% 30%
Organicos Inorganicos
| Glicidios ” Lipideos || Proteinas | | Areia || Sais ” Metais |

Figura 2. Composicao fisico-quimica das aguas residuarias domésticas. Adaptado
da SANEPAR (1999).
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A matéria inorganica contida nos esgotos é formada, principalmente, pela
presenca de areia e de substancias minerais dissolvidas. A areia é proveniente de
aguas de lavagem das ruas e de aguas de subsolo, que chegam as galerias de
modo indevido ou que se infiltram através das juntas das canaliza¢ées (JORDAO;
PESSOA, 1995). Adicionalmente, o lodo das estacdes de tratamento de efluente
doméstico pode conter pequena quantidade de metais pesados provenientes da
propria natureza dos residuos e das canalizagbes (FERREIRA et al., 1999). Os
metais pesados em grandes concentracdes tornam-se componentes perigosos, pois
inibem o tratamento biol6gico e s&o toxicos as plantas, aos animais e ao homem
(JORDAO; PESSOA, 1995).

Associado a matéria organica encontram-se substancias inorganicas e
organicas, biodegradaveis e inertes, combustiveis ou ndo, separadas durante o
processo de tratamento dos esgotos (SILVA et al., 2010). Os grupos de substancias
organicas nos esgotos sao constituidos, principalmente, por compostos de proteinas
(40 a 60%), carboidratos (25 a 50%), gordura e Oleos (10%), uréia, surfactantes,
fendis e pesticidas (JORDAO, PESSOA, 1995). Entre as fracbes organicas,
majoritariamente, se destacam as biomoléculas, j& que o lodo de esgoto contém
quantidade expressiva de microrganismos e restos celulares diversos. Além destes
compostos, atualmente tem se verificado aumentos significativos na concentragao
de moléculas e compostos complexos oriundos de farmacos, surfactantes e diversos
compostos fenolicos (RODRIGUEZ et al., 2012).

Os lodos ativados também apresentam uma complexa e dindmica associacao
de microrganismos (bactérias, protozoarios, fungos e micrometazoarios) capazes de
utilizar o lodo como fonte de carbono e energia para o seu metabolismo (BENTO et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009). A estrutura da comunidade microbiana esta
intimamente associada as condicdes operacionais e a qualidade do afluente,
influenciando os processos de biodegracdo do lodo ativado (FORNEY et al., 2001;
DALZELL et al.,, 2002). Entretanto, vale destacar que a maior parte destes
microrganismos, bem como o trato digestorio dos seres humanos, ndo € capaz de
quebrar compostos complexos como a lignina, a celulose e a hemicelulose.
Portanto, essas fibras ndo sdo biodegradadas nos sistemas de lodos ativados,
necessitando do conjunto enzimatico presente em fungos lignoceluloliticos para

serem quebrados em moléculas mais simples.
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2.3 Fungos lignoceluloliticos

A classificacdo dos fungos basidiomicetos lignoceluloliticos € realizada de
acordo com as diferencas nos padrbes de degradacdo da madeira, levando-se em
consideracdo caracteristicas macroscopicas (SOUZA; ROSADO, 2009). De acordo
com o tipo de degradacdo ocorrem mudancas fisicas, quimicas e morfoldgicas na
madeira. Em funcdo dessas alteracfes, sao propostos trés tipos de degradacédo ou
podriddo: branca, marrom e branda (SCHWARZE et al., 2007). A podriddo branca é
observada, principalmente, entre os fungos do filo Basidiomycota, particularmente
entre os Aphyllophorales, porém alguns ascomicetos também s&o classificados
como fungos de degradacédo branca. A podriddo marrom esté restrita a certos taxons
de basidiomicetos, enquanto que a degradacéo branda é tipica de ascomicetos e de
fungos anamorfos (COELHO, 2008).

Os fungos causadores da podriddo branca possuem dois mecanismos
diferenciados de degradacdo dos residuos lignocelulésicos. O primeiro, e mais
comum, € denominado de decomposicdo branca simultanea, onde os carboidratos e
a lignina sédo atacados simultaneamente (CARVALHO et al., 2009). Neste caso,
ocorre uma erosao progressiva da parede celular no sentido lumen-lamela média,
levando a diminuicdo progressiva e irregular da espessura da parede celular da
madeira. No outro mecanismo, menos frequente, comumente denominado de
decomposicdo branca seletiva, polioses e lignina sdo preferencialmente atacadas,
notoriamente nos estagios iniciais de degradacdo sem a simultdnea erosdo da
parede celular vegetal (SCHWARZE et al., 2007).

Na podriddo marrom, os fungos degradam principalmente os polissacarideos
(ARANTES; MILAGRES, 2009) produzindo na madeira uma aparéncia escurecida e
fissuras no sentido transversal (COELHO, 2008), que ao secar, facilmente se
gquebram em cubos (ARANTES; MILAGRES, 2009). Os fungos da decomposicao
branda atuam sobre a lignina e os polissacarideos celulose e hemicelulose,
entretanto, com velocidade de degradacgéo inferior a verificada na outras podriddes
(KIRK; CULLEN, 1998).

Em termos ecologicos, os fungos lignoceluloliticos desempenham papel
importante no ecossistema reciclando a matéria organica florestal contribuindo com
o equilibrio do ciclo do carbono no planeta (STEVENSON, 1994). Quanto as

possibilidades de aplicacbes desses organismos, pesquisas tém avaliado a
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capacidade destes grupos em degradar substancias recalcitrantes como corantes
téxteis (KAMIDA et al., 2005), derivados do petréleo (ISIKHUEMHEN et al., 2003),
compostos fendlicos (JACQUES et al., 2007), residuos lignocelulosicos (PERES et
al., 2002; ALONSO et al., 2007), aléem de serem utilizados para a producao de
enzimas (FARIA, 2010).

Essas caracteristicas fazem dos fungos lignoceluloliticos importantes
ferramentas biotecnologicas para promover a biodegradacdo de compostos
recalcitrantes (SOUZA; ROSADO, 2009), semelhantes as fracdes lignina, celulose e
hemicelulose encontradas em diferentes lodos de esgoto proveniente do tratamento
de aguas residuarias (ANDRADE et al., 2006). Além disto, é interessante destacar a
possibilidade de utilizacdo de consoércios microbianos, ja que 0S microrganismos
podem apresentar complementaridade metabdlica e aumentar as taxas de
mineralizacdo dos compostos se comparados a culturas puras (JACQUES et al.,
2007).

Em geral, os fungos da podriddo branca tem se destacado por sua extrema
agressividade para a colonizacdo da madeira e grande capacidade de
estabelecimento em sistemas nao estéreis (SCOTT et al., 1998), como é o caso dos
biossélidos armazenados nos leitos de secagem das estacdes de tratamento de
esgoto. Apesar do grande potencial metabdlico desses fungos ainda séo incipientes
os estudos que utilizam fungos lignoceluloliticos para biodegradacdo de lodo

ativado.

2.3.1 Fungos utilizados na biodegradacao de compostos lignocelulésicos - polioses e

lignina

Por vérias décadas, a hidrélise de compostos lignoceluldsicos tem sido um
grande desafio técnico. As rotas mais conhecidas séo a hidrélise catalisada por um
acido (hidrolise acida) e a hidrélise enzimatica. Como padréo teérico da hidrélise
acida adota-se um valor de 50 - 60% de conversdo da celulose e hemicelulose. No
entanto, o procedimento de recuperacéo do acido torna o procedimento muito caro
e, por isso, pouco viavel economicamente. Processos catalisados por enzimas sao
0s objetivos da maior parte dos estudos efetuados atualmente em nivel mundial. Em
principio, por oferecerem maior conversdo e um grande potencial de redugédo de

custos a meédio e a longo prazo. Ha mais opcbes de processos em estudo hoje, e
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muitas pesquisas tém apresentado resultados promissores (SOARES; ROSSELL,
2006; OGEDA et al., 2010).

Os fungos causadores de decomposicdo branca possuem habilidade de
degradar lignina, assim como celulose e hemicelulose. Entretanto, as velocidades
relativas de degradacdo da lignina e dos polissacarideos variam grandemente de
acordo com a espécie fungica (ERIKSSON et al., 1990; ARANTES; MILAGRES,
2009). Essa variabilidade no potencial de degradacédo esta associada ao patrimdnio
genético do fungo, bem como a fatores extrinsecos, a saber: a relacdo
carbono/nitrogénio da madeira (ALONSO et al., 2007) e/ou do biossélido (ANDRADE
et al., 2006), os niveis de oxigénio e as condi¢des nutricionais e culturais.

Platt et al. (1981) afirmam que 40 a 50% do contetdo de lignina pode ser
diminuido num periodo de 35 a 45 dias cultivando-se Pleurotus ostreatus
(Jacq. ex Fr.) P.Kumm., 1871 sobre palha de arroz, sendo que a degradacdo da
lignina é maior durante a fase inicial de colonizagdo do substrato. Estudando a
capacidade do fungo Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer em descolorir efluente da
indUstria papeleira com alta concentracdo de lignina, celulose e hemicelulose,
Munari et al. (2003) obtiveram indices de descoloracdo de aproximadamente 58,9%
do efluente no 13° dia de cultivo. Isto é possivel devido a capacidade de Pleurotus
sajor-caju (Fr.) Singer produzir lacases e peroxidades que atuam sobre polioses e
lignina, promovendo a descoloracdo e detoxificacdo destes compostos no efluente.
Ja Davis; Burns (1990), avaliando a capacidade do fungo Coriolus versicolor em
atuar sobre efluentes fendlicos, obtiveram descoloracdo da ordem de 70 a 80% em
oito dias de cultivo.

Jacques et al. (2007), estudando a degradacdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos por microrganismos cita o trabalho de STEFFEN et al. (2002),
0s quais quantificaram em 85 e 95% a degradacdo em meio de cultura mineral do
pireno e do antraceno respectivamente, pelo fungo Stropharia rugosoannulata.
Porém, dados de outros pesquisadores citados na mesma obra mostram variacdes
quanto a capacidade de degradacdo de fenatreno e pireno, denotando que as
variacbes ambientais e genéticas afetam o potencial de biodegradacédo destes
compostos. Haider; Trojanowski (1980) comparando bactérias e fungos quanto a
capacidade de biodegracéo da lignina obtiveram converséo da ordem de 20 a 30%
da lignina sintética estudada em 50 dias de avaliacdo ao utlizar o fungo

Chaetomium piluliferum. J& Norris (1980) utilizando isolados de Fusarium solani
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observou que a degradacéo até CO; ficou na faixa de 4 a 5% em um prazo de 30
dias. Semelhantes resultados foram alcangcados por Sutherland et al. (1983) que
encontraram conversao da lignina marcada com **C da ordem de 5% em 60 dias.

A utilizacdo de Trametes versicolor como um agente para a degradacao de
farmacos em concentracdes relevantes em lodos de esgoto foi demonstrada pela
primeira vez por Rodriguez et al. (2012). Os autores testaram a capacidade deste
fungo em degradar oito (8) farmacos diferentes e obtiveram resultados de completa
degradacdo para metade dos medicamentos avaliados. Os demais farmacos
apresentaram valores de degradacdo superiores a 40%. O lodo menos toxico
produzido apds a biodegradacado fangica, sugere que este processo fungico pode
ser uma estratégia ecoldgica para reduzir a liberacdo de contaminantes toxicos para
o ambiente. Avaliando a influéncia de compostos nitrogenados na biodegradacédo de
dimeros fendlicos para simular a degradacdo da lignina, Faria (2010) obteve alto
indice de degradacédo (80%) quando os teores de nitrogénio foram mais baixos no
meio. O organismo selecionado por este autor para a biodegradacdo foi o fungo
basidiomiceto Ceriporiopsis subvermispora.

Na literatura sé@o escassas informacbes sobre o emprego de fungos
lignoceluloliticos para degradacdo de lodo ativado por aeracdo prolongada. Isto
mostra que sdo necessarios estudos para compreender a dindmica de
biodegradacdo dos lodos ativados no ambiente e em condi¢cdes controladas de

temperatura, umidade e pH.

2.4 Biodegradacéao do lodo ativado

Uma alternativa para determinar a taxa de degradacéo de lodos ativados € a
incubacdo de amostras de lodo de esgoto sob condi¢des controladas de temperatura
e umidade, por periodos variaveis de tempo, onde € avaliada, periodicamente, a
guantidade de gas carbbnico liberada pelos microrganismos decompositores do
residuo (MENDONCA; MATOS, 2005). O método baseia-se na captura de géas
carbonico (CO;) emitido de uma amostra de residuo, na presenca de uma solucéo
de hidréxido de sdédio, determinando sua concentracdo por titulagdo com acido
cloridrico. Esses experimentos sdo denominados respirométricos e permitem estimar
os valores de degradacdo do lodo de esgoto. Mendonga; Matos (2005) em seu

manual técnico de analise da matéria organica do solo destacam que as avaliacdes
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podem ser feitas até que ocorra a estabilizagcdo do CO, emitido de uma amostra de
lodo de esgoto e/ou residuo.

Visando uma melhor adequacdo ao uso agricola, Andrade et al. (2006)
avaliaram a cinética de degradacdo de varios tipos de biossolido provenientes de
diferentes sistemas de: tratamento de esgotos, estabilizacdo do lodo,
condicionamento quimico para desidratacdo e etapa complementar. Estes
pesquisadores quantificaram o CO, liberado por um periodo de 70 dias de
incubacdo. Os autores obtiveram taxas de degradacdo para os diferentes
biossoélidos variando entre 5 a 22%. De maneira geral, esses autores observaram
que a degradacao da fracdo orgéanica foi descrita por equacdo de cinética quimica
com duas fases. A primeira caracterizou-se pela elevada velocidade de degradacao
de compostos organicos presentes em quantidades limitadas, cuja exaustdo do
substrato ocorreu em poucos dias (2 a 20 dias). A segunda fase caracterizou-se pela
reducdo da velocidade da reacdo de degradacao pela presenca de compostos com
relacdo carbono/nitrogénio (C/N) mais elevada.

Os lodos de esgoto podem apresentar componentes organicos com diferentes
graus de assimilabilidade e persisténcia. Deste modo, sdo encontradas as fragoes
prontamente assimilaveis, prontamente a moderadamente assimilaveis ou de
assimilacao lenta. A fracdo prontamente assimilavel se transforma rapidamente em
CO; e biomassa. Em seguida, séo transformadas a nova fracdo da biomassa e as
fracbes mais resistentes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), alterando a dinamica
populacional, a qual acaba por afetar a eficiéncia no uso do carbono e a sua
mineralizagao (AITA et al., 2006).

Segundo Silva et. (2010a), o potencial de biodegradacao e/ou a capacidade
colonizadora de isolados fungicos pode ser avaliada por meio da analise enzimatica
(RABINOVICH et al., 2004), da densidade micelial (ABREU et al., 2007), da perda
de massa (FERNANDES et al., 2005) e através de crescimento micelial em
diferentes tipos de substratos (YADAV et al.,, 2002). Nesta Otica, este ultimo
parametro pode ser considerado uma maneira pratica e econdmica de bioprospectar
isolados fungicos sem a necessidade prévia de sua caracterizagdo morfolégica e
taxondmica.

Outra possibilidade para avaliacdo da degradacdo dos biossoélidos é o
emprego de indices que relacionam as fracdes presentes na matéria organica dos

lodos de esgoto com sua biodegradabilidade. Os indices Lignina/N, indice
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lignocelulésico (ILC) e quociente holocelulose:lignocelulose (QHL) sdo normalmente
empregados para estudo da qualidade dos residuos lignocelulésicos, entretanto,
podem fornecer informacgdes importantes referente a degradabilidade dos lodos de
esgoto (CORTEZ et al., 1996). A razao lignina/N relaciona a lignina com o nitrogénio
presente, predominantemente, nas proteinas, portanto, de facil degradacéo. O indice
lignocelulésico (ILC) considera a lignina e relaciona esta com o conteddo de
celulose, a qual & mais facilmente degradada que a lignina. O quociente
holocelulose:lignocelulose (QHL), adiciona em relacédo ao ILC, a hemicelulose. De
maneira geral, quanto menor os valores da razdo Lig/IN e do ILC, maior sera a
degradacéo do lodo de esgoto. Entretanto, para o QHL, quanto maior o valor, maior
sera a degradacao do biossolido (CORTEZ et al., 1996).

A diversidade bioquimica dos componentes organicos do lodo indica que os
organismos devem possuir um amplo espectro de enzimas extracelulares para
converté-los em metabdlitos assimilaveis (TAUK, 1990). Nesse sentido, os fungos
basidiomicetos causadores da podriddo branca s&do vistos como importantes
ferramentas biotecnolOgicas, visto que este grupo fangico apresenta enzimas
capazes de atuar na degradacdo de compostos recalcitrantes (lignina, celulose,
hemicelulose), xenobidticos, efluentes de &guas residudrias e, possivelmente, na
fracdo organica do lodo ativado da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa
Maria (RS).

2.4.1 Enzimas envolvidas na degradacéo da lignina, celulose e hemicelulose

Como biodegradadores naturais, os fungos encontram as substancias
necessarias para o0 seu desenvolvimento na natureza, principalmente como
macromoléculas insoltveis (lignina, celulose e hemicelulose), as quais necessitam
ser despolimerizadas em unidades monomeéricas sollveis antes de serem
incorporadas a célula fingica pela membrana plasméatica e pela parede celular
(PUTZKE; PUTZKE, 2002). A biodegradacao inicia-se com a penetracdo da hifa
fungica através do lumen da célula vegetal. Para se estabelecer, o fungo promove
uma intensa secrecdo de metabolitos extracelulares, especialmente enzimas
(exoenzimas), que atuam sobre os varios componentes da madeira (CARVALHO et

al.,, 2009). Arantes; Milagres (2009) destacam que além das enzimas
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lignoceluloliticas, compostos de baixa massa molar também estdo envolvidos no
metabolismo das fibras vegetais.

Os fungos lignoceluloliticos possuem complexos enzimaticos capazes de
degradar substancias quimicas e estruturas poliméricas como a celulose, a
hemicelulose e a lignina (ALEXOPOULUS et al., 1996), as quais compdem fracao
expressiva da madeira (CARVALHO et al., 2009) e dos biossolidos gerados a partir
dos diferentes tipos de tratamentos de esgoto doméstico (ANDRADE, 2004). Esta
grande capacidade metabdlica tem impulsionado pesquisas para esclarecimento dos
mecanismos de degradacado utilizados por fungos degradadores de madeira
(MACEDO, 2006), bem como, para emprego biotecnoldgico deste potencial na
industria de papel e, possivelmente, na biodegradacao de lodo ativado por aeracéo
prolongada.

Os basidiomicetos causadores da podriddo branca degradam a lignina
através de um processo denominado cometabolismo da lignina, visto que
necessitam de uma fonte primaria de energia para que isso ocorra (PUTZKE;
PUTZKE, 2002). A partir da despolimerizacdo da hemicelulose e da celulose ocorre
a liberacdo de moléculas sollveis susceptiveis ao metabolismo intracelular que
culmina na geracdo de energia para a célula e liberacdo de CO, e agua
(mineralizagdo). As enzimas ligninoceluloliticas sdo produzidas pelos fungos de
degradacdo branca, geralmente, durante o metabolismo secundario (KIRK;
CULLEN, 1998). Neste caso, ndao ocorre um processo hidrolitico e, portanto, ndo ha
liberacdo de unidades monoméricas no meio. Por isso, esta via metabdlica nédo
representa uma fonte primaria de energia e de carbono para o crescimento fangico,
apesar de ela ser potencialmente capaz de prover energia para o crescimento
celular (BUSWELL, 1991).

Para biodegradacdo da lignina € necessario o envolvimento de enzimas
peroxidades e oxidases. As peroxidases produzidas por basidiomicetes
lignoceluloliticos sdo a lignina peroxidase (LiPs), manganés peroxidase (MnP) e
outras peroxidases com ampla atuagcao, principalmente na  degradacdo de
compostos recalcitrantes (MOREIRA NETO, 2006). A enzima LiP e a MnP séao
heme-proteinas que apresentam potencial de oxidacdo suficientemente elevado
para abstrair elétrons de estruturas aromaticas nao-fendlicas, dando origem a

radicais catibnicos. Ja a enzima lacase (Lac) € cupro-proteina que catalisa a
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reducdo de O, a H,O, com simultanea oxidacdo de subunidades fendlicas da lignina
(SOUZA; ROSADO, 2009).

As enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose e das polioses
(hemicelulose) sé@o hidrolases que apresentam certa especificidade pelo respectivo
substrato. J& as enzimas envolvidas na degradacdo da lignina sdo oxidases e, em
geral, sdo pouco especificas. A celulose é uma macromolécula microfibrilar,
composta de regides amorfas e cristalinas, formada unicamente por unidades de [3-
D-glucopiranose associadas entre si por ligagdes [B-1,4 glicosidicas, sendo a
celobiose a unidade repetitiva do polimero (CARVALHO, 2005).

O complexo enzimatico da celulase constitui-se em um dos mais importantes
grupos de exoenzimas fangicas. Este complexo é composto por celobiohidrases que
agem sobre a regido cristalina e sobre a regido amorfa (PUTZKE; PUTZKE, 2002). A
hidrélise completa da celulose requer a acdo combinada de pelo menos trés grupos
de enzimas que atuam em sinergia: 1) endoglucanases, que hidrolisam ligagOes
glicosidicas no interior da cadeia, principalmente nas regides amorfas, liberando
fragmentos menores; 2) celobio-hidrolases, que hidrolisam ligacdes glicosidicas nas
extremidades da cadeia, liberando dimeros de glucose (celobioses) e 3) B-
glucosidases, que hidrolisam as celobioses, liberando unidades de glucose (KIRK;
CHAN, 1981).

A hidrélise da hemicelulose ocorre pela acdo combinada de diversas
endoenzimas, exoenzimas e enzimas auxiliares. Por exemplo, a hidrélise da xilana
envolve a agao de pelo menos dois grupos de enzimas, endo 1,4-3-D-xilanases e [3-
D-xilosidases, atuando na cadeia principal (KIRK; CHAN, 1981). Dependendo do tipo
de xilana, podem ser também necessarias enzimas auxiliares para a clivagem das
cadeias laterais, como a-D-glucuronidases e acetil-xilana-esterases, entre outras.

As vias metabolicas utilizadas por basidiomicetos causadores da podridao
branca, em geral, sdo aerobias, visto que as enzimas que degradam a lignina sdo
oxidativas. Entretanto, as velocidades relativas de degradacéo da lignina e dos
polissacarideos variam grandemente de acordo com a espécie fungica (ERIKSSON
et al., 1990; ARANTES; MILAGRES, 2009). Essa variabilidade no potencial de
degradacéo esta associada ao patrimdnio genético do fungo, bem como, a fatores
extrinsecos, tais como: a relacdo carbono/nitrogénio da madeira e/ou do biossélido
(ALONSO et al., 2007), os niveis de oxigénio e as condigbes nutricionais do meio.

Isto demonstra a amplitude de fatores enddgenos e exdgenos associados a
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biodegradagdo da lignina, celulose e hemicelulose e, possivelmente, dos lodos
ativados por aeragéo prolongada.

2.4.2 Fatores que afetam a biodegradacao do lodo ativado

De maneira geral, a degradacdo de residuos organicos é influenciada por
fatores relacionados ao residuo e ao clima (AJWA; TABATABAI, 1994). No caso
especifico de biossdlidos, tém-se observado que as caracteristicas do lodo e as
condicdes de temperatura e umidade sdo as mais determinantes da taxa de
degradacdo (SOMMERS et al., 1979). Algumas caracteristicas dos biossolidos
reconhecidamente importantes no estabelecimento da taxa de degradacédo sao: pH,
conteudo de nutrientes, teor de carbono e nitrogénio, concentracdo de sais solluveis,
teores de metais pesados e composicdo quimica da fracdo organica (HATTORI,
MUKAI, 1986).

Além dos fatores destacados acima Jacques et al. (2007) consideram a
disponibilidade de agua o fator ambiental mais critico, pois segundo o autor, uma
alta atividade de biodegradacdo somente ocorrerd se houver adequada
disponibilidade de &gua aos microrganismos. Andrade et al. (2006) em sua avaliacao
de diferentes biossdlidos utilizaram 60% da umidade de campo para determinar a
taxa de degradacdo destes residuos. Os autores obtiveram resultados variando
entre 5 a 22%. Da Cas (2009) ao avaliar a incorporacdo do lodo da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) associado a palha de aveia obteve
resultados da ordem de 30% de mineralizacdo do carbono. Seu estudo foi conduzido
com umidade de campo de 80%. Nesse sentido, ampliar esse espectro de umidade
permitira conhecer um pouco mais sobre a interferéncia deste fator na degradacéo
do lodo.

Devido a maioria dos fungos lignoceluloliticos possuirem metabolismo
aerdbio, acredita-se que a inoculagdo em superficie favoreca sua colonizacdo. Além
disto, a inoculacdo em superficie favorece a fermentagdo no estado sélido. Esta
pode ser definida como o processo que se refere a cultura de microrganismos sobre
ou dentro de particulas em matriz solida (substrato ou material inerte), onde o
conteudo de liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ela encontra-se em um
nivel de atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo

das células e, por outro, ndo exceda a maxima capacidade de ligacdo da agua com
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a matriz solida (DEL BIANCHI et al., 2001). Entre as vantagens de inoculacdo em
superficie podem-se citar: a facilidade de acesso ao substrato para quem esta
manejando o sistema; a melhor visibilidade dos efeitos de colonizacédo dos fungos; a
facilidade de distribuicdo uniforme do inéculo, visto que é possivel observar toda a
superficie e a maior possibilidade de trocas gasosas na fase inicial de colonizacédo
do substrato.

O pH do meio afeta a atividade dos fungos basidiomicetos através dos efeitos
dos ions H* na permeabilidade celular e na atividade enziméatica. De modo geral, os
lodos ativados condicionados com cal hidratada apresentam pH entre 6,5 a 7,3
(VON SPERLING, 1999). O pH étimo para a atividade das lacases depende do tipo
de substrato utilizado. No caso dos fendis, considera-se pH 6timo quando contido no
intervalo entre 3 e 7 para lacases fangicas (SOARES, 2000). A maioria dos fungos
tolera a variacdo de pH num intervalo compreendido de 4 a 9. No entanto, as
enzimas sdo mais sensiveis a variacdo do pH (PAPAGIANNE, 2004).

A relacéo carbono nitrogénio (C/N) tem papel crucial nas taxas de degradacéo
dos residuos. Lodos de esgoto que apresentam alta relacdo C/N (> 30) induzem a
um esgotamento do N, em virtude da grande demanda pelos microrganismos, o que
causa a imobilizacdo temporaria deste nutriente. No entanto, se a relacdo C/N do
lodo de esgoto for baixa (< 20) ocorre a liberagdo do elemento mineralizado. Quando
a relacdo C/N do lodo de esgoto estiver entre 20 e 30, tém-se um equilibrio entre
imobilizacdo e mineralizacdo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). De modo geral, a
degradacdo € favorecida pelos baixos teores de lignina e de compostos fendlicos,
altos teores de materiais solUveis nitrogenados, baixa relacdo C/N e pelas condi¢cdes
fisico-quimicas que favorecam a atividade biologica.

A temperatura afeta a atividade metabdlica e, por consequéncia, a
biodegradacao do lodo ativado. Apesar da biodegradacao ocorrer numa ampla faixa
de temperatura, as maiores taxas ocorrem entre 25 e 35°C, sendo que, em
temperaturas acima ou abaixo destas, ha prejuizos para este processo (HAIDER,
1999). Além deste fator, também €& importante avaliar a composi¢éo relativa dos
compostos organicos (carboidratos, proteinas, lignina), pois estes dados se inter
relacionam com taxa de degradacéo dos residuos lignocelulésicos (ANDRADE et al.,
2006) e com o tempo necessario para degradar esses compostos.

Os organismos, em geral, requerem condi¢cbes abidticas especificas para

serem capazes de degradar os residuos. Apesar disto, os fungos da podridédo
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branca sdo bons degradadores de poluentes recalcitrantes devido a inespecificidade
do complexo enzimatico que secretam (POINTING, 2001). Isto confere aos
basidiomicetos vantagens em processos de biodegradacéo, tais como: vantagens
competitivas, com relagdo aos outros microrganismos, quando materiais
lignoceluldsicos sao utilizados como fontes de carbono (SILVA, 2009); o sistema
enzimatico, sendo extracelular, pode atuar em substratos insollveis ou complexados
aos solos (BUSWELL, 1991); o sistema enzimatico, sendo inespecifico, pode ser
usado para uma ampla variedade de poluentes organicos (lodo de esgoto e/ou
xenobibticos) ou mesmo para misturas deles (ARANTES; MILAGRES, 2009); o
sistema enzimatico, sendo produzido em resposta as condi¢cdes de limitacdo de
nutrientes, ndo necessita ser induzido pela exposicdo prévia ou pela presenca da
lignina ou do composto poluente (MOREIRA NETO, 2006).

Além destas caracteristicas, os fungos apresentam capacidade de crescer
sob as condicdes de estresse ambiental, as quais limitam o crescimento bacteriano.
E ainda, o modo de crescimento dos fungos — induzido quimiostaticamente em
direcdo a fonte de carbono organico, através do alongamento e ramificagdo das
hifas — permite a colonizacdo de grandes areas (PUTZKE; PUTZKE, 2002). Desta
forma, o contato superficial com o residuo é amplo, aumentando sua
biodisponibilidade e, consequentemente, podendo ter sua biodegradagao
aumentada (DUPONT et al. 1998). Dentro desta Otica, € possivel pensar no
emprego de fungos lignoceluloliticos para biodegradacdo de lodo ativado, uma vez
que estes organismos possuem caracteristicas que os habilitam atuarem sobre este

tipo de residuo.
3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Prospectar isolados fungicos com potencial biotecnolégico para a degradacao

de lodo ativado por aeragao prolongada proveniente da Estacédo de Tratamento de
Esgoto de Santa Maria (RS).
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3.2 Objetivos especificos

- isolar, selecionador e avaliar a capacidade de fungos lignoceluloliticos em
biodegradar lodo ativado proveniente do tratamento de esgoto do Municipio de
Santa Maria (RS);

- avaliar e comparar a taxa de biodegradacédo de lodo ativado por aeracao
prolongada a partir de estudos respirométricos na presenca e auséncia de fungos

lignoceluloliticos sob condicBes controladas de temperatura, umidade e pH;

- caracterizar a composi¢cao quimica do lodo ativado e determinar as alteracdes

ocorridas nas fragdes organicas apos a biodegradacédo fungica.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Biossoélido

O biossélido gerado no tratamento das aguas residuarias do municipio de
Santa Maria (RS) é do tipo lodo ativado por aeracdo prolongada. A Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) é administrada pela Companhia Riograndense de
Saneamento (CORSAN) e trata efluente doméstico bruto sob fluxo continuo. O
sistema opera com 0s seguintes niveis de tratamento: preliminar (gradeamento,
desarenador e calha Parshall), primario (decantador) e secundario (reator biolégico)
para atender as exigéncias de lancamento de efluentes liquidos em corpos
receptores de agua (BRASIL, 2005).

A Figura 1 mostra a localizacdo e o fluxograma operacional empregado na
ETE da Vila Lorenzi do Municipio de Santa Maria/RS. O esgoto bruto chega por
meio da rede coletora até o ponto 1 onde se inicia o tratamento preliminar atraves de
grades grossa, média e fina. Nesta etapa, sdo separados os soélidos grosseiros ndo
biodegradaveis. ApGs, o esgoto bruto recebe condicionamento quimico com cal
hidratada. Por meio de rosca sem fim & conduzido até o desarenador onde € retirada
a fracdo areia. Logo em seguida é medida a vazédo de entrada (calha Parsahll) e
encaminhado para o reator bioldgico (2). A proxima etapa corresponde ao
decantador (3) onde a velocidade de escoamento é diminuida favorecendo a

formacéo fléculos e a decantacdo. O lodo gerado no decantador (lodo ativado) é
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recirculado para o reator biolégico (2). Neste procedimento, a concentracdo de
biomassa no reator biolégico é elevada devido a recirculacdo dos sélidos
sedimentados no fundo do decantador. A biomassa permanece por mais tempo no
sistema do que o liquido, garantindo, desta forma, elevada eficiéncia na remocéo da
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). Assim, ha menos DBO disponivel para as
bactérias, 0 que faz com que elas se utilizem do préprio material celular para sua
manutencdo (ANDREOLI et al., 1999).

ETE Vila Lorenzi do Municipio de Santa Maria/RS Fluxograma operacional
o nt'o S rehrie é 4 amento Preliminar
&
T Decantadol ? 3 1 3
¥ > P
y 2 Decantador
3 I

biolégico ~ Adensador

. .’
Gl m’ ¢ 23 Leitos de secagem
Fonte: Google Earth Fonte: Fabio Pacheco Menezes

Figura 3. Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) e fluxograma
operacional simplificado. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

ApOs esta etapa, gera-se um efluente liquido clarificado que pode ser liberado
nos corpos d’agua. A fase solida do esgoto continua o tratamento direcionando parte
do lodo decantado (3) para o adensador gravitacional (4). Deste ponto o lodo de
esgoto € bombeado subterraneamente para os leitos de secagem (5) onde

permanecem até sua estabilizacdo e posterior destino final.

4.2 Coleta e preparo de amostras de lodo ativado

A coleta do lodo ativado ocorreu no més de novembro de 2012 e foi realizada
com o auxilio de uma pa de concha e de recipientes plasticos (20 L) para seu prévio
armazenamento. Foi selecionado o leito de secagem com maior tempo de desague

(aproximadamente 90 dias) visando coletar o lodo mais estabilizado. Foram
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amostrados seis pontos deste leito de secagem. Apés o lodo de esgoto foi levado ao
Laboratorio de Biologia do Colégio Técnico Industrial da Universidade Federal de
Santa Maria onde foi seco em estufa de circulacéo forcada de ar (marca Nova Etica
modelo 420 — 5D) a 40°C por sete dias. O material ja seco foi homogeneizado em

moinho de solo (marca Marconi) e peneirado em malha 2 mm.

4.3 Andlise quimica do lodo ativado

4.3.1 Analises da fracdo inorganica

Para a determinacdo do potencial quimico do lodo ativado foram realizadas a
seguintes determinacdes em triplicatas: pH em &agua (1:1), umidade, carbono
organico, nitrogénio (N) total, N Kjeldahl, N amoniacal, N nitrato/nitrito, fésforo total,
potéssio total, calcio total, magnésio total, enxofre total, sddio total e solidos volateis
e totais. As analises seguiram os procedimentos recomendados pela Resolucao N°
380 de 2006 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2006). Os
resultados foram expressos em mgkg™” de lodo ativado em base seca. O Nitrogénio
Amoniacal seguiu metodologia POP PA 113; o Nitrogénio Total Kjeldahl: POP PA
113 / Embrapa (1997); os Sélidos Totais: POP PA 058; o Poder Calorifico: POP PA
143 / ASTM D240; o Carbono Orgéanico: POP PA 182; o pH: POP PA 056 / USEPA
9045 D; os Metais (ICP-OES): POP PA 035/ SMWW 3120 B, USEPA 6010 C; os
Anions: POP PA 032; o Enxofre: POP PA 179 / USEPA 5050 e 300.1

As substancias inorganicas astato (As), bario (Ba), cadmio (Cd), cromo (Cr),
cobre (Cu), prata (Hg), molibdénio (Mo), niquel (Ni), chumbo (Pb), selénio (Se) e
zinco (Zn) foram determinadas em amostras brutas de lodo ativado seguindo
metodologia proposta pela United State Environment Protection Agency (USEPA) na
POP PA 035/ SMWW 3120, USEPA 6010C conforme recomendagdes do CONAMA
(2006).

4.3.2 Analises da fracdo organica

As fragdes organicas do lodo ativado foram determinadas segundo Van Soest
(1991). Esta metodologia possibilita fracionar as fibras lignocelulésicas segundo a

solubilidade em detergente neutro e acido. Neste caso, sdo geradas as fracdes fibra
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em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM),
celulose (CEL), lignina em detergente acido (LIG) e fracdo solavel (FS) (VAN
SOEST, 1991).

O fracionamento foi realizado em dois momentos: 1) apds o teste de isolados
em lodo ativado autoclavado, onde se buscou verificar as possiveis alteracfes
ocorridas no substrato decorrentes da autoclavagem e 2) apos as avaliagbes
respirométricas. Neste Ultimo caso, avaliou-se o residuo de lodo ativado in natura
degradado pelos isolados fungicos que apresentaram maiores taxas cumulativas de
liberacé@o de géas carbonico.

Amostras de lodo ativado foram secas (40°C) e submetidas a andlise
laboratorial em triplicatas. Em 0,3 g de lodo ativado foram adicionados 30 mL de
solucdo detergente neutra com posterior digestdo a 150°C por 1 hora. Apoés, as
amostras foram submetidas a succdo a vacuo, filtradas e lavadas com &gua
destilada (90°C) e acetona (30-40 mL). Para isso, utilizaram-se cadinhos filtrantes de
50 ml com porosidade n° 2 previamente pesados. Apds, 0s mesmos foram secos em
estufa a 105°C por oito horas, com posterior acondicionamento em dessecador até
alcancar temperatura ambiente. O teor de FDN, expresso como livre de cinzas, foi
calculado pela diferenca de peso antes e apos a fervura. Subtraindo-se de 100 a
porcentagem obtida para a FDN, estimou-se a fracdo soluvel (FS) (VAN SOEST,
1991).

Para determinar a FDA partiu-se de 0,6 g de lodo ativado e 60 mL de solucéo
detergente &cida. Os cadinhos filtrantes com a FDA foram submetidos ao &cido
sulfdrico 12 molar por trés horas. Posteriormente foram succionados a vacuo,
filtrados, lavados (com agua destilada e acetona) e pesados, conforme descrito para
a FDN. O teor de HE foi estimado pela diferenca entre o conteddo de FDN e FDA. O
conteudo de CE foi estimado por diferenca de perda de massa da FDA antes e apés
o tratamento com o acido sulfarico 12 molar por 3 horas. O material ndo extraido,
resultante da sucessiva extracéo seletiva foi calcinado a 500°C por 3 horas, esfriado
em dessecador, pesado e calculado o conteudo de LIG e cinzas do lodo ativado. Os
resultados obtidos foram calculados em porcentagem de matéria seca (MS) a 105°C
e posteriormente expressos em porcentagem da MS (VAN SOEST, 1991).
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4.4 Teste de isolados fungicos em biossoélido autoclavado

Para os fungos coletados em Santa Maria (RS) e que nado foi possivel a
identificacdo a campo (UFSMFPM1, UFSMFPM2, UFSMFPM3, UFSMFPM4,
UFSMFPM5, UFSMFPM6, UFSMFPM7, UFSMFPM8, UFSMFPM9, UFSMFPM10,
UFSMFPM11, UFSMFPM12) procedeu-se o isolamento em laboratério utilizando o
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Para esses isolados fungicos adotou-se
um teste preliminar da capacidade de colonizar lodo autoclavado, visto que seu
potencial lignocelulolitico era desconhecido. O lodo ativado proveniente da Estacao
de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) foi autoclavado (121 °C e 1 atm) por
30 minutos. Para isso, foram utilizados frascos de Erlenmeyer contendo 100 g do
residuo. ApoOs resfriamento cada frasco recebeu cinco discos de BDA (5 mm)
contendo o micélio dos isolados. Os Erlenmeyeres foram incubados a 24°C por 60
dias. A analise dos resultados apO0s esse periodo foi realizada através de
identificacdo visual da presenca ou auséncia de micélio sobre o residuo de lodo
ativado por aeracdo prolongada (SILVA et al.,, 2010a). O adensamento micelial foi
determinado por meio de escala subjetiva onde: (-) significa auséncia de micélio; (+)
significa micélio pouco adensado, presenca de hifas espacadas e finas; (++) significa
micélio medianamente adensado; (+++) significa micélio fortemente adensado
(SILVA et al., 2010a).

4.5 Avaliacéo da biodegradacao do lodo ativado

A decomposicdo dos materiais organicos presente no lodo ativado foi
determinada através da quantificacdo da liberacdo de carbono na forma de C-CO,
segundo metodologia proposta por STOTZKY (1965). Foram realizados dois
experimentos respirométricos com lodo ativado in natura. No experimento
respiromeétrico | foi realizado um screening com 24 cepas fungicas. ApoOs analises
dos resultados desse experimento foram selecionados os dois isolados que
apresentaram maiores taxas cumulativas de liberacdo de C-CO, para compor o
segundo experimento. No experimento respirométrico Il, esses isolados foram

avaliados sob diferentes condi¢cdes de umidade, temperatura e pH.
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4.5.1 Experimento respirométrico | - Screening de fungos lignoceluloliticos

Foram testados em triplicatas 24 isolados de fungos a fim de selecionar os

mais eficientes na biodegracao de lodo ativado in natura (Tabela 2).

Tabela 2. Isolados utilizados no experimento respirométrico | — screening de fungos
lignoceluloliticos. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Género /Espécie

Origem

Caracteristica

Ganoderma applanatum (Pers.) Pat.
Ganoderma lucidum (Fr.) Karst.
Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill, (1908)
Hericium erinaceus (Bull.) Persoon, 1825
Lentinula edodes (Berk.) Pegler
Pleurotus flabeliforme (Berk. & Br.) Sacc.
Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) P.Kumm., 1871
Pleurotus sajor caju (Fr.) Singer
Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill, Bull
Trametes versicolor (L.:Fr.) Quél.
Schizophyllum commune Fries
Agaricus bisporus (J.E.Lange) Imbach
Agaricus blazei Murill
Pleurotus citrinopileatus Singer, 1943
Pleurotus salmoneostramineus
Fomes fasciatus (Sw.) Cooke 1885
Ceriporiopsis lowei
Laetiporus sp.

Irpecs sp.

Skeletocutis sp.

Nigroporus vinosus (Berk.) Murrill
UFSMFPM3
UFSMFPM6
UFSMFPM8

Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Cenargen/Brasilia
Bruno Menezes/SP
Bruno Menezes/SP
Bruno Menezes/SP
Bruno Menezes/SP
LBA/UFSM’

LBA/UFSM’
LBA/UFSM’
LBA/UFSM’
LBA/UFSM’
LBA/UFSM’
LBA/UFSM’
LBA/UFSM’
LBA/UFSM’

Podrid&@o branca
Podriddo branca
Podriddo branca
Podriddo parda
Podriddo branca
Podriddo branca
Podrid&@o branca
Podriddo branca
Podriddo branca
Podrid&o branca
Podriddo branca
Podriddo branca
Podrid&@o branca
Podrid&@o branca
Podrid&o branca
Podrid&@o branca
Podrid&o branca
Podrid&o branca
Podriddo parda
Podrid&@o branca
Podrid&o branca

NI**

NI**

NI**

*LBA/UFSM — Laboratério de Biologia do Solo e Ambiente da Universidade Federal de Santa Maria
NI** Ndo identificado

A liberacdo de C-CO, foi mensurada aos 2, 9, 12, 15, 21, 26, 30, 32, 41,49 e
66 dias apds o inicio da incubacdo, sempre nos mesmos frascos hermeticamente
fechados. Cada unidade experimental consistia de um frasco de vidro com volume
de 0,001 m*® e 100 g de lodo ativado previamente destorroado, peneirado (malha 2

mm) e com umidade ajustada para 80%. A umidade foi estabelecida apds testes
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preliminares que avaliaram a capacidade do biossolido em reter diferentes
umidades. Os isolados fungicos foram inoculados em superficie através de discos
contendo micélio fungico e meio de cultura batata-dextrose-agar. Foram inoculados
trés discos de aproximadamente 5 mm de diametro por frasco. A temperatura foi
mantida constante em 22°C através de uma incubadora.

O C-CO; liberado em cada tratamento foi captado em 20 mL de uma solucao
de NaOH 1 mol colocada em copos descartaveis de café com capacidade de 50 ml.
O NaOH residual foi titulado com solucédo de HCl 2 mol L™ em cada intervalo de
coleta, apds precipitacdo do carbonato com uma solucéo de cloreto de bario (BaCl,)
1 mol L* tendo como indicador fenolftaleina 1%. A aeracdo das unidades
experimentais foi realizada por ocasido de cada uma das avaliagdes realizadas,
ficando aberta por um periodo de 15 minutos, antes da adi¢cdo da nova solucao de
NaOH 1 mol nos copos descartaveis. Semanalmente foram ajustados os teores de
umidade através da adi¢cdo de agua destilada com base na perda de peso de cada
unidade (STOTZKY, 1965).

4.5.2 Experimento respirométrico Il — diferentes condig6es ambientais

A partir dos resultados obtidos no screening foram selecionados os dois
isolados com maiores taxas cumulativas de C-CO;, liberado. Esses foram testados
guanto a sua capacidade degradativa isoladamente e na forma de consadrcio fungico.
A metodologia seguiu 0S mesmos passos anteriores, variando as condigbes de
umidade do lodo ativado (65%, 80% e 95%), a temperatura de incubacgéo (24°C,
28°C e 32°C) e o pH do meio (5,5 e 7,0), num periodo de 100 dias. Os resultados
alcancados foram submetidos a analise da variancia e quando o valor de Fc foi
significativo, as médias dos tratamentos foram comparadas através do teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Sobre o residuo de lodo ativado biodegradado pelos isolados fungicos que
apresentaram diferenca significativa realizaram-se as seguintes determinagdes

analiticas em triplicatas:

A - Carbono (C) e nitrogénio (N) total: foram determinadas por combustdo a seco em
analisador LECO CN- 2000, usando amostras dos biossélidos moidas e peneiradas

a 60 meshes.
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B - O carbono soluvel (C-soluvel) foi determinado em extrato obtido apds mistura do
biossélido e agua deionizada, na razdo 5:25, respectivamente. Posteriormente as
amostras foram filtradas em membrana 0,45 um. A determinagcdo analitica do
carbono soluvel foi feita por meio de oxidacdo com dicromato de potassio (K.Cr,07)
utilizando-se 2mL do extrato obtido e 1 mL de K,Cr,O7. Apds, as amostras foram
colocadas em estufas durante 4 horas a 60°C. A leitura do carbono soluvel foi

realizada no comprimento de onda 580 nm.

C - Fosforo organico total: foi determinado pelo método de ignicdo (OLSEN;
SOMMER, 1982). Amostras de 1 g de lodo ativado foram pesados em duplicata:
conjunto A para cadinho de porcelana e o conjunto B para “snap-cap” de 100 ml. O
conjunto A foi levado a mufla e ignificado a 550°C por 2 horas; posteriormente o lodo
ignificado foi transferido para snap-cap de 100 ml e adicionado 50 ml de H,SO,4 0,5
mol L™ no conjunto A e B. Ap6s serem agitados por 2 horas foram centrifugados a
6000 rpm por 10 minutos. O fésforo foi determinado no sobrenadante seguindo a

metodologia de Murphy; Riley (1962).

D - N inorganico: para a extracdo de N na forma de aménio [N-NH,4'] e nas formas
de nitrato e de nitrito [N-(NO3z+ NO;)] utilizou-se solu¢do de cloreto de potassio
(KCl) 1 mol L™ em amostras de 1,0 g de lodo ativado. Ap6s obter os extratos das
amostras, procedeu-se a destilacdo da amdnia com adicdo de 0,2 g de o6xido de
magnésio (MgO). Para a reducgéo de nitrato e de nitrito a amonio utilizou-se a liga
Devarda. Posteriormente os extratos obtidos foram titulados com solugdo é&cida
padronizada (TEDESCO et al., 1995).

E - N orgénico: foi determinado pela diferenca entre o N inorganico e o N total.

F - Matéria organica (MO) total: a determinacdo do teor de matéria orgéanica foi
realizada pela técnica gravimétrica. Aliquotas de aproximadamente 0,5000 g de lodo
ativado, pesadas em balanca analitica com quatro casas decimais, foram colocadas
em cadinhos de porcelana previamente pesados para serem calcinadas em mufla a
550°C durante 4 horas. Apds queima, os cadinhos foram resfriados em dessecador
e novamente pesados. O teor de MO foi estimado pela relacdo entre a perda de

massa, decorrente da queima, e a massa inicial da amostra (ALLEN, 1989).
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G - Razao Lignina/nitrogénio (Lig/N): foi calculada através do teor de lignina e do
teor de nitrogénio presente na fracdo organica do N organico (CORTEZ et al., 1996).

H — ndice lignocelulésico (ILC): foi calculado através da formula
liginina/(lignina+celulose) (CORTEZ et al., 1996).

I — Quociente holocelulose:lignocelulose (QHL): foi calculado através da formula

(hemicelulose+celulose)/(hemicelulose+celulose+lignina) (CORTEZ et al., 1996).

4.6 Andlise dos resultados

Os resultados da caracterizacao quimico-fisica do lodo ativado e dos metais
pesados foram comparados por meio dos valores médios de cada variavel.

Os dados da caracterizacdo quimica da fracdo inorganica e organica do
biossélido submetido a autoclavagem e natural foram submetidos a anélise da
variancia e quando o valor de Fc foi significativo, as médias dos tratamentos foram
comparadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A triagem dos fungos lignoceluloliticos e 0s experimentos respirométricos sob
diferentes condicBes ambientais foram interpretados em termos de C-CO, mg kg™
emanado acumulado, descontado o controle, sendo o resultado desta subtrac&o
atribuido a degradacdo do carbono organico do biossolido. Esses dados foram
submetidos a analise da variancia e quando o valor de Fc foi significativo, as médias
dos tratamentos foram comparadas através do teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.

Os resultados do fracionamento quimico do carbono e nitrogénio, bem como
as alteragbes ocorridas nas fracbes lignina, celulose e hemicelulose apds os
experimentos respirométricos sob diferentes condicbes ambientais foram
comparados por meio dos valores médios de cada variavel, sendo determinado o
desvio padréo dos dados.

Os resultados significativos das taxas de biodegradacdo obtidos com os

isolados fungicos foram correlacionados com os parametros de caracterizacdo da
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fracdo organica do lodo ativado para determinar os coeficientes de correlagéo (r) e
nivel de significancia (Prob. > t) apds teste de normalidade dos dados.

43



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdao fisico-quimica do lodo ativado
Apébs o estudo fisico-quimico do lodo ativado da Estacdo de Tratamento de

Esgoto de Santa Maria (RS) obtiveram-se os teores dos parametros inorganicos, do

carbono organico total e o poder calorifico (Tabela 3).

Tabela 3. Composicao fisico-quimica do lodo ativado da Estacédo de Tratamento de
Esgoto de Santa Maria (RS). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Parametro Unidade Concentracéo Variagédo *
Célcio mg kg™ 23581 0,0 — 42700
Carbono Orgénico Total % 26 20-35
Enxofre % 4,63 0,05-0,55
Fésforo mg kg'1 58332 15000 - 40000
Magnésio mg kg™ 4479 200 — 4200
Nitrato mg kg™ <1,1 -
Nitrito mg kg™ <0,2 -
Nitrogénio amoniacal mg kg'1 289 0,0 - 44100
Nitrogénio Total Kjedahl mg kg™ 6925 2740 — 88000
pH (suspenséo 1:1) 7,1 55-79
Potassio mg kg™ 2237 0,0 - 3000
Poder Calorifico Inferior (Base Seca) kcal kg"l 3044 -
Poder Calorifico Superior (Base Seca) kcal kg™ 3288 -
Sédio mg kg™ 614 -
Solidos Totais % 81,6 40-75
Solidos Volateis % 42,6 30-60

* MACHADO (2001)

O valor obtido para os sélidos totais (ST) (81,6 %) esta acima do intervalo
indicado pela SANEPAR (1999), a qual recomenda teores entre 40 a 75 % para
lodos ativados com aeragdo prolongada. Esse resultado possivelmente esta

associado ao clima da regido e/ou periodo de estocagem do biossoélido nos leitos de
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secagem (VON SPERLING, 2008), local onde o lodo tratado € desaguado com a
acdo combinada da percolacdo do excesso de agua e da evaporagdo natural
(PEDROZA et al., 2010). Em condi¢Bes normais de desague, o lodo de esgoto pode
ser removido do leito de secagem apods 20 a 60 dias, quando a umidade atinge
valores entre 60 a 70% (JORDAO, PESSOA, 1995).

O biossdlido avaliado, nesse estudo, tinha 90 dias de desague, o que
possivelmente colaborou com o maior teor de sélidos totais encontrados. A obtencéo
de biossélidos mais concentrados, ou seja, com maiores teores de sdlidos totais, €
vantajosa, pois propicia menor volume de residuo a ser processado dentro da
estacdo de tratamento de esgoto. Segundo Fernandes et al. (1996), a etapa de
destinacéao final pode alcancar 60% dos custos operacionais do tratamento, por isso,
a reducdo de volume é de extrema importancia no tratamento dos biossadlidos.
Entretanto, vale destacar que ndo apenas este parametro deve ser analisado para a
disposicao final dos biossolidos, mas sim, o fato deste residuo estar estabilizado,
higienizado e sem odores, 0 que diminui 0s riscos a saude publica e ao ambiente
(COSTA et al., 2005).

O conhecimento do teor dos sélidos volateis (SV) pode ser entendido como
uma estimativa da quantidade de matéria organica presente nos esgotos sanitarios.
Nesse estudo, obteve-se o teor de 42,6 % para os SV. Esse resultado se aproxima
dos valores reportados por Rangel et al. (2006) que avaliaram lodos da estacao de
tratamento de esgoto de Franca (SP) e Barueri (SP) e obtiveram variacéo entre 43 a
60,5 %, dependendo da presenca ou auséncia de descarga industrial no efluente. As
concentracfes usuais de SV nos esgotos sanitarios sdo as seguintes: esgoto forte
(70 %), esgoto médio (35 %) e esgoto fraco (12 %) (JORDAO; PESSOA, 1995). O
biossdlido da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) estd mais
proximo do enquadramento em esgotos medios, 0 que é mais caracteristico de
cidades que recebem pouca carga industrial no esgoto (SANEPAR, 1999), como € o
caso desse municipio, onde o tratamento é majoritariamente doméstico.

Segundo Von Sperling; Gongalves (2001), para lodos digeridos
aerobicamente, a relacdo SV/ST situa-se entre 0,60 a 0,65. Neste estudo, a relacéo
SV/ST no lodo digerido da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS)
situou-se em torno de 0,52 indicando a presenca quase proporcional de substancias

organicas e inorganicas em sua massa solida total.
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O carbono orgéanico total (COT) é uma medida direta da matéria organica
carbonicea existente numa amostra. Essa andlise inclui compostos de carbono
organico estavel que nao sao oxidados biologicamente (DAVIES, 2005) e compostos
de facil biodegradacédo. O valor do COT, neste estudo, foi de 26 % (Tabela 3) e esta
proximo dos valores esperados para lodo ativado de origem doméstica, que ficam
entre 20 a 35% (VON SPERLING, 2008).

O teor de fosforo total alcancou o valor de 58.332 mg kg™. Esse resultado é
superior ao relatado por Aratijo et al. (2009) que obtiveram o valor de 16.000 mg kg™
para lodo ativado oriundo da estacdo de tratamento de esgoto de Franca (SP).
Dados da estacao de tratamento de esgoto de Gramado (RS) revelaram valores da
ordem de 4.715,5 mg kg’ para lodo doméstico digerido aerobicamente (CORSAN,
2011). Galdos et al. (2004) avaliando lodos aerdbios obtiveram resultados variando
entre 6.600 a 7.200 mg kg™ para o teor de fésforo total.

A possivel destinacdo deste lodo para uso agricola requer cuidados, pois o
teor de nitrogénio no lodo de esgoto tem sido um dos parametros no calculo da
guantidade a ser aplicada, de acordo com a necessidade de cada cultura (CETESB,
1999). Como esse lodo apresenta elevados teores de fosforo, pode haver uma
aplicacdo excessiva deste elemento (SUI; THOMPSON, 2000) conduzindo a
possiveis impactos negativos nos cursos de agua proximos aos locais onde sao
aplicados esses residuos (ROCHA; SHIROTA, 1999).

Uma possivel explicacdo para os elevados teores de fosforo obtidos neste
estudo estd relacionada ao emprego de cloreto férrico no tratamento do esgoto,
visando reducao do fésforo no efluente liquido tratado (BRASIL, 2005). O cloreto
férrico € um polieletrélito que funciona como um eficiente coagulante para a remocao
do fésforo. Entretanto, o uso deste coagulante possui o inconveniente de gerar maior
massa de biossolidos. Isto ocorre porque as quantidades adicionadas, em geral, sdo
grandes sendo que esses compostos acabam por fazer parte da massa solida de
lodo de esgoto (CAVALCANTI, 2009) aumentado ainda mais seu volume e a massa
final, além de concentrar o fosforo na fase sélida (biossélido) do tratamento.

O teor de nitrogénio total no lodo da Estacdo de Tratamento de Esgoto de
Santa Maria (RS) foi 6.925 mg kg™ (Tabela 3). Este valor esta préximo dos valores
relatados para sistemas de lodo ativado por aeracao prolongada. Von Sperling;
Froes (2000) obtiveram teor de 6.500 mg kg™ de nitrogénio para o lodo da estacéo

de tratamento de esgoto de Morro Alto (MG). Dados do lodo ativado da estacéo de
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tratamento de esgoto de Gramado (RS) alcancaram o valor de 10.552 mg kg™ de N
(CORSAN, 2011). No entanto, estes valores séo distintos do relatado por Araujo et
al. (2009) que obtiveram o teor de 47.000 mg kg™ de nitrogénio total no lodo da
estacdo de tratamento de esgoto de Franca (SP). Esta grande diferenca no teor de
N relaciona-se ao recebimento de despejo industrial na cidade de Franca (SP), o
gue néo aconteceu nos outros locais citados, inclusive, neste estudo.

O pH do lodo ativado se mostrou préoximo da neutralidade (7,1). Este
parametro tem grande relevancia em todas as fases do tratamento das aguas
residuarias, sendo considerado ideal entre 6 a 8 para ndo tornar o ambiente
extremamente seletivo a determinados grupos de microrganismos (SANEPAR,
1999). No tratamento biolégico aerdbio, geralmente, o pH se desloca para a faixa de
pH alcalino, funcionando como indicador de bom funcionamento do sistema
(CETESB, 2000). Segundo Von Sperling (2008), lodos ativados por aeracao
prolongada tendem a variar seu pH entre 5,5 a 7,9 estabilizando-se em torno de 7,0
se for bem manejado. Dentro desta 6tica, em relacdo ao parametro pH, pode-se
dizer que a operacdo da ETE Santa Maria (RS) esta atendendo aos principios do
tratamento por meio de lodos ativados com aeracao prolongada.

Os teores de potéassio (K), sodio (Na), célcio (Ca) e magnésio (Mg) no lodo de
esgoto avaliado mostraram-se acima da média dos valores relatados para lodos
ativados (SANEPAR, 1999) alcancando os valores de 2.237, 614, 23.981 e 4.479 mg
kg™, respectivamente. Nos sistemas operados através de lodos ativados por aeracéo
prolongada, a qualidade e a quantidade de céations presentes no efluente podem
afetar o desempenho do processo. Isso se deve as interacdes fisico-quimicas entre
as comunidades bacterianas e os cations, as ligacbes formadas pelos ions e ao
mecanismo de troca de ions (COUSIN; GANCZARCZYK, 1999). Os cétions sdédio,
potassio, magnésio e calcio participam dos processos de formacao estrutural dos
agregados de lodo ativado. Alteracdes na estabilidade ou na agregacao dos flocos
microbianos podem acarretar modificacdes nas caracteristicas de sedimentacéo,
resultando em arraste da biomassa e perda da eficiéncia do processo (MATINEZ,
2004).

Os elevados teores de K, Na, Ca e Mg obtidos neste estudo podem afetar a
floculacéo, a qual é critica para a separacao solido/liquido. Uma floculagéo deficiente
acarreta ma sedimentabilidade e desaguamento inadequado do lodo de esgoto.

Deorsola (2006) relata que em sistemas de lodos ativados com aeracéo prolongada
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gue recebem cargas com alta concentracdo de K, Mg e Ca tendem a aumentar o
teor de sdlidos totais no efluente e prejudicar a sedimentacdo do lodo, fazendo com
gue o processo perda a eficiéncia do tratamento. Em outras palavras significa dizer
que o volume de lodo produzido tenderia a aumentar, pois haveria perda de
biomassa a qual acaba por elevar o indice volumétrico do lodo (KARGI; UYGUR,
2005) gerando mais residuo a ser destinado.

Neste estudo, foi observado alto teor de calcio no biossolido, fato este que
pode estar relacionado a aplicacdo de cal hidratada nas etapas iniciais do
tratamento do esgoto. Os elevados teores deste nutriente e dos demais cétions
possibilitam o uso deste biossélido como fertilizantes agricola em diferentes culturas,
tais como: milho (MELO et al., 2007), sorgo (REVOREDO; MELO, 2006), pupunha
(BOVI et al., 2007), mamona (BACKES et al., 2009) e cana de acucar (CAMILOTTI
et al., 2007). Os teores de K estiveram acima do esperado, no entanto, em geral, 0s
lodos de esgoto sdo pobres em potéssio e, por isso, ndo sdo capazes de suprir as
necessidades das plantas em relacao a esse nutriente (CEOLATO, 2007).

O poder calorifico inferior (PCI) do lodo avaliado alcangou (3044 kcal kg™
enquanto o poder calorifico superior (PCS) foi de 3288 kcal kg™. Esses valores sdo
superiores aos relatados por Mocelin (2007) que encontrou PCS de 27588 kcal kg™
para lodo ativado. Silva (2011) obteve PCI de 2054,07 kcal kg™ e PCS de 2101,84
kcal kg™. O maior poder calorifico encontrado neste estudo pode estar relacionado
ao maior teor de carbono orgéanico total encontrado no lodo da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS). De acordo com RULKENS (2008), para
um bom rendimento térmico na combustdo, o combustivel deve possuir uma elevada
guantidade de carbono fixo e materiais volateis, além de alto poder calorifico.
Quanto maior o teor de carbono e hidrogénio, melhor sera a eficiéncia da combustéo
na liberacdo de energia. Os dados obtidos neste estudo sugerem que o lodo ativado
avaliado possui poder calorifico préximo a madeira, tornando viavel o seu uso como
combustivel para recuperacdo de energia (RULKENS, 2008), podendo ser aplicado

para a secagem do biossolido dentro da propria estacao de tratamento de esgoto.
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5.1.1 Metais pesados

Os resultados obtidos nas analises dos metais pesados presentes no lodo
ativado da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) mostraram que
esse residuo se enquadra nos limites estabelecidos pela legislagdo nacional e
internacional (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdo de substancias inorganicas no lodo de esgoto domeéstico da
Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria/RS (faixa de variagdo em mg do
poluente por kg de lodo, em peso seco) e limites maximos estabelecidos segundo
CONAMA e EPA dos EUA. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Metal Concentracdo no lodo da ETE Limites maximos do Limites da
pesado Santa Maria (RS) CONAMA* U.S.EPA **
Arsénio <1 41 75

Bério 677 1.300 1300
Céadmio <0,1 39 85
Chumbo 47 300 840

Cobre 162 1.500 4.300
Cromo 69 1000 300
Mercario 1,75 17 57

Molibdénio <1 50 75

Niquel 25 420 420
Selénio <1 100 100

Zinco 597 2.800 7.500

*Limites segundo Resolugdo do CONAMA 375 **Limites da U.S.EPA (Environmental Protection Agency )— 40
CFR Part 503

De acordo com (BRASIL, 2006) o lodo ativado avaliado neste estudo pode ser
empregado na agricultura como fertilizante agricola, desde que respeitado seus
limites de uso e as normas técnicas de aplicacdo as culturas (TRANNIN et al., 2008).
Os baixos teores de metais pesados possivelmente estdo associados ao fato do
tratamento neste municipio ser majoritariamente doméstico e receber pouca
descarga industrial, principal fonte de metais pesados nos lodos de esgoto (SILVA et
al., 2007). Segundo Rocha; Shirota (1999), o setor industrial influencia direta ou
indiretamente os teores de metais pesados nos lodos de esgoto, pois esses
elementos participam em diferentes fases do processo de producédo de inUmeras

industrias nas diversas areas econ6micas. Entretanto, € importante considerar que,
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mesmo o lodo avaliado atendendo a legislacao vigente, tal condigéo nao o isenta da
possibilidade de causar danos ao ambiente quando seu uso € cumulativo.

A aplicacéo sucessiva de lodo de esgoto no solo € o aspecto que causa maior
preocupacdo com relacdo a seguranca ambiental. Os metais pesados podem
expressar seu potencial poluente diretamente nos organismos do solo, pela
disponibilidade as plantas em niveis fitotoxicos, além da possibilidade de
transferéncia para a cadeia alimentar através das proprias plantas ou pela
contaminacdo das aguas de superficie e subsuperficie (GONCALVES Jr. et al.,
2000). E importante observar, no entanto, que geralmente o termo metal pesado,
esta relacionado com toxidez e/ou poluicdo. Desta maneira, € recomendavel que se
diferenciem os elementos essenciais, como cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn),
zinco (Zn), boro (B) e molibdénio (Mo), dagueles nédo essenciais como chumbo (Pb),
cadmio (Cd), prata (Hg) e arsénio (As), ainda que todos sejam classificados como
metais pesados e potencialmente toxicos (OLIVEIRA et al., 2009).

O teor de arsénio (As) presente no lodo ativado da Estacdo de Tratamento de
Esgoto de Santa Maria (RS) atendeu a legislacdo nacional e internacional, estando
abaixo do intervalo relatado para lodos de esgotos (3 a 30 mg kg™) (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 1992). O As é empregado principalmente na producdo de
conservantes de couros e de madeiras (PACHECO, 2005), sendo que, mesmo em
doses muito baixas, pode afetar a saude de plantas e animais, inclusive do homem,
por atuar sobre a inativacdo de diversas enzimas biolégicas. Como a cidade de
Santa Maria (RS) ndo se destaca como polo de curtumes e celuldsico, esse baixo
teor de As esta de acordo com a expectativa para a localidade avaliada.

O bério (Ba) é um metal alcalino terroso que ocorre principalmente nas formas
de sulfato (BaSO,) e carbonato de bario (BaCO3). Este elemento também esta
presente em pequenas quantidades em rochas igneas (USEPA, 2005) e no solo tem
variacdo na faixa de 19 a 2368 mg kg™, podendo ser mobilizado em diferentes
condicdes (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992). O teor de Ba no biossélido
avaliado atendeu as exigéncias do CONAMA e da U.S.EPA. No entanto, vale
destacar que o Ba, assim como o cadmio e chumbo ndo sdo essenciais aos seres
vivos do ponto de vista biologico. Esses elementos s&o considerados muito toxicos
guando estdo presentes no ambiente, mesmo em baixas concentracdes, porque Sao
acumulativos nos organismos dos homens e dos animais (CUNHA; MACHADO,
2004).
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A faixa de variacdo no teor de cadmio (Cd) para lodos de esgoto digeridos
aerobicamente fica entre 3 a 3410 mg kg™ (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992). O
biossdlido analisado apresentou concentracdo abaixo deste intervalo, portanto, os
riscos deste lodo de esgoto causar toxidez por Cd sédo reduzidos. O Cd é
considerado um dos metais mais ecotoxicos, apresentando importantes efeitos
adversos sobre a atividade biol6gica do solo, metabolismo de plantas e a saude dos
seres humanos e dos animais (DIAS et al., 2001).

O chumbo (Pb) apresentou teor dentro da faixa esperada para lodos de
esgotos (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992) a qual fica entre 29 a 3600 mg kg™.
O tempo de permanéncia deste metal no lodo de esgoto ou no solo é longo,
entretanto, suas caracteristicas de solubilidade, mobilidade e, mesmo
biodisponibilidade, sdo baixas. Apesar disto, aplicacbes sucessivas de lodo de
esgoto podem causar risco a saude humana, principalmente em areas préximas a
parques industriais e nas grandes cidades, onde ha grande numero de carros
movidos a combustiveis ricos em Pb (MOREIRA; MOREIRA, 2004).

O teor de cromo (Cr) neste estudo esteve abaixo do relatado por outros
trabalhos que avaliaram lodos ativados (VON SPERLING; FROES, 2000; ARAUJO
et al., 2009) e, possivelmente, estdo associados ao pequeno despejo de efluente
industrial na cidade de Santa Maria (RS). O Cr pode ser encontrado em diferentes
graus de oxidacdo, sendo que na forma de Cr*® tem importante papel no
metabolismo de glicose, lipideos e proteinas (MATOS et al., 2008). No entanto,
quando oxidado na forma de Cr*® e, em altas concentragdes, torna-se carcinogénico
e mutagénico para animais e humanos (MELO et al., 2007).

O cobre (Cu) apresentou teor de 162 mgkg™’, estando abaixo dos limites
maximos estabelecidos pela legislacdo, além de situar-se na faixa de 50 a 8.000 mg
kg™ de Cu, a qual caracteriza lodos de esgoto, em geral. O mesmo ocorreu com 0
zinco (Zn), niquel (Ni), selénio (Se) e molibdénio (Mo), entretanto, o Se e Mo
apresentaram valores ainda menores do que 0s caracteristicos para lodos de esgoto
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992). Apesar do Cu, Zn e Ni serem considerados
micronutrientes, esses elementos também podem causar toxidez quando disponiveis
em guantidades excessivas. Os problemas com esses metais tendem a ser mais
critico em centros industriais que promovem atividades de galvanoplastia, ou seja,
recobrimento de protecdo de metais com outros metais mais nobres (galvanizacao,

cobreamento e niquelacéo) (MALTA, 2001).
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O zinco (Zn) tem papel relevante como componente catalitico e estrutural em
enzimas de humanos, animais, plantas e de microrganismos do lodo ativado
(PAMUKOGLU; KARGI, 2007). A fonte abundante deste elemento sdo os minerais
constituintes das rochas. Nos solos, o teor de Zn esta diretamente associado ao
material de origem, apresentando valores na faixa de 10 a 300 mg kg™, sendo o
valor médio de 50 mg kg™. Apesar disto, o teor de Zn na solucdo do solo é baixo
devido as inumeras reacfes com complexantes e quelantes, em especial, a matéria
organica. Dentro desta Otica, o biossolido avaliado, mesmo que apresentando
pequena concentracdo deste nutriente pode ser entendido como uma fonte e/ou
dreno deste elemento (OLIVEIRA et al., 2003), dependendo das condicdes
ambientais a que estd exposto. Os teores de Zn, Cu e Ni encontrados neste estudo
estdo acima da média relatada por MACHADO (2001) que analisou a composi¢ao

média do lodo gerado nas ETEs do Brasil que empregam tratamento aerobio.

5.2 Crescimento e adensamento micelial de isolados fungicos em biossélido

autoclavado

Dentre os 12 isolados fangicos avaliados neste experimento apenas 0S
isolados UFSMFPM3, UFSMFPM6 e o UFSMFPM8 apresentaram capacidade de
colonizar o biossolido autoclavado (Tabela 5). Com relacdo aos demais isolados
fungicos néo foi possivel observar, através de identificacdo visual, hifas fungicas e
presenca de micélio sobre o residuo de lodo ativado previamente autoclavado.

Quanto ao adensamento micelial nenhum dos isolados fungicos apresentou
micélio fortemente adensado e presenca de hifas rizéides. Os isolados que
apresentaram melhor resposta de crescimento e adensamento micelial foram o
UFSMFPM6 e UFSMFPM8, situando-se como micélio medianamente adensado. O
isolado UFSMFPM3 apresentou micélio pouco adensado. Segundo Marino et al.
(2006), os diferentes graus de adensamento das hifas fungicas estédo relacionados
as caracteristicas quimicas do meio de cultivo, constituicdo génica do isolado e
espécie fungica. Além disto, esta capacidade de crescimento e adensamento
micelial pode estar relacionada a capacidade do isolado em produzir enzimas
(ABREU et al., 2007) capazes de atuar sobre compostos recalcitrantes (ANDRADE
et al., 2006) presentes no biossolido da ETE Santa Maria (RS).
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Tabela 5. Adensamento micelial de isolados fungicos em biossoélido autoclavado da
Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS). Santa Maria, RS, UFSM,
2013.

Isolado néo identificado Origem Adensamento micelial

UFSMFPM1 SM/RS* -
UFSMFPM2 SM/RS* -
UFSMFPM3 SM/RS* +
UFSMFPM4 SM/RS* -
UFSMFPM5 SM/RS* -
UFSMFPM6 SM/RS* ++
UFSMFPM7 SM/RS* -
UFSMFPM8 SM/RS* ++
UFSMFPM9 SM/RS* -
UFSMFPM10 SM/RS* -
UFSMFPM11 SM/RS* -
UFSMFPM12 SM/RS* -

(-) auséncia de micélio (+) micélio pouco adensado, presenca de hifas espacgadas e finas (++) micélio
medianamente adensado (++) micélio fortemente adensado. Adaptado de Silva et al. (2010); SM/RS*
- Santa Maria/Rio Grande do Sul.

Os isolados UFSMFPM6 e UFSMFPMS8 apresentaram crescimento micelial
cotonoso, o qual é caracterizado pela presenca de micélio semelhante ao algodao
fracamente adensado (STANIER et al., 1969). A formacéao deste tipo de micélio pode
estar associada a liberacdo de substancias que estimulem o crescimento micelial,
tais como polissacarideos. Esses compostos podem facilitar a adesédo das hifas ao
substrato, resultando em maior resisténcia do isolado a desidratacéo, além de servir
como fonte de carbono para o metabolismo fungico (GUTIERREZ et al., 1995).

Neste estudo, foi observado que os fungos avaliados aumentaram a
densidade micelial durante o decorrer do periodo de incubacdo. Griffin (1994)
estudando isolados fangicos observou comportamento semelhante. A maior
resposta de adensamento micelial ocorreu nos isolados flungicos UFSMFPM6 e
UFSMFPMS8, seguido do isolado fungico UFSMFPM3. Este dltimo, mesmo ao final
de 60 dias de incubacéo néo foi capaz de colonizar todo o substrato de lodo ativado
autoclavado apresentando micélio pouco adensado e presenca de hifas espacadas

e finas (Figura 4). O isolado fungico UFSMFPM5 nao foi capaz de crescer sobre
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residuo de lodo ativado autoclavado (Figura 4a). Ja o isolado fungico UFSMFPM6
apresentou habilidade em crescer no biossélido autoclavado gerando um micélio

cotonoso sobre este residuo (Figura 4b).

(a) Isolado sem crescimento micelial (-) (b) Isolado com crescimento micelial (++)

UFSMFPMS5  UFSMFPM6

-_—

Figura 4. Crescimento micelial de isolados fungicos sobre residuo de lodo ativado
autoclavado da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) ap0s periodo
de 60 dias de incubacdo. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Esses resultados subsidiaram o0s experimentos respirométricos, visto que a
presenca de crescimento micelial pode ser entendida como um indicativo da
capacidade do isolado fungico em atuar sobre 0os componentes organicos presentes
no lodo ativado da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS), mesmo
gue autoclavado. Dos trés isolados fungicos que apresentaram resposta positiva
foram selecionados apenas os isolados UFSMFPM6 e UFSMFPMS8, pois
colonizaram completamente o substrato e apresentaram micélio medianamente
adensado. Esses dois isolados fungicos foram utilizados para compor o experimento
de triagem de fungos lignoceluloliticos e o estudo respirométrico Il, onde foram
avaliados sob diferentes condicdes ambientais de umidade, temperatura e pH

juntamente com isolados fungicos ja reconhecidamente lignoceluloliticos.

5.2.1 Caracterizacdo quimica do biossélido autoclavado

Os parametros quimicos inorganicos do biossélido foram avaliados para
conhecer as possiveis alteracdes decorrentes da autoclavagem do substrato (Tabela
6). Pode-se observar que houve diferenca significativa entre os dois tratamentos
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avaliados quando foi aplicado o teste de médias de Tukey a 5% de probabilidade de
erro. A partir desta analise, constatou-se que o0 processo de autoclavagem alterou
significativamente os parametros: potencial hidrogenidnico (pH), os teores de ions
cobre (Cu*®), zinco (Zn*?), célcio (Ca*®) e magnésio (Mg*?), a capacidade de troca de
cations efetiva (CTCg) e o teor de argila. Os teores de matéria organica (MO), ions
potassio (K®), sodio (Na*), fosforo (P), e boro (B) ndo foram alterados

significativamente.

Tabela 6. Caracteristicas quimicas do lodo ativado natural (ndo autoclavado) e do
lodo ativado autoclavado da Estagéo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS).
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

- pH  %MO cu” zn” B P ca?® Mg®? K Na" AI” H+Al CTCe.
Lodo ativado

%Argila
H,O
(H:0) mg/dm? cmol. kg™

Natural 6,6b* 21,8a 30,3b 1,95b 4055b 0,6a 76,1a 250b 5,43b 1,207a 0,034a 0,1a 4,01b 34,66b

Autoclavado  7,0a 214a 33,la 2,20a 4l15a 06a 759a 32,1a 6,23a 1,366a 0,143a 0,0a 5,00a 40,00a

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.

O processo de autoclavagem empregado neste estudo pode ter conduzido ao
surgimento de novos sitios funcionais da matéria organica do lodo de esgoto. Ao
elevar a temperatura possivelmente ocorreu o rompimento das pontes formadas
pelos cétions, deixando expostos os grupos funcionais com carga residual negativa
(STEVENSON, 1994). Estes grupos podem ter reagido com os ions H* presentes no
meio, neutralizando-os e, por consequéncia elevando o pH de 6,6 a 7,0 apos a
autoclavagem (Tabela 6). Outra hipétese que pode ser levantada é decorrente da
elevacao dos teores de cations, pois ha correlacdo positiva entre o pH do meio e o
grau de saturacao por bases (RAIJ et al., 2001).

Os teores de Ca™ e Mg* se elevaram apds o biossélido ser submetido a
autoclavagem. Este resultado pode estar associado ao fato destes cations
desempenharem importante papel no mecanismo de floculacdo (BRUUS et al.,
1992). O processo de autoclavagem pode ter solubilizado estes céations de diferentes
pontos da matriz do lodo, incluindo ligacdes com exopolimeros, ligacdes com
precipitados inorganicos, particulas organicas, proteinas e substancias humicas

(DEORSOLA, 2006). A perda de estruturacéo do lodo decorrente da autoclavagem
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pode conduzir a efeitos negativos na sedimentacdo e no desaguamento, 0 que
desfavorece os processos de destinacgéo final do lodo (FERNANDES et al.,1996).

Ao submeter o lodo ativado da ETE Santa Maria (RS) a autoclavagem pode
ter ocorrido o favorecimento da ruptura de sua estruturacdo, tanto em nivel
microestrutural como macroestrutural. Segundo Hermoso et al. (2006) os lodos
ativados sdo formados por dois niveis estruturais quanto ao tamanho dos flocos,
compondo-se de micro e macroestrutura. A microestrutura € representada pelos
processos de adesdo microbiana e biofloculacdo, enquanto a macroestrutura &
constituida pelos organismos filamentosos, os quais formam uma rede dentro dos
flocos sobre a qual as bactérias se aderem (VON SPERLING, 2008).

Entre as diferentes forcas de ligacdo que unem esses dois niveis estruturais,
destaca-se o papel dos cations divalentes (Ca™® e Mg™) como ligantes de
biopolimeros e macroestruturas. Segundo HIGGINS; NOVAK (1997), os cétions
podem formar pontes entre as extremidades negativas dos biopolimeros
extracelulares, em especial das proteinas. Ao estudarem a estrutura fisico-quimica
dos flocos de lodo ativado, Urbain et al. (1993) observaram que a formacgéo destes
resulta da agregacédo de varios elementos, dentre os quais se destacam: bactérias,
particulas inorganicas e exopolimeros. De modo geral, os autores encontraram
maior afinidade do Ca*? pelas proteinas, enquanto o Mg*? apresentou afinidade pelo
acido desoxirribonucléico. O aumento nos teores cations no lodo de esgoto da ETE
Santa Maria pode estar associado ao fato destes ions terem sido liberados das
macro e microestruturas presentes no biossélido avaliado (Tabela 6).

Os teores de cobre (Cu) e zinco (Zn) também foram alterados pela
autoclavagem, possivelmente por desestruturar a agregacdo. Esses cations
desempenham papel semelhante ao dos fons Ca* e Mg*? na formac&o estrutural do
lodo ativado, porém sua forca de ligacao € superior. Deorsola (2006) observou que a
substituicdo do Ca*® por Cu™ elevou a estabilidade estrutural do floco de lodo
ativado, no entanto, o autor destacou a seletividade desses ions ao fazerem ligacdes
preferenciais com grupamentos carboxilicos de alginatos. A solubilidade destes
cations metalicos (Cu*? e Zn*?) é reduzida pela formacéo de complexos com a MO,
entretanto, alteracbes do pH podem alterar a solubilidade e disponibilidade destes
cations. A elevacdo da temperatura possivelmente desestruturou os flocos expondo
os ligantes macroestruturais, o que pode ter elevado as concentragcbes de Cu e Zn

observadas apoés a autoclavagem.
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Foi possivel observar ocorréncia de gradiente textural entre os lodos
avaliados neste estudo. Com a elevacao da temperatura de autoclavagem, pode ter
ocorrido diminuicdo no tamanho médio das particulas de lodo, indicando o
rompimento de grandes estruturas flocosas e das paredes celulares, o que segundo
Franca (2002), explica a diminuicdo do tamanho dos flocos. Processo semelhante
pode ter ocorrido com o lodo analisado neste estudo e, por isso, a fracdo argila
aumentou de 30 para 33 (Tabela 6).

Apés o fracionamento quimico das fibras lignocelulésicas em detergente
neutro e acido, observou-se alteracbes nas fracdes organicas decorrentes do
tratamento térmico aplicado ao lodo de esgoto da Estacdo de Tratamento de Esgoto
de Santa Maria (RS). O teor de hemicelulose apresentou diferenca significativa
guando foi aplicado tratamento térmico de autoclavagem. Ja os teores de matéria
organica (MO), celulose e lignina n&o foram significativos quando realizado o teste
de médias de Tukey a 5% de probabilidade de erro (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas quimicas da fracdo orgéanica do lodo ativado natural (ndo
autoclavado) e do lodo ativado autoclavado da Estacdo de Tratamento de Esgoto de
Santa Maria (RS). Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Lodo ativado %MO %Hemicelulose %Celulose %Lignina
Natural 26,91a* 16,51b 19,52a 12,84a
Autoclavado 26,64a 19,66a 19,98a 11,80a

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade de erro.

O processo de autoclavagem aplicado ao lodo de esgoto da ETE Santa Maria
(RS) parece ter atuado de forma semelhante a termorretificagdo. Esta técnica visa
alterar os componentes fundamentais dos residuos lignocelulésicos. Possivelmente
as alteracdes ocorridas na matriz lignocelulosica do lodo ativado avaliado estejam
associadas ao aumento da temperatura e pressao decorrentes da autoclavagem.

Apesar dos residuos lignocelulésicos e do biossélido apresentarem
constituicbes quimicas diferenciadas, ambos possuem em sua constituicdo quimica
as fibras hemicelulose, celulose e lignina. Brito et al. (2006) ao estudarem a
termorretificacdo ou retificacdo térmica observaram que a hemicelulose é a fracéo
mais sensivel a acdo do calor. Neste estudo, também se observou este
comportamento a medida que apenas a hemicelulose apresentou diferenca

significativa (Tabela 7).
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A fracdo hemicelulose do biossolido foi alterada pelo tratamento em
autoclave, aumentando o seu teor de 16,5 a 19,66% ap0s este processo. De acordo
com Modes (2010), a partir de 55°C de aquecimento ja se inicia 0 amolecimento da
fibra de hemicelulose e a estrutura natural da lignina comeca a ser alterada. Préximo
aos 70°C ocorre retragcdo da matriz lignocelulésica, enquanto aos 110°C a lignina
comeca lentamente a perder peso (SCHAFFER, 1973). Aos 120°C, mesma
temperatura alcancada pelo processo de autoclavagem, o teor de alfa celulose
comeca a aumentar e a lignina a amolecer (SCHAFFER, 1973; MODES, 2010).

De acordo com Poncsak et al. (2006), a hemicelulose degrada primeiro em
virtude de seu baixo peso molecular e estrutura amorfa (menos densa), o que facilita
a sua mais rapida degradacdo quando comparada com outros componentes
presentes nos residuos lignocelulésicos. O efeito térmico sobre esta fracdo resulta
em perda direta da resisténcia, o que facilta a absorcdo de &gua e,
consequentemente sua degradacao (SEVERO; TOMASELLI, 2003).

Os teores de celulose ndo apresentaram alteracdes significativas apés
autoclavagem do biossélido da ETE Santa Maria (RS). Talvez isto esteja relacionado
ao fato desta fracdo somente apresentar alteracdes significativas apds os 220°C
(MODES, 2010), temperatura esta que nao foi empregada neste estudo. Do mesmo
modo pode ter ocorrido com a lignina, a qual pode sofrer pequenas alteracdes antes
mesmo que a celulose. No entanto, esta fracdo é considerada mais estavel por exigir
maior tempo de exposicdo ao calor e temperaturas préoximas a torrefacdo dos
constituintes lignocelulésicos (200 a 280°C) para que ocorram modificacbes
significativas em sua estrutura (MODES, 2010).

Ao avaliar a capacidade de diferentes isolados fungicos em degradar residuos
lignocelulésicos oriundos de Eucalyptus sp., Negrdo (2011) observou que o0s
controles experimentais sofreram perdas de massa durante as avaliagbes mensais,
apesar de ndo terem sido submetidos a nenhum tipo de degradacéo biologica e/ou
guimica. Com base nas analises quimicas dos residuos lignoceluldsicos de
Eucalyptus sp., 0 autor observou que as perdas foram causadas pelo processo da
autoclavagem. Nesse tratamento, os constituintes estruturais (celulose, hemicelulose
e lignina), e os ndo estruturais (extrativos), podem ter sofrido algum efeito da alta
temperatura, nas suas respectivas estruturas moleculares. Resultados similares

quanto a volatilizagdo de extrativos foram observados por Guilmo et al. (1993), onde
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a esterilizacdo de compostos lignocelulésicos promoveu decréscimo dos teores de
extrativos de E. saligna.

A analise da fracdo organica do biossoélido subsidiou a escolha do tipo de
substrato para os experimentos de avaliacdo do potencial de biodegradacdo dos
isolados fungicos. Desta maneira, optou-se por fazer os testes respirométricos
utilizando lodo ativado n&o autoclavado, visto que alteragbes podem ocorrer na
estrutura fisica, quimica e mecanica dos biossolidos submetidos a autoclavagem, o
que possivelmente ndo se aproxima da real condicdo que eles se encontram nos

leitos de secagem da Estacéo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS).

5.3 Biodegradacdo da matéria organica de lodo ativado por fungos

lignoceluloliticos

5.3.1 Respirometria I: screening de fungos lignoceluloliticos

Através do experimento respirométrico de triagem dos fungos
lignoceluloliticos em lodo ativado natural, observou-se diferenca significativa no
desempenho dos isolados fungicos, destacando-se, na biodegradacédo, os isolados
UFSMFPM8 e UFSMFPM6. Estes isolados alcancaram as maiores taxas
cumulativas de C-CO, mg kg™ liberado do biossélido no periodo de 66 dias de
avaliacdo. Os isolados de Fomes fasciatus, Agaricus bisporus, Schizophyllum
commune e Trametes versicolor (Figura 5) também apresentaram resposta
significativa com médias acima do controle.

Os isolados de Agaricus blazei, Skeletocutis diluta, Pleurotus citrinopileatus,
Pycnoporus sanguineus, Ceriporiopsis lowei, Pleurotus flabeliforme, Pleurotus
salmoneostramineus e Hericium erinaceus nao diferiram significativamente do
tratamento controle. J& os demais isolados avaliados ndo foram eficientes na
biodegradacéo do biossoélido da ETE Santa Maria (RS), uma vez que apresentaram
média inferior a do tratamento controle.

As duas melhores respostas a biodegradacdo do lodo de esgoto da ETE
Santa Maria (RS) alcancaram os valores médios de 2924,33 e 2911,34 de C-CO, mg
kg™

UFSMFPM6, respectivamente. Possivelmente, esses isolados sejam capazes de

liberado do biossolido e foram obtidas pelos isolados UFSMFPM8 e

secretar complexos enzimaticos inespecificos (POINTING, 2001), conferindo-lhes
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vantagens competitivas em relacdo aos demais fungos avaliados. Esta

inespecificidade pelo substrato é observada em fungos causadores da podriddo
branca, permitindo-os atuar sobre uma ampla variedade de poluentes organicos

(lodo de esgoto e/ou xenobidticos) ou mesmo a misturas deles (ARANTES;

MILAGRES, 2009).

Produgdo acumulada de C-CO, em 66 dias

3500
30004{ @aabbphb
A I:Cccn::u:,:.;cddd
o NOARFROAODAR e = — - 'jEeEeff
o N
o 2500 - » -
un
o
]
o 2000 -
=
2
= 1500 -
E
™
o]
o 1000 -
O

500 -

U —rTr—r—r—r—r—rr—r—rr—1rr—1r—T17r—T17T—71T—T /T T/—71T T T T 1T "“"T1T" "1T""1
=] dﬂdﬂma-ﬁ':idﬂdﬂg“mdﬂdﬂ-qfﬂdﬂdﬂEEE_ﬁdﬂ
2R3328 7T EEgRRZg R ol
Qa.ggggﬁfg_;fEa@.E%ffa§%‘§§§gm
§§§§§§§§§§§@55E§§§E§§@§g§
GGEITTCIE T, TN = @ @
BRrsl, 8855 Sas25%05s8cp,

E-ﬂaﬁvﬁgudﬂ 3_‘%‘@:: -Lugﬂ:r““.g 5
5:%‘%,;-*‘-{' ol J‘J = E..l;l_‘-" ,_5:1-._
LosE 9SS gggn 855853
§~ F§& °@s5¢ Fgggoaa
5 e gz &9
@ 5
=
g
aQ

Isolados fingicos

Figura 5. Taxa respirométrica acumulada de 24 isolados fungicos apés 66 dias de
incubacdo em biossélido proveniente da Estacéo de Tratamento de Esgoto de Santa
Maria (RS), com umidade ajustada para 80% e temperatura de 22°C. Santa Maria,

RS, UFSM, 2013.
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A segunda melhor resposta a biodegradacédo do lodo ativado da ETE Santa
Maria (RS) incluiu apenas isolados de fungos da podriddo branca. Entre esses se
encontra o isolado de Agaricus bisporus, o qual possui habilidade em promover a
fermentacdo no estado solido. Esse processo ocorre através da decomposicéo
aerdbia de palhas e/ou capins e suplementos nitrogenados, de origem organica e/ou
inorganica. Apesar do A. bisporus possuir essa habilidade metabdlica, a mesma é
dependente do sinergismo de diferentes organismos, incluindo bactérias e fungos
termdfilos, os quais em conjunto com os fatores ambientais propiciam o
desenvolvimento do cogumelo propriamente dito (ADAMS; FROSTICK, 2008).

O fato do lodo ativado usado neste experimento ndo ter sido autoclavado
pode ter favorecido esta interacdo sinérgica do isolado de A. bisporus com a
microbiota autoctone do lodo ativado, ja que este fungo € considerado um
decompositor secundario de compostos lignocelulésicos complexos, e, por isso,
necessita que outros microrganismos iniciem a degradacdo do substrato
anteriormente ao seu desenvolvimento (HERRERA, 2001). Segundo Arantes;
Milagres (2009) a capacidade degradativa varia grandemente com a espécie fungica
e também entre isolados de uma mesma espécie. Essa variabilidade no potencial de
degradacdo esta associada ao patriménio genético do fungo, bem como, a fatores
extrinsecos, tais como: a relagdo carbono/nitrogénio dos residuos lignocelulésicos
(ALONSO et al., 2007) e/ou do biossélido (ANDRADE et al., 2006), os niveis de
oxigénio e as condi¢des nutricionais do meio de cultivo.

O isolado de Fomes fasciatus se mostrou eficiente na degradacédo do lodo
ativado da ETE Santa Maria (RS). Este fungo possui ampla distribuicdo na América
Central e do Sul, além do sudeste do EUA. Nas florestas temperadas dos EUA
desempenha importante papel na ciclagem dos nutrientes, em especial, atuando
sobre a degradacgdo das fibras lignocelulésicas da madeira de carvalho (Quercus
sp.) e de nogueiras (Carya sp.) (MCCORMICK et al. 2013).

MCCORMICK et al. (2012), avaliando o crescimento micelial deste fungo em
agar extrato de malte, observou que a temperatura mais apropriada para seu
crescimento esta proxima aos 28°C. Neste experimento respirométrico foi mantida a
temperatura constante em 22°C, o que indica que o isolado de F. fasciatus ainda
pode expressar maior capacidade degradativa com o aumento da temperatura.
Miranda et al. (2010) avaliando a capacidade de vinte fungos basidiomicetos

observaram gque isolados de F. fasciatus foram habeis em descolorir entre 92 a 94%
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do corante presente no efluente téxtil a ser tratado. Os autores atribuiram esta
capacidade a presenca da enzima lacase. Essa enzima apresenta baixa
especificidade por substratos, desta maneira, permite seu uso sobre uma vasta
gama de compostos organicos, fato que a torna uma enzima versatil e com potencial
para ser utilizada em vérias aplicac6es biotecnoldgicas industriais (COUTO; TOCA-
HERRERA, 2007).

Outro isolado que apresentou resposta significativa a degradacdo do lodo
ativado foi o de Schizophyllum commune. Este cogumelo é amplamente distribuido
no mundo ocorrendo em todos 0s continentes, exceto na Antartida. O fato desta
espécie apresentar capacidade degradativa pode estar relacionado a sua grande
resisténcia as condi¢bes desfavoraveis do meio, bem como, a sua capacidade em
colonizar sistemas nao estéreis (PUTZKE; PUTZKE, 2002) como os biossolidos.
Abdullah et al. (2000), testando a capacidade de diferentes fungos causadores da
podriddo branca, observaram que Schizophyllum commune possui alta capacidade
em degradar compostos recalcitrantes devido seu complexo sistema enzimatico
composto por enzimas lignoliticas.

Trametes versicolor € um dos fungos da podriddo branca que apresenta alta
capacidade de atuar sobre compostos recalcitrantes devido a capacidade em
produzir lacase, manganés peroxidase e lenhina peroxidase. Esta habilidade tem
sido explorada para degradar corantes téxteis (LIBRA, 2003), residuos celulésicos
(SELVAM et al., 2002), fendis, clorofendis (PALLERLA; CHAMBERS, 1998) e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (FONT et al., 2003). Além destas enzimas,
este organismo pode apresentar enzimas responsaveis pela degradacéo da celulose
e das polioses (hemicelulose), as quais sdo hidrolases que apresentam certa
especificidade pelo respectivo substrato. Ja as enzimas envolvidas na degradacéo
da lignina sdo oxidases e, em geral, sédo pouco especificas (KIRK; CHAN, 1981).

Dentre os fatores abidticos que interferem na atividade fungica durante a
degradacdo de biossoélidos, destacam-se a temperatura (ALCANTARA, 2007) e a
presenca de agua (KIEHL, 1985). No entanto, no experimento respirométrico
realizado, possivelmente estes fatores ndo foram limitantes, uma vez que as
condi¢cbes foram padronizadas e controladas em 22°C e 80% de umidade. Apesar
disto, ndo foi possivel estimar e controlar a interacdo dos isolados fungicos com a

comunidade microbiana do biossélido, visto que os resultados mostraram que a
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autoclavagem do lodo podia ocasionar alteracdes significativas na estrutura fisica, e
nas propriedades quimicas do lodo ativado.

Esta interacdo pode ter papel importante a medida que muitos basidiomicetos
causadores da podriddo branca degradam a lignina através de um processo
denominado cometabolismo da lignina, visto que necessitam de uma fonte primaria
de energia para que isso ocorra (PUTZKE; PUTZKE, 2002). A partir da
despolimerizacdo da hemicelulose e da celulose ocorre a liberacdo de moléculas
sollveis susceptiveis ao metabolismo intracelular que culmina na geracdo de
energia para a célula e liberacdo de CO, e agua (mineralizagdo). As enzimas
lignoliticas sao produzidas pelos fungos de degradacao branca geralmente durante o
metabolismo secundario (KIRK; CULLEN, 1998). Neste caso, ndo ocorre um
processo hidrolitico e, portanto, ndo ha liberagdo de unidades monoméricas no meio.
Por isso, esta via metabdlica ndo representa uma fonte priméaria de energia e de
carbono para o crescimento flngico, apesar de ela ser potencialmente capaz de

prover energia para o crescimento celular (BUSWELL, 1991).

5.3.2 Respirometria II: diferentes condigbes ambientais

5.3.2.1 Respirometria sob diferentes condicGes de temperatura

A andlise dos resultados respirométricos nas temperaturas 24°C, 28°C e 32°C
mostraram diferenca significativa no desempenho dos isolados fungicos,
destacando-se, na biodegradacdo, os tratamentos submetidos a temperatura de
32°C. A melhor resposta foi obtida com Schyzophyllum commune, o qual resultou na
maior taxa cumulativa de liberacdo de C-CO, mg kg™ do biossélido alcancando o
valor de 11448,70. Também foram encontradas respostas significativas com o
isolado de Trametes versicolor seguido do isolado de Fomes fasciatus, ambos a
32°C. J& as menores taxas cumulativas de C-CO, mg kg™ liberada do biossélido
foram verificadas na temperatura de 24°C (Tabela 8).

Possivelmente, esses resultados estdo associados ao fato da temperatura
exercer dois importantes efeitos sobre a comunidade de organismos degradadores
do lodo de esgoto, ao afetar a (1) taxa de difusdo de substratos e nutrientes na
célula e a (2) taxa da atividade enzimatica. As taxas de difusdo e de atividade

enzimatica aumentam com a elevacdo da temperatura. Isto ocorre porque mais
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moléculas adquirem energia o suficiente para atingir o estado de transicdo. Em
reacfes catalisadas por enzimas, a velocidade € acelerada pelo aumento da
temperatura até atingir uma temperatura Otima na qual a enzima opera com a
maxima eficiéncia. Como as enzimas sdo proteinas, temperaturas muito elevadas
podem causar a desnaturagdo protéica e consequente inativacdo da enzima
(BAPTISTA et al., 2012).

Tabela 8. Taxa de degradacéo e taxa cumulativa de C-CO, mg kg™ liberado do
biossdlido da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) pelos isolados
fangicos UFSMFPM6, UFSMFPM8, Fomes fasciatus, Agaricus bisporus,
Schyzophyllum commune e Trametes versicolor no periodo de 100 dias quando
submetidos as temperaturas de 24°C, 28°C e 32°C sob umidade ajustada para 80%.
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Taxa cumulativa

Tratamento Taxa de degradacéo (%) (C-CO, mg kg™)
24°C
Controle 54,62 8519,81]
UFSMFPM6 54,76 8539,09;
UFSMFPM8 53,82 8246,72k
Fomes fasciatus 59,78 8075,75I
Agaricus bisporus 57,53 7991,721
Schyzophyllum commune 59,45 7979,62|
Trametes versicolor 58,69 7968,65I
28°C
Controle 57,05 8907,72i
UFSMFPM6 60,56 9398,59¢g
UFSMFPM8 54,31 8511,22]
Fomes fasciatus 62,89 8805,88i
Agaricus bisporus 63,25 9345,09g
Schyzophyllum commune 63,95 9540,59f
Trametes versicolor 63,85 9032,60h
32°C
Controle 56,49 8892,60i
UFSMFPM6 62,47 9746,70e
UFSMFPM8 63,11 10088,37d
Fomes fasciatus 61,54 10390,93c
Agaricus bisporus 62,29 10054,11d
Schyzophyllum commune 65,71 11448,70a
Trametes versicolor 64,74 10658,47b

Os dados obtidos neste estudo corroboram os resultados relatados por Chen

et al. (2000), pois na temperatura de 32°C ocorreram as maiores taxas cumulativas
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de C-CO, mg kg™ liberado do biossélido. De acordo com este autor a taxa de
liberagdo de C-CO, mg kg’ pela respiracdo de fungos degradadores de
lignocelulose aumenta com a elevacdo da temperatura, alcancado o maximo entre
30 a 40° C. Apesar de a biodegradacdo ocorrer num amplo espectro de
temperaturas, as maiores taxas de degradacdo sao observadas na faixa entre 25 a
35°C (HAIDER, 1999). Estudos desenvolvidos por Tremier et al. (2005), em lodos
ativados, também encontraram diferencas significativas nos parametros de taxa de
crescimento dos microrganismos, taxa de hidrélise e taxa de degradacédo do lodo
ativado a medida que a temperatura foi elevada.

O isolado fungico de Schyzophyllum commune apresentou maior taxa de
degradacédo do biossélido alcancando 65,71%. Este resultado pode ser considerado
interessante, pois supera o padrao teorico da hidrolise acida, onde se adota um valor
entre 50 a 60% de conversdo da celulose e hemicelulose (SOARES; ROSSELL,
2006; OGEDA et al.,, 2010). Os lodos de esgoto apresentam variacbes na
composicdo quimica em funcéo de sua origem (domeéstico e/ou industrial), época do
ano, processo de tratamento empregado, estabilizacdo e condicionamento final
adotado (ALBIACH et al., 2001). Desta maneira, as fragdes organicas do biossélido
séo encontradas com diferentes graus de assimilabilidade e persisténcia (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006), fato este que dificulta sua biodegradacdo no ambiente.

Rodriguez et al. (2011), utilizando Trametes versicolor para a degradagdo de
farmacos em efluentes industriais, obtiveram resultados de completa degradacéo
para metade dos farmacos avaliados. Possivelmente, os resultados obtidos no
presente estudo ndo alcancaram taxas de degradacdo préximas a de Rodriguez et
al. (2011), pois a diversidade bioquimica dos componentes organicos do lodo é
maior que a do estudo citado e ainda inclui compostos recalcitrantes (SOUZA,
ROSADO, 2009), xenobioticos (ARANTES; MILAGRES, 2009), metais pesados
(MELO; MARQUES, 2000), surfactantes (COSTA et al., 2007), além das fracbes
celulose, hemicelulose e lignina (ANDRADE et al., 2006).

Taxas de degradacgéo de lodos de esgoto, apos aplicagdo no solo, situam-se
entre 20 a 60% do carbono total adicionado (PIRES et al., 2002; SANTOS et al.,
2002). Andrade et al. (2006), avaliando cinco tipos de biossolidos aplicados ao solo
encontraram taxas de degradacédo entre 5 e 22%, sendo o menor valor referente a
um lodo compostado e os maiores valores para lodos de reator anaerébio. Da Cas

(2009) avaliando a taxa de degradacdo do carbono do biossolido da ETE Santa
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Maria (RS) obteve resultados da ordem de 30% de mineralizacdo do carbono. Seu
estudo foi conduzido com umidade de campo de 80%, ou seja, prOxima das
condicbes deste experimento. Nesta Otica, os resultados obtidos neste estudo
mostram que o0 uso de fungos para a degradacdo de biossoélidos pode ser uma
alternativa para aumentar estas taxas de degradacéao.

Outro aspecto que merece atencdo é a caréncia de dados sobre a taxa de
degradacéao de lodos ativados, em especial, no estado do Rio Grande do Sul, onde o
clima subtropical e as baixas temperaturas afetam a dinamica populacional dos
organismos biodegradadores do lodo de esgoto, a qual acaba por afetar a eficiéncia
de uso do carbono e a sua mineralizacdo (AITA et al., 2006). Em condi¢des de
campo, em especial, nos meses de inverno e de outono é de se esperar que as
baixas temperaturas afetem a taxa de degradacao do lodo ativado por atuar na taxa
de difusdo de substratos e na atividade enzimatica dos organismos biodegradadores
(BAPTISTA et al., 2012).

O isolado fungico de Fomes fasciatus apresentou maior taxa de
biodegradacdo em 28°C (62,89%) do que em 32°C (61,54). Isto pode estar
associado ao fato de que os isolados possuam 6timos de temperatura diferenciados
para expressar todo o seu potencial metabdlico. Estudo realizado por MCCORMICK
et al. (2012), avaliando o crescimento micelial deste fungo em agar extrato de malte,
observou que a temperatura mais apropriada para seu crescimento esta proxima aos
28°C.

Analisando o efeito da temperatura na quantidade de biomassa produzida,
Aguiar Filho (2008) cultivou Pleurotus ostreatus, P. sajor-caju, P. ostreatotoroseus e
Phanerochetes chrysosporium nas temperaturas de 25°C e 30°C. O autor observou
variacdo significativa na quantidade de biomassa flungica na temperatura de 30°C
em relacdo a 25°C. Ja Negrdo (2011) avaliou o crescimento micelial de Pycnoporus
sanguineus, Lentinus bertieri, Xylaria sp., Lentinula edodes e Stereum ostrea sob as
temperaturas de 23, 27 e 31°C, onde verificou crescimento micelial mais rapido na
temperatura de 23°C para a Xylaria sp.. A elevacédo da temperatura em 4°C resultou
em taxa de crescimento 48% menor para Xylaria sp., enquanto para os demais
fungos a elevacdo da temperatura resultou em maior taxa de crescimento. Isto
demonstra que os isolados avaliados tanto no estudo de Negrdo (2011), como no
presente estudo, podem necessitar temperaturas diferenciadas para expressar toda

a sua capacidade catalitica.
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Os isolados fungicos de Agaricus bisporus, Schyzophyllum commune e
Trametes versicolor avaliados neste estudo sdo oriundos de clima tropical, fato este
gue pode estar relacionado a obtencdo de melhores respostas nas temperaturas de
28°C e 32°C. Segundo Negrdo (2011) a temperatura Otima para o crescimento e
metabolismo pode variar entre e dentro das espécies fungicas e, normalmente, as
espécies estdo adaptadas a condicdo do seu habitat. Espécies de Trametes sp. da
regido tropical crescem melhor na faixa entre 30 a 40°C, enquanto espécies de
Trametes sp. de clima temperado crescem melhor entre 20 a 30°C (BALDRIAN,
2008). Esta relacdo também é relatada por Damian; Boddy (1997) ao constatarem
gue os fungos degradadores de lignocelulose Stropharia caerulea e Phanerochaete
velutina, isolados de florestas de clima frio, também se comportaram de formas
distintas quando submetidas a diferentes temperaturas.

De acordo com Magan (2008), a disponibilidade de é&gua, o pH e a
temperatura influenciam diretamente o crescimento micelial e a taxa de degradacgéo
dos residuos, sendo a temperatura o principal fator determinante de um nicho
ecologico. Em geral, os fungos tém uma faixa Otima de temperatura para seu
desenvolvimento e reproducéo (DIAS et al.,, 2005). Compreender quais sdo as
caracteristicas ecoldgicas dos fungos em relacdo a temperatura € de extrema
importancia para buscar isolados mais eficientes na biodegradacdo de lodo ativado,
principalmente no estado do Rio Grande do Sul, onde as condicfes climaticas séo

flutuantes e podem determinar a coloniza¢do ou ndo a colonizacdo no biossolido.

5.3.2.2 Respirometria sob diferentes condigdes de umidade

A avaliacdo dos resultados respirométricos nas umidades 65%, 80% e 90%
mostraram diferenga significativa no desempenho dos isolados fungicos,
destacando-se na biodegradacao os isolados: Schyzophyllum commune e Trametes
versicolor a 65% de umidade; UFSMFPM®6, Schyzophyllum commune e Agaricus
bisporus a 80% de umidade; UFSMFPM6, UFSMFPMS8, Schyzophyllum commune e
Trametes versicolor a 95% de umidade. A maior taxa cumulativa de C-CO, mg kg™
liberada do biossolido foi obtida pelo isolado de Trametes versicolor a 95% de
umidade e alcancou o valor de 9707,96. As menores taxas cumulativas de C-CO,

mg kg™ liberada do biossoélido estdo associadas a umidade de 65% (Tabela 9).
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Tabela 9. Taxa de degradacéo e taxa cumulativa de C-CO, mg kg* liberado do
biossoélido da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) pelos isolados
fungicos UFSMFPM6, UFSMFPM8, Fomes fasciatus, Agaricus bisporus,
Schyzophyllum commune e Trametes versicolor no periodo de 100 dias quando
submetidos as umidades de 65%, 80% e 90% sob temperatura constante de 28°C.
Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Taxa cumulativa

Tratamento Taxa de degradacgéo (%) (C-CO, mg kg™)
65%

Controle 57,42 8625,27c
UFSMFPM6 57,74 9039,19b
UFSMFPMS8 56,91 8910,28b

Fomes fasciatus 57,29 8713,87c

Agaricus bisporus 58,96 9013,27b

Schyzophyllum commune 60,18 9337,07a

Trametes versicolor 60,32 9320,50a
80%

Controle 61,05 8907,72b
UFSMFPM6 60,78 9398,59a
UFSMFPM8 54,55 8511,22c

Fomes fasciatus 62,89 8805,88c

Agaricus bisporus 63,25 9345,09a

Schyzophyllum commune 63,95 9540,59a

Trametes versicolor 63,85 9032,60b
95%

Controle 61,15 8983,46b
UFSMFPM6 59,55 9322,80a
UFSMFPMS8 60,26 9434,63a

Fomes fasciatus 61,25 8713,87c
Agaricus bisporus 62,78 8745,75¢c
Schyzophyllum commune 62,94 9476,37a
Trametes versicolor 63,47 9707,96a

Os resultados da taxa de degradacdo do carbono obtidos neste estudo séo
superiores ao relatado por Da Cas (2009) que avaliou a taxa de degradacdo do
carbono da ETE Santa Maria (RS) quando este foi aplicado ao solo, juntamente com
palha de aveia. Até mesmo a menor taxa de degradacgéo (54,55%) encontrada neste
estudo foi superior ao resultado relatado pelo autor que obteve taxa de degradacgao
da ordem de 30%. No entanto, esta diferenca pode estar associada a temperatura
de incubacédo adotada por Da Cas (2009) que foi de 25°C, enquanto no presente
estudo foi 28°C. Andrade et al. (2006) em sua avaliacdo de diferentes biossélidos
utilizaram 60% da umidade de campo para determinar a taxa de degradacao destes

residuos. Os autores obtiveram taxas de degradacao variando entre 5 a 22%.
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No presente estudo foi observado diferencga significativa entre os tratamentos
controle. Melhores respostas a biodegradacao do lodo ativado foram obtidas em 80
e 95% de umidade, contrariando a expectativa de que os maiores teores de umidade
pudessem saturar o biossélido, dificultando a biodegradacédo do lodo ativado. Uma
possivel explicacdo a este resultado pode estar relacionada ao fato da fibra
celulésica ter capacidade de absor¢cdo de umidade. Neste caso, ela poderia se
tornar saturada até um ponto maximo de absorcdo, denominado de ponto de
saturacdo da fibra celulésica (HOADLEY, 2000). Entretanto, a situacao inversa
também pode ocorrer, ou seja, na caréncia de agua, a fibra celulésica nao constitui
forca em manter a umidade e, assim, perde agua. Essa situacdo diminui a aeracdo
dentro dos micros sitios, dificultando a colonizacdo microbiana (RAYNER; BODDY,
1988). Tal fenbmeno pode estar relacionado com os menores resultados observados
para a umidade de 65%.

De modo geral, as maiores taxas de degradacdo obtidas neste estudo estéo
relacionadas as maiores umidades avaliadas (80 e 95%). Relacionando estes
resultados com os de degradacdo dos residuos lignoceluldésicos nota-se que as
taxas de degradacdo podem ser maiores quando h& umidade suficiente nos
residuos lignoceluldsicos (HOADLEY, 2000; RAYNER; BODDY, 1988). O limite de
agua presente nos residuos lignocelulésicos ndo degradados situa-se em torno de
30% e, em valores abaixo deste, a 4gua esta presente somente nos microporos, 0s
quais sao muito pequenos para permitir a passagem das hifas e/ou de enzimas
(MAGAN, 2008). Com a caréncia de &gua, muitas reacfes metabdlicas sao
alteradas e a habilidade de colonizacdo do substrato pelos fungos torna-se mais
lenta e dificultada (NEGRAO, 2011).

Semelhante reposta ao obtido neste estudo foi observada por Negréo (2011).
Este autor avaliou a degradacdo de residuos lignocelulésicos oriundos de
Eucalyptus urograndis na presencga de fungos degradadores de madeira analisando
a influéncia da umidade na perda de massa de corpos-de-prova submetidos a
umidade de 50% e 100%. Na umidade de 50%, o autor obteve perda de massa da
ordem de 10% para todos os fungos avaliados (Pycnoporus sanguineus, Lentinula
bertieri, L. edodes e Xylaria sp.) enquanto na umidade 100%, as perdas de massa
causadas por P. sanguineus e Lentinula bertieri foram de 48,9 e 26%,
respectivamente. De modo geral o autor observou grande variacdo quanto ao

crescimento dos fungos sobre os corpos-de-prova de E. urograndis nas duas
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umidades empregadas. Entretanto, esse autor destaca que a agua foi determinante
no tratamento com 50%, a qual culminou em menor crescimento micelial e,
consequentemente, menor taxa de degradacdo observada.

Relacionando os resultados da temperatura aos da umidade € possivel inferir
que a elevacdo da temperatura para 32°C pudesse auxiliar ainda mais a
biodegradacao do lodo ativado da ETE Santa Maria (RS) na umidade de 95%. Isto
porque O’Connell (1990) ao estudar a serrapilneira em florestas de eucaliptos
observou que o fator umidade proximo a 100% e temperatura entre 33 a 34° C
resultaram em uma taxa de degradacgéo constante da lignocelulose. Por outro lado,
valores de umidade inferiores a 80% foram suficientes para diminuir a atividade

degradadora dos fungos avaliados.

5.3.2.3 Respirometria sob diferentes condi¢bes de pH

A analise dos resultados respirométricos nos pH 5,5 e 7,0 mostrou diferenca
significativa no desempenho dos isolados fungicos, destacando-se, ha

biodegradacéo os tratamentos fungicos submetidos ao pH 7,0 (Tabela 10).

Tabela 10. Taxa de degradacdo e taxa cumulativa de C-CO, mg kg™ liberado do
biossoélido da Estacao de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) pelos isolados
fungicos UFSMFPM6, UFSMFPM8, Fomes fasciatus, Agaricus bisporus,
Schyzophyllum commune e Trametes versicolor no periodo de 100 dias quando
submetidos aos pH 5,5 e 7,0 sob temperatura constante de 28°C e umidade ajustada
a 80%. Santa Maria, RS, UFSM, 2013.

Taxa cumulativa

Tratamento Taxa de degradacéo (%) (C-CO, mg kg'™)
pH 5,5
Controle 24,43 3825,39k
UFSMFPM6 24,49 3834,05k
UFSMFPM8 23,65 3702,771
Fomes fasciatus 25,32 4120,67i
Agaricus bisporus 24,41 3987,10j
Schyzophyllum commune 25,85 4464,48g
Trametes versicolor 24,79 4226,77h
pH 7,0
Controle 54,42 8519,81e
UFSMFPM6 54,55 8539,09e
UFSMFPM8 53,83 8246,72f
Fomes fasciatus 62,89 8805,88d
Agaricus bisporus 63,25 9345,09b
Schyzophyllum commune 63,95 9540,59a
Trametes versicolor 63,85 9032,60c
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A melhor resposta da taxa cumulativa de C-CO, mg kg™ liberada do
biossadlido foi obtida com Schyzophyllum commune, seguido de Agaricus bisporus, e
apos Trametes versicolor, todos a pH 7,0. A capacidade degradativa destes trés
isolados pode estar associada ao fato destes fungos serem reconhecidamente
produtores de lacases (MUNARI et al.2003; KAMIDA et al., 2005). Esta enzima
apresenta baixa especificidade por substratos e seu pH 6timo é dependente do tipo
de residuo. Esta caracteristica a torna versatil e com potencial para ser utilizada em
varias aplicacdes biotecnoldgicas industriais (COUTO; TOCA-HERRERA, 2007).
Além disto, é importante considerar que a maior parte dos estudos de
biodegradacéo é conduzido com substratos lignocelulésicos de composicao definida,
diferindo da realidade dos lodos ativados, os quais sdo heterogéneos (VON
SPERLING, 2008). Nesta otica, estes resultados mostram que apesar do pH 6timo
para a maioria das espécies fungicas estar ao redor de 5,6 cada espécie apresenta
suas especificidades (ARANTES; MILAGRES, 2009) e sua capacidade catalitica
também deve ser relacionada ao tipo de residuo.

Relacionado o efeito dos trés fatores ambientais (temperatura, umidade e pH)
avaliados neste estudo foi possivel observar que a temperatura foi mais eficiente em
promover maior liberacdo de C-CO, mgkg™ do biossoélido do que os tratamentos sob
diferentes umidades e pHs. Da mesma maneira, a maior taxa de degradagéo foi
observada sobre o efeito da temperatura de 32°C com o isolado Schyzophyllum
commune, onde foi encontrado o valor de 65,71% de biodegradacdo do biossélido
da ETE Santa Maria (RS) (Tabela 10).

A Norma Técnica P4.230 da CETESB (CETESB, 1999), que regula o uso
agricola dos biossoélidos no estado de S&do Paulo, exige um minimo de 30% de
degradacédo, num periodo de 62 dias de incubacao para biossolidos provenientes de
tratamentos industriais ou mistos de esgotos industriais e domesticos (ANDRADE,
2004). No presente estudo, os isolados avaliados na temperatura de 32°C
(Schyzophyllum commune, Agaricus bisporus, Trametes versicolor, UFSMFPMB6,
UFSMFPMS8 e Fomes fasciatus) e os isolados avaliados a 80 e 95% de umidade
(Schyzophyllum commune, Agaricus bisporus, Trametes versicolor e Fomes
fasciatus) apresentaram taxas de biodegradacéo acima de 42% aos 62 dias de
incubacdo, superando o minimo exigido Norma Técnica P4.230 da CETESB
(CETESB, 1999).
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A biodegradacéo por fungos em sistemas de lodos ativados normalmente é
discutida sob o foco da digestdo nos tanques de aeragéo (CETESB, 1999) e pouco
se conhece da capacidade de diferentes organismos, em especial, dos fungos
lignoceluloliticos, em atuar no produto final (biossdlido), como € o caso deste estudo.
Nesta etapa, a massa organica tende a ser mais estavel ndo sofrendo grandes
variacdes na concentracdo dos poluentes e na composicdo quimica. Entretanto,
apesar dos resultados obtidos mostrarem viabilidade de uso dos fungos
lignoceluloliticos avaliados, ainda sdo necessarios maiores esforcos para testar
novas cepas quanto ao seu potencial de biodegradacdo. Além disto, € importante
salientar a necessidade de estudos a campo, onde os fatores ambientais podem
apresentar flutuagcdes (BERTAZZOLI; PELEGRINI, 2002) que alteram a dinamica de

biodegradacéo do lodo ativado.

5.4 Fracionamento quimico do carbono e nitrogénio em substrato

biodegradado pelos isolados fungicos

Apbs o estudo de fracionamento quimico do carbono e nitrogénio pode-se
observar que o teor de matéria organica variou entre 30,17 a 37,63% nos residuos
avaliados (Tabela 11). Estes valores estdo dentro da faixa esperada para lodos
ativados de origem doméstica (VON SPERLING, 2008) (Tabela 11).

O maior teor de carbono total foi obtido no controle, enquanto os menores
valores ocorreram com o uso dos isolados de Trametes versicolor e Schyzophyllum
commune. Esta reducdo pode estar associada ao fato destes isolados terem
utilizado parte do carbono disponivel no residuo de lodo ativado, o qual também é
mensurado pela metodologia empregada na obtencéo do teor de carbono total. Com
isso, ocorreu reducao do teor de carbono total, fato este que pode ser verificado, em
especial, nos isolados que apresentaram as maiores taxas de biodegradacdo do
biossolido. O carbono é o elemento presente em maior concentragdo nos lodos
ativados (Tabela 11), o que evidencia a participacdo expressiva deste componente
nos teores de matéria organica (BRADY, WEIL, 2002).

O teor de carbono soliuvel sofreu grande alteracdo apos passar pelo
experimento respirométrico na temperatura de 32°C. O uso desta fracdo pelos
isolados fungicos causou reducgéo entre 2 a 2,5 vezes no teor de carbono soluvel em

relacdo ao controle. A fracdo carbono solivel em agua compreende uma série de
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compostos (agucares, acidos organicos e peptideos) que podem ser caracterizados
como facilmente degradaveis (MORAL et al., 2005). Leita; Nobili (1991) avaliando a
fracdo soluvel em agua do carbono em compostagem de lixo domiciliar observaram

reducado de 50% do seu valor logo no inicio do processo de compostagem do lixo.

Tabela 11. Fracionamento quimico do carbono e nitrogénio em substrato de lodo
ativado biodegradado pelos isolados fangicos UFSMFPM6, UFSMFPMS,
Schyzophyllum commune, Trametes versicolor, Agaricus bisporus e Fomes fasciatus
antes (controle) e ap6s o experimento respirométricos na temperatura de 32°C. Os
valores representam a média de trés repeticdes (+ desvio padrao).

%Matéria  %Carbono Carb’ono %Nitrogénio Relagdo %Nitrogénio %Nitrogénio %Fdésforo
Tratamento A soluvel . o A
organica total (mgL?) total C/N inorgénico organico total
Controle 37,63 21,84 2500 3,34 6,54 1,14 2,20 2,57
(+0,53) (*1,21) (+ 12,69) (+0,18) (+ 0,05) (+0,04) (+0,15) (+0,07)
Temperatura 32°C
33,42 19,43 1072,33 3,34 5,82 0,96 2,59 2,64
UFSMFPM6  (;049)  (x128) ( 42,21) (+006)  (£043)  (+0,02) (* 0,07) (* 0,29)
UESMEPMS 31,81 18,47 1343,33 3,40 5,46 1,33 1,69 1,47
(+0,28) (+ 1,03) (+ 338,44) (+0,23) (+0,68) (+0,03) (+0,24) (+0,07)
Schyzophyllum 30,17 18,41 1452,85 3,36 5,37 1,29 1,87 1,37
commune (+0,85) (+1,03) (+ 125,44) (0,33) (+0,77) (+0,13) (+0,85) (+0,56)
Trametes 30,14 18,45 1752,85 3,25 6,37 1,11 1,90 2,01
versicolor (+1,18) (+ 1,45) (+ 239,13) (+0,56) (+0,37) (+0,43) (+0,65) (+0,44)
Agaricus 33,35 19,91 11567,58 3,39 5,67 1,39 2,37 2,09
bisporus (+2,58) (* 2,25) (+ 224,34) (+0,83) (+0,87) (+0,52) (+0,95) (+0,45)
F 34,13 19,58 1976,66 3,39 6,24 1,13 2,46 1,52
omes
fasciatus (+0,23) (£ 0,83) (+ 55,53) (£ 0,16) (£ 0,54) (x0,19) (£ 0,25) (+0,38)

Os resultados de carbono soluvel podem ser considerados baixos para todos
os tratamentos avaliados, se comparados aos resultados relatados para dejetos de
animais, onde Moral et al. (2005) relatam valores médios da ordem de 78.000 a
240.000,6 mg L*. Os baixos teores observados neste estudo podem estar
associados a perda de compostos organicos sollveis durante o processo de
concentracdo de solidos no tratamento ou durante a estocagem nos leitos de
secagem, por lixiviacdo (VON SPERLING, 2008). Além disto, pode ter ocorrido maior
intensificacdo deste efeito a medida que o lodo de esgoto avaliado teve um tempo
de desagiie aumentado para 90 dias em virtude da falta de &reas para destinacao
final no municipio de Santa Maria (RS).

A relagdo C/N dos residuos de lodo ativado foi diminuida apos a
biodegradacéo fungica para todos os isolados avaliados. Os resultados da relacdo

C/N obtidos neste estudo podem ser considerados baixos, fato este que indicaria
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uma rapida mineralizacdo dos compostos organicos presentes nos biossolidos
(BRADY, WEIL, 2002). Entretanto, ao invés de indicar rapida degradacéo, valores de
relacdo C/N inferiores a 12 podem ser reflexos de residuos com constituicdo
bioquimica recalcitrante e com predominancia de uma matéria organica parcialmente
decomposta (BERNAI et al., 1998). O controle apresentou relacdo C/N de 6,54. Este
valor se aproxima do resultado relatado por Dacas (2009) que obteve 5,4 ao avaliar
lodo de esgoto da ETE Santa Maria (RS). Tal diferenca nos resultados, para o
mesmo biossolido, pode estar associada ao fato de que os lodos de esgoto variam
em funcdo do local, da época do ano, do processo de tratamento empregado e dos
efluentes que sado langcados na rede coletora de esgoto (VON SPERLING, 2008).

5.5 Alteracdes dos compostos organicos em substrato biodegradado pelos

isolados fangicos

A andlise dos resultados do fracionamento das fibras em detergente neutro e
acido mostrou alteracdes no substrato de lodo ativado submetido a biodegradacao

pelos isolados (Tabela 12).

Tabela 12. Composicdo bioquimica do substrato de lodo ativado utilizado pelos
isolados fangicos UFSMFPM6, UFSMFPM8, Schyzophyllum commune, Trametes
versicolor, Agaricus bisporus e Fomes fasciatus antes (controle) e apdés o
experimento respirométricos na temperatura de 32°C. Os valores representam a
média de trés repeticdes (+ desvio padréo).

Tratamento %Hemicelulose  %Celulose %Lignina %Proteina Bruta

Controle 16,51 (£ 0,14) 19,52 (+ 0,28) 12,84 (+0,11) 8,13 (+ 0,25)
Temperatura 32°C

UFSMFPM6 11,42 (+1,01) 16,89 (+ 2,10) 11,84 (+ 2,33) 6,00 (+ 0,13)
UFSMFPM8 10,03 (+ 0,08) 18,63 (+0,28) 11,26 (+0,31) 8,31 (+ 0,16)
Schyzophyllum commune 11,55 (+1,12) 18,22 (+1,87) 11,56 (+0,81) 7,06 (+ 0,87)
Trametes versicolor 9,37 (£ 1,12) 16,73 (£ 0,95) 10,98 (+1,31) 7,05 (£ 1,25)
Agaricus bisporus 9,98 (+ 1,32) 19,63 (£ 0,44) 11,01 (+0,74) 6,98 (+ 0,75)
Fomes fasciatus 13,33 (+1,36) 18,25 (+1,64) 11,60 (+0,51) 7,11 (x1,12)

As maiores alteracbes provocadas pela biodegradacdo fungica na fracao
hemicelulose sdo coerentes com a sua composi¢cao quimica menos recalcitrante que
as fracdes celulose e lignina (BRADY, WEIL, 2002). Andrade et al. (2006) também
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observaram resposta semelhante ao analisar as fibras lignoceluldsicas de diferentes
lodos de esgoto. Estes autores obtiveram estreita relagdo entre as taxas de
biodegradacdo e os teores de hemicelulose nos lodos avaliados, indicando
viabilidade de uso deste parametro para estimar a degradacao de lodos de esgoto.
Entre as fibras avaliadas no presente estudo, a fracdo hemicelulose se mostrou mais
sensivel a acdo dos isolados fungicos testados e, portanto, pode ser considerado um
importante parametro para entendimento da relacdo entre biodegradacdo e
composicao quimica do lodo ativado da ETE Santa Maria (RS).

O isolado Trametes versicolor foi o responsavel pela maior alteracdo do teor
de celulose em relagdo ao seu controle (19,52), alcancando 16,73% (Tabela 12). A
fracdo celulose se mostrou menos alterada que a hemicelulose e lignina pela acéo
dos isolados fungicos avaliados. Esses dados sdo coerentes com os relatos de
Andrade (2004) e Andrade et al. (2006). Os resultados obtidos podem estar
associados a maior resisténcia a degradacgao da celulose em relacdo a hemicelulose
(BRADY, WEIL, 2002).

O teor de proteina bruta foi diminuido na maioria dos tratamentos avaliados.
Esta reducao no teor de proteina bruta em relacdo ao controle pode estar associada
a biodegradacdo por parte dos isolados fungicos, ou entdo, devido a acao
combinada dos isolados avaliados e de microrganismos proteoliticos, principalmente

bactérias, as quais sdo ubiquos em lodos de esgoto (LOLL; BOLLAG, 1983).

5.6 Relacao entre biodegradacéo e composi¢cao quimica da fracdo organica do
lodo ativado

Os parametros matéria organica e carbono total se correlacionaram
negativamente com a taxa de biodegradacéo do lodo ativado (Tabela 13). O teor de
carbono de uma amostra, embora apresente correlacdo positiva com a quantidade
de C-CO, emanada a partir de amostras biossolidos (PIRES et al., 2002), pode
correlacionar inversamente com a taxa de degradacao (SANTOS et al., 2002). Isso
ocorre porque 0S materiais organicos contem uma grande variedade de compostos
de carbono (acucares, lipideos, proteinas, etc.), que variam em sua taxa de
degradacdo individual, sendo a decomposi¢édo do residuo dependente do contetdo
relativo entre eles (BERNAI et al., 1998).
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Tabela 13. Valores de coeficiente de correlacao (r) e nivel de significancia (Prob. > t)
das correlacdes entre os parametros de caracterizacdo da fracdo organica,
expressos como porcentagem do total de matéria organica, e as taxas de
biodegradacédo obtidas com os isolados UFSMFPM6, UFSMFPM8, Schyzophyllum
commune, Trametes versicolor, Agaricus bisporus e Fomes fasciatus ao final de 100
dias de incubagéo.

Parametro r Prob. >t Parametro r Prob. >t
Hemicelulose -0,546  0,0125 Nitrogénio total 0,001 0,9977
Celulose -0,129 0,5758 Nitrogénio organico  -0,406 0,0676
Lignina -0,714 0,0172 Nitrogénio inorganico 0,449 0,0410
Proteina 0,449 0,0411 Amaonio 0,606 0,0035
Matéria organica -0,311 0,1701 Nitrato -0,336  0,1358
Carbono total -0,579 0,0060 Fdésforo total -0,195 0,3958
Carbono solavel -0,548 0,0100 Relacao C/N -0,442  0,0444
*ILC -0,401 0,0717 *QHL 0,202  0,3779

*Lig/N -0,472  0,0309
*ILC = Indice lignocelulésico; *Lig/N = Relacdo lignina/nitrogénio; *QHL = Quociente

holocelulose:lignocelulose.

Os indices preditores da degradacdo de biossdlidos, ILC e Lig/N
correlacionaram-se negativamente com a taxa de degradacdo dos biossélidos,
enquanto o QHL correlacionou positivamente, porém, diferentemente do relatado por
Andrade (2004) e Andrade et al. (2006) estes indices ndo foram significativos a 5%
de probabilidade de erro. Desta maneira, os indices ndo foram eficientes para
predizer a biodegradacdo do lodo ativado da ETE Santa Maria (RS) pelos isolados
fungicos avaliados.

O teor de lignina correlacionou negativamente com a taxa de degradag&o.
Este resultado era esperado em virtude da recalcitrancia desta fracéao,
comparativamente a celulose, hemicelulose e proteina. Este parametro apresentou
valor de r de -0,714 e foi a variavel que melhor respondeu em termos de correlagéo.
Portanto, a determinacdo do teor de lignina em lodos ativados por aeragao
prolongada pode ser entendida como uma importante ferramenta quando se deseja

conhecer a biodegradabilidade de lodo ativado por isolados fangicos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- Os isolados fungicos lignoceluloliticos Trametes versicolor, Schyzophyllum
commune, Agaricus bisporus e Fomes fasciatus sao eficientes na biodegradagéo do
lodo ativado da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS),
apresentando as maiores taxas de biodegradacédo deste residuo.

- A biodegradacéao fungica do lodo ativado é favorecida na temperatura de 32°C.
- A composicdo quimica da fragdo organica do lodo ativado da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Santa Maria (RS) é constituida, principalmente, por

fracOes recalcitrantes de fibras lignocelulésicas, dentre as quais a hemicelulose

representou a fracdo mais sensivel a biodegradacédo pelos isolados flngicos.
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