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RESUMO

A grande quantidade de casca gerada no processamento da mandioca pode se tornar um
passivo ambiental se ndo forem encontradas alternativas de uso para esse residuo. Outro
problema ambiental ¢ o uso abundante do herbicida paraquat (PQT) tem causado prejuizos
ambientais e ecoldgicos devido a sua persisténcia no ambiente. Os objetivos deste trabalho
foram avaliar: 1) a biodegradacao fungica do PQT; ii) a producao fungica de celulase a partir
da casca de mandioca; iii) e a sintese fungica de a-amilase a partir de substrato da mandioca.
O Aspergillus niger AN 400 foi utilizado em todos os testes, com tamanho de inéculo igual a
2 x 10° esporos/mL. Cada experimento teve duracio de 168 horas. Na Etapa I, foram
estudados reatores aerados em bateladas (2,5 L de volume qtil) inoculados com fungo
contendo diferentes concentragdes de casca de mandioca (0 e 3,0 g/L) e de glicose (0 e
0,5 g/L), mantendo as mesmas concentragdes de PQT (30 mg/L) e de solucao de Vishniac (1
mL/L). Reatores sem fungo também foram analisados para verificar a adsor¢ao do paraquat
na casca de mandioca. Concentracdo de paraquat,demanda quimica de oxigénio (DQO)
soluvel,pH, solidos suspensos volateis e atividade de celulase total foram analisados em
diferentes tempos reacionais.Na Etapa II, a atividade dextrinizante da a-amilase foi avaliada
em Erlenmeyers (250 mL de volume ftil) contendo substrato de mandioca (50 g/L) e meio
nutricional. Os resultados da Etapa I mostraram que a taxa de decaimento do PQT se ajustou
em um modelo de primeira ordem. As maiores eficiéncias de remocao de PQT (70,3%) e de
DQO (78%) foram registradas no reator com 0,5 g/L de glicose e 1,0 g/ de casca de
mandioca (RFPCG 1,0). No entanto, o reator de mesmas condi¢des, porém sem adigao de
glicose (RFPC 1,0) apresentoueficiéncias de remog¢do de PQT e DQO de 69% e 70%,
respectivamente, ao final da operagdo. Isso permite inferir que a glicose ndo foi determinante
para atingir a maxima degradacao de PQT. A maior velocidade de decaimento de PQT (2,19
h™") foi registrada no reator sem fungo com casca 0,5 g/L (RPC 0,5), enquanto que no reator
com fungo, a maior velocidade (0,21 h™) foi obtida no reator com 3 g/L de casca (RFPC 3,0)
Isso aconteceu, provavelmente, devido ao processo de adsor¢do inicial seguido de degradagdo
com remog¢do de paraquat de 60%, apds 168 horas.Quanto a producdo de celulase total, a
maxima registrada foi de 0,36 FPU/mL no reator com fungo, 3,0 g/l de casca e glicose
(RFPCG 3,0). Na Etapa II, a produ¢do maxima de a-amilase foi de 0,09 U/mL, porém a
presenca de Ca’’, Mg”" e Cu’’ liberados durante a composi¢do do substrato inibiram o

Processo.

Palavras-Chave: Biodegradac¢ao.Casca de mandioca. Celulase. Paraquat. a-amilase.



ABSTRACT

The large amount of peel generated in the processing of cassava could become an
environmental liability if not found using alternatives to this waste. Another environmental
problem is the abundant use of the herbicide paraquat (PQT) has caused environmental and
ecological damage due to its persistence in the environment.The aims of this study were to
evaluate: 1) the fungal biodegradation of PQT; ii) the fungal production of cellulase from
cassava peel; ii1) the fungal synthesis of a-amylase from cassava substrate. Aspergillus niger
AN 400 was used in all tests, with inoculum size of 2 x 10° spores/mL. Each experiment
lasted 168 hours. In Step I,were used aerated reactors in batch (working volume of 2.5 L)
inoculated with the fungus containing different concentrations of cassava peel (0 and 3.0 g/L)
and glucose (0 and 0.5 g/L), maintaining the same concentrations of PQT (30 mg/L) and
Vishniac solution (1 mL/L). Reactors without fungus were also analyzed in order to check the
adsorption of paraquat on cassava peel.PQTconcentration, soluble chemical oxygen demand
(COD), pH, volatile suspended solids and total cellulase activity were analyzed at different
reaction times. In Step II, the a-amylase activity was evaluated in Erlenmeyers (250
mL)containing cassava substrate (50 g/L) and nutrient medium. The results of the Step I
showed that PQT decay rate fittedin a first-order model. The highest removal efficienciesof
PQT (70.3%) and COD (78.0%) were achieved in the reactor with 0.5 g/L glucose and 1.0 g/L
cassava peel (RFPCG 1.0). However, applying the same conditions but without addition of
glucose (RFPC 1.0), removal efficiency of PQT and COD were 69% and 70%, respectively,
at the end of the operation. Based on these results, is possible to afirm that glucose was not
decisive to achieve maximum degradation of PQT. The greater decay speed of PQT (2.19 h™")
was registered in the reactor without fungus with 0.5 g/L (RPC 0.5), while in the reactor with
fungus, the highest rate (0.21 h™") was obtained in the reactor containing 3.0 g/L peel (RFPC
3.0). This occurred probably due to initial adsorption process followed by degradation with
paraquat removal of 60% after 168 hours. The highest production of total cellulase (0.36
FPU/mL) occurred in the reactor with fungus, glucose and 3.0 g/L peel (RFPCG 3,0). In the
Step II, the highest production of a-amylase was 0.09 U/mL, but the presence of Ca®", Mg®"

and Cu”'released during the substrate composition inhibited the process.

Key-words: Biodegradation. Cassava peel. Cellulase. Paraquat.a-amylase.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo por agrotoxicos em ambientes aquaticos vem aumentando
gradativamente prejudicando os seres vivos que ali circundam. Devido a toxicidade e
persisténcia desses poluentes no ambiente, a grande maioria possui alto potencial de
bioacumulagdo na flora e na fauna aquatica, o que possibilita a entrada desses contaminantes
na cadeia alimentar provocando prejuizos ao corpo d'dgua e a saude publica
(CHABUKDHARA; NEMA, 2012).

O herbicida paraquat (PQT) ¢ comumente empregado no controle de ervas
daninhas, porém, quando em contato com o solo ¢ rapidamente absorvido e se liga fortemente
a terra ¢ a matéria organica se tornando biologicamente inerte, ndo podendo ser absorvido
pelas raizes de plantas ou por outros organismos. O solo ¢ capaz de absorver grandes
quantidades de contaminantes sem sofrer muitas transformacdes. Entretanto, com o passar do
tempo, essas transformagdes quase sempre sdo irreversiveis € os danos causados ao meio
ambiente sao de dificil recuperacao (CAMARGO, 2007; BRITTO, 2012).

Outro problema ambiental bastante relevante ¢ a grande quantidade de residuos,
tanto solidos como liquidos, que sdao produzidos diariamente por diversos setores
agroindustriais. Em sua maioria, os residuos agroindustriais possuem elevado potencial
poluente e tém sua disposicao final inadequada, levando a perda de biomassa e de nutrientes
de alto valor (LAUFENBERG et al., 2003), tornando-se um passivo ambiental. Durante o
processamento industrial da mandioca sao gerados residuos sélidos (casca, entrecasca e
bagaco) e liquidos, uma vez que o processo de extracao da fécula de mandioca ainda carece
de avancos tecnoldgicos (CAMARGO; LEONEL; MISCHAN, 2008).

Nas fecularias, a casca da mandioca ¢ produzida em grandes quantidades, cerca de
50 kg sao resultantes do processamento de cada tonelada de mandioca (LEONEL; CEREDA,
2000). Logo, se a producao brasileira de mandioca na safra de 2015 foi de 24 milhdes de
toneladas (IBGE; SEAB/DERAL, 2015), entdo a produgao de casca foi de aproximadamente
1,2 milhdes de toneladas.

Uma alternativa para a biorremediacdo de aguas contaminadas com PQTéo
processo de degradacdo flingica em reatores de bateladas aeradas inoculados com Aspergillus
niger, fungo filamentoso com alto potencial degradativo, capacidade de sobrevivéncia em
condigdes de estresse ambiental e de baixo pH, e secretor de proteinas (CHANDER; ARORA;
BATH, 2004; CONCEICAO, 2005; HARBHAJAN, 2006). Porém, quando adicionado a
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esseprocesso a casca de mandioca como residuo lignocelulésico, esse fungo ainda € capaz de
produzir enzimas, comocelulase e amilase (FRANCIS et al., 2003; SPIER, 2005;
GANGADHARAN et al., 2006; MEKALA et al.,, 2008; KAR; DATTA; RAY, 2010;
STROPARO et al., 2012) devido a sua alta capacidade de degradar diferentes substratos e por
apresentar diversificado aparato enzimatico (CHANDER; ARORA; BATH, 2004;
CONCEICAO, 2005; HARBHAJAN, 2006), promovendo assim a redugio da carga poluidora
do PQT como também da casca de mandioca.

Dentro desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o processo
de degradacao do PQT, a producao de celulase do fungo Aspergillus niger AN 400 a partir da
casca de mandioca por meio de bateladas aeradas com biomassa dispersa e produzir a-amilase

a partir de substrato de mandioca via fermenta¢ao submersa.
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2  OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliara degradacdo do herbicida PQTe produzir celulaseem reatores em
bateladas aeradas inoculados comdAspergillus niger AN 400 e casca de mandioca, bem como

produzir a-amilase pelo mesmo fungo a partir de substrato de mandioca.

2.2 Especificos

* Verificar a influéncia da concentracao de glicose e da casca de mandioca na
biodegradagao do PQT;

* Estimar parametros cinéticos aparentes de decaimento da concentragdo de
PQT;

* Quantificar a massa de PQT adsorvida na casca de mandioca em diferentes

concentragoes;

* Quantificar a atividade de celulase total por Aspergillus niger AN 400
utilizando casca de mandioca em diferentes concentragdes nos reatores durante a degradagao

do herbicida;

* Verificar a influéncia da concentracao de glicose e da casca de mandioca na

producao de celulase pelo fungo;

* Avaliar a produgdo de a-amilase por Aspergillus niger AN 400 a partir de

substrato de mandioca via fermentagao submersa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
Nesse topico estdo apresentados os fundamentos da pesquisa sobre paraquat, a
atuacdo e importancia dos fungos na degradacao desse herbicida; mandioca e seus residuos, €

a produgdo de enzimas por fungos a partir de compostos celuldsicos e amilaceos.

3.1 Paraquat e fungos
3.1.1 Paraquat

O paraquatou dicloreto de 1,1-dimetil-4,4-bipiridina (C;,H;4N,Cl,) (Figura 1),
comercializado principalmente como Gramoxone 200®, ¢ um herbicida pertencente ao grupo
quimico dos bipiridilios. Na forma de sal de cloreto, ¢ um composto quaternario do amonio,
nao seletivo (destréi a vegetacdo sobre a qual ¢ aplicado), de acdo rapida, de baixo custo,
possui alta solubilidade na agua, alta persisténcia no ambiente e age contra a predagao de

plantas daninhas (SERRA et al., 2003).

Figura 1 - Formula estrutural do herbicida paraquat.

H

Fonte: FAO (2003).

Este herbicida ¢ empregado no controle de ervas daninhas em diversas culturas
agricolas como arroz, fumo, café, uva, algodao, feijao, abacaxi, maga, (BRITTO, 2012;
ANVISA, 2014), porém, quando em contato com o solo ¢ rapidamente absorvido e se liga
fortemente a terra e a matéria organica se tornando biologicamente inerte, ndo podendo ser
absorvido pelas raizes de plantas ou por outros organismos. O solo ¢ capaz de absorver
grandes quantidades de contaminantes sem sofrer grandes transformagdes. Entretanto, com o
passar do tempo, estas transformacdes quase sempre sdo irreversiveis e os danos causados ao
meio ambiente sdo de dificil recuperagao (CAMARGO, 2007).

A persisténcia desse herbicida no ambiente caracteriza-se pela forte adsor¢ao do
seu cation, o dication paraquat (PQ>"), nas argilominerais do solo, o que causa a desativacio
do composto diminuindo sua disponibilidade a biodegradagdao e a fotolise (BROMILOW,
2004; TYSZCZUK-ROTKO; BECZKOWSKA; NOSAL-WIERCINSKA, 2014).

As plantas também sdo impactadas pela uso desse agrotdxico. De acordo com
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Serra et al. (2003), na presenca de luz, o PQT age desidratando as partes verdes das plantas
com as quais entra em contato. O local de acao do PQT ¢ o cloroplasto contendo os sistemas
fotossintéticos das plantas que absorvem a energia luminosa usada para produzir energia. Os
elétrons livres formados reagem com o ion do PQT resultando na forma de radical livre. O
oxigénio rapidamente converte esse radical produzindo anions superoxidos (O"), altamente
reativos, que atacam os acidos graxos insaturados das membranas abrindo e desidratando,
rapidamente, membranas e tecidos das células. O maior dano causado pelo estresse oxidativo
¢ a peroxidagdo dos acidos graxos constituintes da dupla camada lipidica da membrana celular
resultando em um desequilibrio no metabolismo aerdbio € uma grave ameaga a homeostase
celular.

Catunda et al. (2005), estudaram o efeito do PQT nas folhas das plantas, em
determinadas concentracdes, € observaram que o uso do herbicida proporcionou médias de
clorofila e carotendides menores que aquelas das plantas controle, sendo visiveis os sintomas
de clorose intensa e necrose dos tecidos ainda nos primeiros dias apds a aplicagao.

No homem, acontece de forma semelhante as plantas. O herbicida ¢ reduzido pela
enzima NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo)-citocromo P450 redutase
com a transferéncia de um elétron, formando o radical paraquat. Este, na presenca de
oxigénio, oxida-se rapidamente produzindo um anion radical superoxido e regenera o PQT.
Dessa forma, repetidos ciclos de reducgdo e re-oxidacao do herbicida podem ocorrer formando
uma grande quantidade de espécies de oxigénio reduzido que levam o organismo ao estresse
oxidativo ou a peroxidagao de gorduras (TAMPO et al., 1999).

O PQT também pode atingir ecossistemas aquaticos, nos quais o aporte pode
ocorrer por escoamento superficial, lixiviagdo do solo, derramamento acidental ou pelo
descarte incorreto de embalagens e pelo langcamento de efluentes industriais que o produzem
(SANTOS; ALVES; MADEIRA, 2011; BRITTO et al., 2012; GARCIA et al., 2013). Na
Figura 2 estdo apresentados os possiveis processos que podem ocorrer no meio ambiente

quando ha a aplicagao de agrotoxicos no solo.
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Figura 2 - Processos que ocorrem no ambiente quando ha lancamento de agrotdxicos.
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Fonte: Lavorenti et al. (2003).

Inicialmente no solo, as moléculas do agrotoxico podem ser retidas pelos coldides
minerais e organicos € a partir dai, passar para formas indisponiveis ou ser novamente
liberada para a solucao do solo através de um processo denominado dessor¢cdao. As moléculas
também podem ser transformadas em outras, chamadas de metabolitos. Para muitas moléculas
de agrotéxicos, o ponto final dessa transformacgao ¢ a degradagdo bioldgica a gas carbdnico,
agua e ions minerais. Quando a molécula se encontra na solu¢ao do solo, pode ser absorvida
pelo sistema radicular das plantas, lixiviada para camadas mais profundas do solo, podendo
atingir aguas subterraneas ou ainda ser volatilizada. O escoamento superficial também pode
acontecer devido o arraste dessas moléculas para o corpo d’agua através das chuvas. Todos
esses processos ocorrem simultaneamente no solo em intensidades diferentes (LAVORENTI
et al., 2003).

Uma vez que o PQT ¢ langcado em ambientes aquaticos, o herbicida torna-se
passivel de atingir a populacdo através da agua de abastecimento publico devido aos
tratamentos convencionais de agua e efluentes ndo serem eficientes na remocdo de
substancias persistentes (DE LEON et al., 2008; ZHANG et al., 2010). O Conselho Nacional
de Meio Ambiente (CONAMA) ainda nao elaborou uma resolucao que estabeleca limites
maximos aceitaveis de PQT na agua (CONAMA, 2005), entretanto, pode ser tomado como

referéncia o limite estabelecido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
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(EPA), de 0,1 mg/L (EPA, 2012).

Segundo Lavorenti et al. (2003), as principais propriedades fisico-quimicas das
moléculas de agrotoxicos relacionadas ao seu comportamento no ambiente sdo: solubilidade
em agua, coeficiente de particdo n-octanol-agua, pressao de vapor, constante de ionizagao do
acido, constante da lei de Henry e coeficiente de adsor¢ao a matéria organica. A Tabela 1

apresenta as principais propriedades fisico-quimicas do PQT.

Tabela 1 - Principais propriedades fisico-quimicas do herbicida PQT.

Propriedades fisico-quimicas Valor
Solubilidade em agua a 20°C (S) 620.000 mg/L
Coeficiente de parti¢cdo n-octanol-agua (log Kow) -4,50
Pressdo de vapor (PV) 10% mm Hg
Constante de ionizacdo (pKa) NA
Constante da lei de Henry (Ky) 4x 10" Pa.m’.mol’!
Coeficiente de adsor¢do a matéria orgénica (Koc) 1.000.000 mL/g

Nota: NA — ndo aplicavel (espécie ndo sofre ionizagdo).
Fonte: Milhome et al. (2009).

Conforme apresentado na Tabela 1, o PQT possui alta solubilidade em agua, o
que indica sua maior probabilidade de ser carregado pelas aguas de chuvas ou de irrigacao e
atingirem corpos d’agua (MILHOME et al., 2009).

O coeficiente de particdo n-octanol-agua indica o carater lipofilico da molécula,
isto ¢, a afinidade por fases organicas, como também prevé a acumulacao de pesticidas em
ambientes aquaticos e terrestres. Quando esse coeficiente ¢ maior que 3, o pesticida tende a
bioacumulagdo no ambiente (BARCELO; HENNION, 1997). Como o valor desse coeficiente
do PQT ¢ muito baixo, logo ele apresenta pouca tendéncia bioacumulativa.

A constante da lei de Henry indica a distribuicdo da espécie entre a fase liquida e
a fase gasosa dependendo da temperatura, ja a pressao de vapor define a taxa de concentragdo
de equilibrio entre a dgua e o ar, ¢ ambos estdo relacionados a volatilidade do composto.
Entdo, compostos com Ky menores que 10 Pa.m’.mol™ apresentam baixa volatilidade, como
¢ o caso do PQT, indicando que o herbicida pode permanecer por mais tempo no ambiente
aquatico (MILHOME et al., 2009).

O PQT apresenta o valor de 1.000.000 mL/gpara o coeficiente de adsorcao a
matéria organica do solo, o que indica seu potencial de mobilidade no solo. Pesticidas com
Koc abaixo de 50 sdo considerados de alta mobilidade; valores entre 150-500 sdo

moderadamente moveis e, acima de 2.000, possuem baixa mobilidade no solo (BARCELO;
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HENNION, 1997), logo, esse herbicida ¢ facilmente retido no solo e dificilmente transportado
pela dgua.

Uma alternativa a biorremediacao de dguas contaminadas com PQT ¢ o processo
de biodegradacao por fungos filamentosos (DA SILVA, 2015), uma vez que € um processo
bastante vidvel e representa a busca por avangos tecnologicos sustentaveis e eficientes no

tratamento de dguas contaminadas por compostos persistentes (ESPLUGAS et al., 2002).

3.1.2 Caracteristicas dos fungos

Os fungos se destacam pela sua natural adaptacdo de crescerem aderidos ou
imobilizados em superficies solidas favorecendo a absor¢do de nutrientes, a secrecdo de
enzimas e o crescimento apical das hifas (HARDING et al., 2009).

Alto potencial degradativo, capacidade de sobrevivéncia em condigdes de estresse
ambiental e de baixo pH, secretor de proteinas, grande potencial biossortivo e diversificado
aparato enzimatico sao caracteristicas que tornam os fungos fundamentais na biorremediagdo
de compostos persistentes, como os pesticidas (CHANDER; AROR; BATH, 2004;
CONCEICAO, 2005; HARBHAJAN, 2006).

De acordo com Lemos et al. (2008), a biodegradagdo fungica de compostos
persistentes consiste na biotransformagdo do poluente, o qual serd utilizado pelo micro-
organismo como fonte de carbono e energia, resultando na mineralizagao do poluente ou em
subprodutos menos toxicos. O mesmo autor afirma que o crescimento micelial permite que o
fungo se desenvolva rapidamente sobre o substrato, digerindo-o através da excrecao de
enzimas extracelulares.

Com mais de 200 espécies, o género Aspergillus ¢ o grupo mais utilizado na
producdo de enzimas pelas industrias e ¢ bastante aplicado na biotecnologia
(WAINWRIGHT, 1995; DA SILVA, 2015). As espécies mais utilizadas sao Aspergillusniger,
Aspergillusoryzae, Aspergillusversicolor, Aspergillusflavus, Aspergillustamarii,
Aspergillusawamori (MOREIRA et al., 1999; GUPTA et al., 2003; SANDHYA et al., 2005;
HERNANDEZ et al., 2006; ALMEIDA et al., 2009).

O Aspergillus niger ¢ um fungo filamentoso negro, denominado de “mofo negro”,
pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem dos Eurotiales, familia Trichocomaceae ¢

género Aspergillus, porém alguns fungos desse género sdo considerados deuteromicetos

(WANWRIGHT, 1995).
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Essa espécie fungica € capaz de produzir 19 tipos de enzimas, dentre elas, as
celulases, a-amilases, amiloglicosidases, poligalacturonases, glicose oxidase, hemicelulases,
xilanases (FREDERICK, 1990; PANDEY et al., 1999; PARK et al., 2002; KANG et al.,
2004; HERNANDEZ et al., 2006; MENEZES, 2006; CUNHA, 2011).

3.1.3 Importancia dos fungos no processo de degradagdo de pesticidas

Em pesquisas realizadas na década de 80, os fungos filamentosos ja eram
amplamente utilizados em estudos de biorremediacdo de poluentes organicos persistentes
(POPs), tais como pesticidas clorados, dioxinas (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina),
bifenilas policloradas, além de hidrocarbonetos aromaéticos, pentaclorofenol e
hexaclorobenzeno. Tais linhagens de fungos envolvidas na degradacdo dessas moléculas
incluem: Phanerochaete sp, Aspergillus sp., Lentinus crinitus, Peniophoracinerea sp.,
Phellinus  gilvus, Pleurotus sajor-caju, Pycnoporus sanguineus € Trametes villosa
(MATHEUS et al., 2000; MACHADO et al., 2005; VITALI et al., 2006; BALLAMINUT;
MATHEUS, 2007).

Sayer et al. (2001) observaram que os fungos filamentosos sdo produtores de uma
gama de compostos, como acidos organicos simples, dlcoois, polissacarideos, acidos humicos,
fulvicos e proteinas. Além disso, esses micro-organismos podem absorver metais presentes no
meio na superficie de sua parede celular e bioacumula-los em organelas ou liga-los a
proteinas em seu interior celular (BRAND, 2006).

Kodama et al. (2001) testaram o crescimento e potencial de biodegrada¢ao do
fungo P. steckii DS6F em meio de cultivo contendo o herbicida simazine como fonte de
carbono e nitrogénio. Em seu estudo, observaram que o fungo foi capaz de crescer no meio de
cultivo, entretanto, a adigdo de extrato de levedura ao meio possibilitou um maior
desenvolvimento do fungo. A maior degradac¢ao do simazine ocorreu em pH em torno de 4 ¢ 8
a 30°C. A degradacdo maxima registrada do poluente foi de 53% em cinco dias de
experimento no reator contendo glicose.

Barnabé¢ (2003) estudou a agao descontaminante dos herbicidas PQT e diquat pelo
fungo P. ostreatus e verificou uma resisténcia e crescimento dos fungos e biodegradabilidade
dos herbicidas. Das quatro linhagens de P. ostreatus testadas, a CCB004 ¢ a 021 se mostraram

potencialmente capazes de sobreviver e resistir a esse ambiente.
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Bhalerao e Puranik (2007) realizaram um estudo para selecionar uma linhagem
de fungo, entre 16 selecionadas, capaz de biodegradar o pesticida endosulfan. Em um
experimento inicial para investigar o crescimento fungico, a espécie que apresentou tolerancia
ao meio rico em poluente foi Aspergillus niger. Logo, os autores desenvolveram ensaios de
fermentagdo submersa de 144 horas e observaram uma queda do pH para a faixa acida
seguido de completa degradacao do pesticida em 120 horas de fermentacao.

Colla et al. (2008) realizaram um estudo para verificar o crescimento dos fungos
Trichoderma, Aspergillus e Penicillium em solo contaminado com herbicidas triazinicos. Os
autores observaram que as espécies que mais cresceram ¢ se adaptaram ao meio foram
Aspergillus e Penicillium.

Hai et al. (2012) desenvolveram uma pesquisa objetivando o tratamento
biologico, utilizando fungos e bactérias, de efluente contendo trés pesticidas: aldicarbe,
atrazina e alacloro. Apo6s o periodo de 14 dias, os autores obtiveram remog¢des maximas,
respectivamente, de 82, 77 e 67% com cultura mista e 79, 81 e 59% em reatores com cultura
fungica. Na conclusdo do trabalho também foi citado que as altas remocdes de pesticidas
foram alcancadas, provavelmente, devido ao processo de biodegradagdo ter ocorrido

juntamente com a biossor¢do dospesticidas.

3.2 Producio fungica de celulasea partir de casca de mandioca
3.2.1 Casca de mandioca

Segundo a Portaria n° 554 de 30 de Agosto de 1995, o Ministério de Estado da
Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria aprova a Norma de Identidade,
Qualidade, Acondicionamento, Armazenamento e Transporte da Farinha de Mandioca, a qual
define a casca de mandioca como a pelicula que envolve a camada protetora da raiz ou
entrecasca (BRASIL, 1995). De acordo com Caldas Neto et al. (2000), a casca de mandioca €
um residuo resultante da industrializacdo da mandioca para a produgdo de farinha proveniente
das etapas de pré-limpeza e descascamento da raiz.

Durante o processamento industrial da mandioca (Figura 3) sdo gerados residuos
solidos (casca, entrecasca e bagaco) e liquidos (dgua de lavagem e manipueira, liquido gerado
na prensagem da mandioca), os quais resultam em grandes problemas ambientais, uma vez
que o processo de extragdo da fécula de mandioca ainda carece de avangos tecnologicos

(CAMARGO; LEONEL; MISCHAN, 2008).
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Figura 3 - Fluxograma do beneficiamento de raizes de mandioca para a producao de farinha e
fécula.

Entradas EtapasSaidas SaidasSaidas

Recepedo das
Raizes

| | _, Agua de lavagem
Raizes, dgua Lavagem

|

Descascamento _]_ Cascas

| ,

Agua Lavagem ———  Aguade lavagem
i}

Trituragdo

I Manipueira

Prensagem

| | Crueira
Peneiramento

Torragdo
l .
Peneiramento Farelo de farinha de

mesa
|

Resfriamento
AL
Envase 1

]

Embalagens
inutilizadas,
particulados

Fonte: SEBRAE, 2006.

Esse residuo ¢ composto de casca, entrecasca, pontas de mandioca e elevado teor
de umidade (85%), correspondendo a cerca de 2-5% do peso total da raiz de mandioca
(TAKAHASHI; FAGIOTO, 1990; MICHELAN et al., 2006).

Nas fecularias, a casca da mandioca ¢ produzida em grandes quantidades, cerca de
50 kg sao resultantes do processamento de cada tonelada de mandioca (LEONEL; CEREDA,
2000). Logo, se a producao brasileira de mandioca na safra de 2015 foi de 24 milhdes de
toneladas, entdo a produgdo de casca foi de 1,2 milhdes de toneladas.

De acordo com Prado et al. (2006), os valores da composi¢dao quimica da raiz
de mandioca e de seus residuos ndo sdao homogéneos e padronizados. A casca de
mandioca ¢ um residuo com baixa quantidade de proteinas, alto valor energético, baixo
teor de cinzas e boa quantidade de fibras (lignina, celulose e hemicelulose), cerca de 25%

(FARIA et al., 2011).
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Com o intuito de agregar valor a esse residuo agroindustrial refletindo na
sustentabilidade ambiental, a casca de mandioca vem sendo bastante utilizada como matéria-
prima na composicdo de ragdo animal, produgdo de energia, biorremediacdo de aguas
contaminadas, bem como na produgdo de enzimas, uma vez que ¢ um material de baixo custo
e de grande disponibilidade devido a grande quantidade gerada na produgdo brasileira de
mandioca (SILVA et al., 2002; GUIMARAES, 2012, OLIVEIRA NETO et al., 2013; DA
CRUZ et al., 2015; SCHWANTES et al., 2015).

3.2.2 Celulose

A celulose (C¢Hj90Os)n ¢ um polimero de cadeia longa composto por vdrias
moléculas de glicose. E formada por multiplas ligagdes de hidrogénio entre os grupos
hidroxila das distintas cadeias justapostas de glicose, o que lhe confere uma estrutura fibrosa
que compoem a parede celular dos vegetais. A molécula de celulose (Figura 4) ¢ constituida
pela unido de moléculas de B-glicose através de ligacoes B-1,4-glicosidicas(KLEMM et al.,

2001; SHI et al., 2014).

Figura 4 - Representacdo da molécula de celulose.

OH OH
Fonte: Klemm et al. (2001).

As biomassas lignoceluldsicas sdo compostas, basicamente, por trés principais
fracdes poliméricas: lignina, celulose e hemicelulose (Figura 5) (JEFFRIES; JEGUER, 1990).
Essas fracdes sdo responsaveis por 97-99% de toda a massa seca dos materiais. Internamente,
as fibrilas da fragdo celuldsica encontram-se dispostas como espirais, conferindo-lhe forca e
flexibilidade. Essa fra¢dao encontra-se envolvida pela lignina, polimero aromatico heterogéneo
formado por ligagdes éter biologicamente estdveis, cuja fungdo ¢ aumentar a resisténcia da
estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. A terceira e ultima fracdo, a hemicelulose, atua
como um elo quimico entre a celulose e a lignina, apresentando natureza heteropolissacaridica

ramificada, formada, principalmente, por pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses
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(glicose, manose e galactose), acidos urdnicos (acidos 4-O-metilglucuronico e galacturdnico)
e radicais acetila. Essas caracteristicas resultam em materiais flexiveis, porém altamente

resistentes a espécies quimicas (RAMOS, 2003).

Figura S - Representacdo da composi¢ao de materiais lignocelulosicos.
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Fonte: Adaptada de Tomme; Warren; Gilkes (1995).

A celulose possui diversas aplicagdes nas industrias téxteis, industrias de papel e
papeldo, induastrias quimicas, as quais utilizam a polpa de celulose para produzir celofane,
explosivos, acetato de celulose, carboximetilcelulose (lubrificantes e emulsificantes), tendo
sua utilizagdo também no ramo energético, uma vez que o agucar produzido a partir da
hidrolise da celulose ¢ fermentado a etanol (NISHIYAMA et al., 2002). Outra aplicagao
bastante rentavel desse polimero ¢ a sua utilizacdo como principal substrato para a produgao

de enzimas celuloliticas, as quais catalisam sua hidrélise (CASTRO; PEREIRA, 2010).

3.2.3 Enzimas celuloliticas

As enzimas sao catalisadores biologicos proteicos responsaveis pelas reacdes
quimicas do metabolismo dos seres vivos (WRIGHT; WYMAN; GROCHMANN, 1988). O
uso de enzimas tem sido muito empregado em substituicdo aos catalizadores quimicos por
apresentarem maior eficiéncia. A grande maioria das enzimas utilizadas em setores industriais
como téxtil, farmacéutico, alimenticio, industrias de detergentes, industrias de panificagdo,
cervejarias (Tabela 2) sdo enzimas extracelulares de origem microbiana (GUPTA et al.,

2003).
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Tabela 2 - Aplicagdes de enzimas em diversos setores industriais.

Enzimas Bioconversao Aplicacoes
a-amllase Amido = xarope de dextrose Hidrélise do amido, cervejarias, detergentes
bacteriana e confeitarias
a-amilase fungica Amido > xarope de dextrose Producdo de maltose
Pululanase Amido > xarope de dextrose Producdo de xarope de glicose
Xilanase Polpa de papel—> xilana + lignina Industria de papel
Quitinase Quitina > quitobiose Produgao (}e a}llmentos, CO'SIT.IG'EICOS,
farmacéuticos, agroquimicos
Celulase Celulose > glicose Hldl’OllSGr da celulose, degradagdo de
polimeros em detergentes
. Hidrolise de Laticinios, detergentes, farmacéuticos,
Lipase . ~ e ,
gorduras—> Interesterificagio cosmeéticos, 6leos
DNA polimerase Amplificagdo do DNA Engenharia genética/PCR

Fonte: Haki; Rakshit (2003).

As celulases estdo entre as principais enzimas utilizadas em ambito industrial
devido as suas inumeras aplicagdes (WARD, 1989; ABEER et al., 2014). O desenvolvimento
de enzimas com propriedades melhoradas empregando técnicas de baixo custo tem despertado
interesse por grande parte das industrias, visando maior economia e eficiéncia enzimatica sem
comprometer a estabilidade e integridade delas (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006;
ABEER et al., 2014).

Celulases sao enzimas responsaveis pela hidrolise de materiais celuldsicos. Essas
enzimas sao biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para romper
ligacdes quimicas existentes entre as unidades de glicose liberando acglcares, como
oligossacarideos ¢ moléculas de glicose (WRIGHT; WYMAN; GROCHMANN, 1988).
Atuam em diferentes regides da celulose (Figura 6) e sao divididas em trés categorias:
endoglucanases, as quais clivam ligacdes glicosidicas presentes na regido interna da molécula
de celulose; exoglucanases, sdo capazes de romper exclusivamente ligagdes situadas na regidao
externa da molécula; e as B-glicosidases, as quais hidrolisam celobiose e oligossacarideos

soluveis a glicose (KLEMAN-LEYER et al., 1996).
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Figura 6 - Representacao da hidrolise da celulose pela agao de enzimas celuloliticas.

Endoglucanase

NN A OO ALON N cadelas de celulose

NN OO ODOANN Cadelas menores de celulose

\ 4

Exoglucanase

(MDD OO OO OO OO Fragmentos de celobiose

\ 4

B-Glicosidase \

O O clicose
Fonte: Adaptado de Wright; Wyman; Grochmann (1988).

As endoglucanases recebem a seguinte nomenclatura de acordo com a “Enzyme
Comission of the International Union of Biochemistry”: 1,4-B-D-glucanases, EC 3.2.1.4; na
qual “EC” significa Enzyme Comission e 0os nimeros representam classe, sub-classe, grupos
quimicos especificos que participam da reagdo e a enzima propriamente dita na ordem da
esquerda para direita (MONTEIRO; SILVA, 2009). Responsaveis por iniciar a hidrolise, as
endoglucanases sdao enzimas especificas da degradacao da celulose que catalisam a quebra das
ligagdes glicosidicas localizadas no interior desse polimero, liberando oligossacarideos e
formando novos terminais (KLEMAN-LEYER et al., 1996).

As exoglucanases, também chamadas de exo-1,4-B-D-glucanase ou
celobiohidrolase, cuja nomenclatura ¢ EC 3.2.1.91, sdo responsaveis por catalisarem a quebra
das ligagdes a partir da extremidade nao redutora da molécula de celulose, produzindo
celobiose (compostos menores constituidos por duas moléculas de glicose). As
celobiohidrolases e glucano-hidrolases sao exemplos de exoglucanases (KLEMAN-LEYER et
al., 1996; ZHANG; LYND, 2004).

As B-glicosidases, ou B-glicosideo gluco-hidrolases (EC 3.2.1.21), possuem a
propriedade de hidrolisar celobiose e oligossacarideos soluveis liberando glicose. E
importante que todas as enzimas do complexo celulolitico atuem em sinergia, uma vez que o
rendimento ¢ melhor quando comparado com a soma dos rendimentos individuais

(KLEMAN-LEYER et al., 1996; ZHANG; LYND, 2004).
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Essas enzimas apresentam diversas aplica¢des biotecnologicas, como na industria
teéxtil, utilizadas na fabricagdo de jeans e no amaciamento de tecidos; em industrias de
bebidas, para a producao de sucos de frutas e em processos de vinificagdao; na producao de
vinhos, utilizadas na extragdo de pigmentos e substancias aromatizantes presentes na casca da
uva; na fabricacdo de detergentes, proporcionando maior limpeza e menor degradacdo dos
tecidos; em industrias de polpa de celulose e papel, tornam o papel mais branco e liso; e
também sdo aplicadas na nutricdo animal, na qual aumentam a digestibilidade das fibras da
parede celular vegetal melhorando a conversao do alimento ingerido em carne e leite
(CASTRO; PEREIRA, 2010).

De forma geral, as celulases produzidas por fungos filamentosos apresentam
valores O0timos de pH na faixa acida (3,6 — 5,0), enquanto que bactérias chegam a produzir
celulases altamente ativas em valores de pH alcalino. A temperatura 6tima para celulases
fangica ¢ em torno de 40°C — 50°C (LIMA et al., 2010).

Diversos fatores influenciam a atividade enzimatica da celulase, como
temperatura, pH, tamanho do in6culo, fonte de carbono, presenca de inibidores ou indutores,
aeracdo ¢ tempo de crescimento. Além desses, outros fatores relacionados ao substrato
também influenciam a degradacdo da celulose como, cristalinidade, estrutura molecular, area
superficial, grau de polimerizagdo e acessibilidade a ligagdes glicosidicas
(MUKHOPADHYAY; MALIK, 1980; COUGHLAN, 1985). A presenc¢a de outras moléculas
também influenciam a atividade, seja para indugio como para inibigdo. fons, como mercirio
(Hg™), cobre (Cu™), argénio (Ag") e Zn", apresentam efeito inibitério na atividade das
enzimas, podendo provocar perda total da atividade catalitica mesmo estando presentes em

concentragoes tao baixas quanto 2 mM (AKIBA et al., 1995; LIMA et al., 2010).

3.2.4 Fungos filamentosos na producdo de celulase

As espécies de Aspergillus possuem grande aplicacdo na industria alimenticia e
farmacéutica. Esse fungo ¢ considerado o melhor produtor de exo e endoglucanases
apresentando grande vantagem nos processos de sacarificagdo de biomassas (RODRIGUEZ-
ZUNIGA et al., 2011). A Tabela 3 apresenta alguns trabalhos que estudaram a produgdo

fungica de celulase a partir de biomassas agroindustriais.
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Tabela 3 - Produgao de celulases por fungos a partir de residuos agroindustriais.

Micro-organismo Substrato Atividade enzimatica Referéncia
Trichodermaharzianum Farelo e palha de trigo 18,0 FPU/gms Deschamps et al. (1985)
Penicillium echinulatum Bagago de cana pré- -
9A02S] tratado e farelo de trigo 32,9 FPU/gms Camassola; Dillon (2007)
Trlchodermccggeesez RUT- Bagaco de cana 0,66 U/mL Mekala et al. (2008)
Aspergillus niger ATCC Residuos de arroz e
16404 maracuja 14,10 U/g Rocha (2010)
. . . Rodriguez-Zuiiiga et al.
Aspergillus niger Farelo de soja 21,0 U/g 2011)
igo +
Myceliophthora sp. M77 Farelo de trslfj(; farelo de 10,3 FPU/gms Afonso (2012)
Aspergillus niger Bagaco de cana-de-agiicar 3,1 U/g Ramadan et al. (2014)

+ farelo de arroz

Fonte: Autor (2016).

Deschamps et al. (1985) estudaram o fungo Trichoderma harzianum na producao
de celulase utilizando uma mistura de palha de trigo (80%) e farelo de trigo (20%) em reator
de tanque agitado. As condicdes Otimas registradas foram: 74% de umidade, pH 5,8, 66 horas
de cultivo e 18 FPU/gms.

Camassola, Dillon (2007) avaliaram a producao de celulase por Penicillium
echinulatum 9A02S1 em testes de fermentacdo em estado sélido utilizando como fontes de
carbono concentracdes distintas de bagaco de cana pré-tratado e farelo de trigo. Os autores
concluiram no 4° dia o valor maximo de celulase, 32,9 FPU/gm:s.

No trabalho de Mekala et al. (2008), o bagaco de cana-de-acucar foi utilizado
como substrato para a producao de celulase utilizando 7richoderma reesei RUT C30, e os
parametros de cultura foram otimizados para melhorar o rendimento enzimatico. Os
resultados mostraram uma producao de celulase méxima de 0,66 U/mL em temperatura de
33°C e o tempo de incubagdo de 67 horas.

A producao das enzimas amilase, celulase, invertase, pectinase e protease foi
investigada por Rocha (2010) através de fermentagcdo no estado sélido com Aspergillus niger
empregando residuos do processamento de arroz e maracuja. Nos ensaios realizados, variou-
se a temperatura entre 28 - 45°C, obtendo maior producdo de celulases (14,10 U/g) a 45°C no
12° dia de fermentacao.

Rodriguez-Zuiiga et al. (2011) utilizaram bagaco de cana-de-agucar, farelo de

soja, farelo de trigo e misturas entre os substratos como fonte de carbono na fermentacao em
estado solido para producao de celulases por Aspergillus niger a temperatura de 32°C durante

4 dias. O valor méximo da atividade de celulase total (0,4 Ul/g) foi verificado no substrato
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composto por 60% de farelo de soja e 40% de bagaco de cana-de-actcar, atividade 12 vezes
maior que a obtida com 100% de bagaco de cana-de-acucar (0,03 Ul/g).

Afonso (2012) observou a atividade da celulase produzida pelo fungo
Myceliophthora sp. M77 realizando ensaios em reator de leito fixo nas temperaturas de 50°C,
60°C e 70°C. As fontes de carbono utilizadas foram farelos de trigo e de soja. A maxima
producdo enzimatica registrada foi 10,3 FPU/gms, porém os resultados indicaram que houve
desnaturagdo térmica a 60°C e 70°C e que a concentracao de glicose de 1 g/L no meio pode
ter inibido a agdo da enzima.

Barbosa (2012) estudou a producdo de celulases por Aspergillus niger e
Trichoderma reesei por bateladas simples com reciclo e registrou valores enzimaticos
maximos de 0,57 e 0,72 FPU/mL, respectivamente.

Ramadan et al. (2014) investigou a capacidade de produgdo de celulases a partir
de bagago de cana-de-agucar e farelo do beneficiamento de arroz, tratados com explosao a
vapor através de fermentagdes em estado solido com Aspergillusniger. Os experimentos
foram realizados em bateladas agitadas contendo 107 a 10® células/g de residuo durante 72 h a

30°C. A produgdo enzimatica maxima obtida foi de 3,1 U/g.

3.3 Producio de a-amilase a partir de substrato de mandioca
3.3.1 Mandioca

A mandioca, cuja espécie chama-se Manihot esculenta Crantz (Figura 7),
apresenta-se na forma tuberosa amildcea. Em virtude de sua facil propagacao, tolerancia a
déficit hidrico, tolerancia a solos de baixa fertilidade, resisténcia a doencas e a ambientes
edafo-climaticos (FIORDA et al., 2013), a mandioca ¢ de fundamental importdncia na
alimentacgdo de cerca de 500 milhdes de pessoas em todo o mundo sendo cultivada em mais

de 90 paises (CAMARGO; LEONEL; MISCHAN, 2008).
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Figura 7 - Raizes de mandioca.

Fonte: Autor (2016).

A cultura da mandioca ¢ totalmente aproveitada (Tabela 4), tanto a parte aérea
(folhas e hastes) (Figura 8) quanto a raiz. As folhas sdo utilizadas na alimentacdo humana e
animal por serem ricas em proteinas ¢ aminoacido lisina. As hastes sdo aproveitadas na
alimenta¢do animal sob a forma de silagens, fenos e in natura. Ja as raizes sao destinadas a

alimentacdo humana, animal e também as industrias para a produgdo de féculas, farinhas e

energia (BRASIL, 2014).

Tabela 4 - Usos e utilidades da mandioca.

Parte Folhas

Alimentagdo animal ¢ humana

aérea Hastes

Alimentacdo animal (silagens, fenos e in natura)

Alimenta¢do humana

Cozidas, fritas, bolos, biscoitos, paes, tortas, cremes

Alimentacdo animal

Cruas, cozidas, desidratadas (farinhas, raspas e pellets)

Uso
alimenticio Glucose, maltose,
(nativo e féculas, gelatinas
Amido modificado)
(fécula) Amido Adesivos, téxtil,
industrial papel e celulose,
(nativo e farmacéutica,
modificado) explosivos
. Amido Uso humano/ Confeitarias,
Raiz L. . , . .
Industria fermentado alimenticio padarias
C .
onsumo Farinha de mesa
. humano
Farinhas
Consumo . .
. Farinha panificada
animal
Farinhas d . N .
arinhas de Alimentacdo animal
raspas
Raspas
Consumo . ~
. Alimentacdo humana
animal
Alcool Combustiveis, desinfetantes, bebidas

Fonte:Adaptado de Brasil (2014).
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Figura 8 - Parte aérea com folhas e hastes da mandioca utilizada nessa pesquisa.

Fonte: Autor (2016).

Apesar da caréncia em proteinas e alguns nutrientes, a raiz de mandioca contém
outros compostos importantes a alimentacdo, como célcio (50 mg/100 g), fésforo (40 mg/100
g) e vitamina C (25 mg/100 g) (BRASIL, 2014).

A mandioca ¢ uma das principais culturas alimentares do setor agroindustrial no
mundo e no Brasil. O continente africano se destaca na produ¢cao mundial, no qual a Nigéria ¢
o maior produtor de mandioca, com 56 milhdes de toneladas na safra de 2015 (FAO/SEAB,
2015).0 Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), na safra de
2015, foi o quarto maior produtor mundial de raiz de mandioca, com 24 milhdes de toneladas,
o que corresponde a um aumento proximo a 0,65% com relagdo a safra 2014 e um aumento de
9,5% com relagdo a safra 2013, que foi de 21,2 milhdes de toneladas. (IBGE; SEAB/DERAL,
2015).

Na safra de 2015, na Regiao Nordeste do Brasil, o principal produtor de mandioca
¢ o Estado da Bahia, com 2,1 milhdes de toneladas. A Regido Nordeste ¢ a segunda maior
produtora nacional de mandioca, com cerca de 6,0 milhdes de toneladas, ficando atras apenas
da regido Norte, cujo Estado do Para ¢ o principal produtor brasileiro, com 5,1 milhdes de
toneladas. Com 448 mil toneladas de mandioca produzidas na mesma safra, o Ceard ¢ o
terceiro maior produtor do territorio nordestino (IBGE; SEAB/DERAL, 2015).

A cultura também se destaca no setor energético, uma vez que ¢ fonte de produgdo

de etanol (LEONEL; CEREDA; ROAU, 1999; SALLA et al., 2010), plasticos
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biodegradaveis, além de usos no setor téxtil, cosmético e alimenticio (humano e animal)
(FUNGULANI, 2001; FIORDA et al., 2013).

Rattanachomsri et al. (2009), afirmam que devido a sua composi¢do quimica, rica
em amido, baixo conteudo de cinzas, facil hidrélise, baixo custo de cultivo e falta de
competi¢ao com outros usos industriais, a mandioca e seus residuos sao substratos ideais para
a producdo de produtos de alto valor agregado, como enzimas amiloliticas produzidas por

processos biotecnologicos.

3.3.2 Amido

Principal polimero de reserva energética dos vegetais formado por unidades de
glicose através de ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 e a-1,6. Essas ligagdes se mantém
estaveis em pH elevado, porém, em pH baixo elas se rompem liberando monossacarideos
como a glicose, oligossacarideos como a maltose e polissacarideos como as dextrinas
(WARD, 1989).

O amido ¢ formado por dois polissacarideos: a amilose, constituindo cerca de
20% a 25% da molécula de amido, e a amilopectina, compondo 80-85% da molécula do
polimero. O primeiro ¢ insoluvel em agua, enquanto que o ultimo ¢ facilmente soluvel. A
amilose ¢ formada por cerca de 6000 unidades de glicose ligadas de forma linear por ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,4 (Figura 9a). Ja a amilopectina consiste em 10 a 60 unidades de
glicose unidas por ligacdes do tipo a-1,4 mais 15 a 45 unidades de glicose unidas por ligacdes

do tipo a-1,6 (Figura 9b) (VAN DER MAAREL et al., 2002).

Figura 9 - Estrutura das cadeias moleculares da amilose (a) e amilopectina (b).

CHOH |
K /
O
OH
CH, CHOH CHOH CHOH Cﬂ
 — ) - (: ——
OH OH OH OH
—Ki O —KéH 0 —Ki 0
OH OH OH OH
a) Amllose b) Amilopectina

Fonte: El-Fallal et al. (2012).
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O amido possui diversas aplicacoes na industria téxtil, industria de papel,
cervejarias, tendo sua maior utilizacdo no ramo alimenticio, farmacéutico e energético, uma
vez que o acucar produzido a partir da hidrélise do amido pode ser fermentado para a
producao de etanol (CRABB; SHETTY, 1999). Outra aplicacdo bastante rentdvel desse
carboidrato ¢ a sua utilizacdo como principal substrato para a producdo de enzimas

amiloliticas (Figura 10), as quais catalisam a hidrolise do polimero (NIGAM; SINGH, 1995).

Figura 10 - Classificacdo das enzimas amiloliticas responsaveis pela degradagdao do amido.

Endo-o-1 4-Glucanase — o-Amilase
o-1 4-Glucanases
™ — Exomaltohexahidrolase
Exo-a-14-Glucanase {— Exomaltopentahidrolase
— Exomaltotetrahidrolase
Enzimas —  B-Amilase

Amiloliticas — Amiloglucosidase

L Isopululanase

Endo-a-1 6-Glucanase _I: Pululanase

__ o-1b-Glucanases Isoamilase

Exo-o-1,6-Glucanase — Exopululanase

Fonte: Nigam;Singh (1995).

3.3.3 Enzimas amiloliticas

As amilases estdo entre as principais enzimas utilizadas em ambito industrial
devido as suas inimeras aplicagdes como, conversao do amido em acgucares, producao de
ciclodextrinas no setor farmacéutico, producao de bebidas alcodlicas por processos de
fermentagdo em cervejarias (WARD, 1989; SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006). O
desenvolvimento de enzimas com propriedades melhoradas empregando técnicas de baixo
custo tem despertado interesse por grande parte das induastrias, visando maior economia e
eficiéncia enzimatica sem comprometer a estabilidade e integridade delas

(SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006).



39

Devido a sua fun¢do de hidrolisar o amido, as amilases sao comumente utilizadas
pelos animais na digestao desse polimero presente nos alimentos; pelas plantas, atuando na
degradacdo do amido presente nas raizes, e pelos micro-organismos que utilizam o
polissacarideo como fonte energética (PEIXOTO et al., 2003).

As amilases podem ser divididas em duas categorias: endoamilases e exoamilases.
As endoamilases, como as a-amilases, clivam as ligacoes glicosidicas a-1,4 presentes na
regido interna da molécula de amido (Figura 11) resultando na formacdo de dextrinas
(polissacarideo de baixo peso molecular formado por uma mistura de polimeros D-glicose)
(VAN DER MAAREL et al., 2002).

As exoamilases sdo capazes de romper exclusivamente as ligagdes a-1,4, como €
o caso das B-amilases que liberam oligossacarideos de diferentes tamanhos (como a maltose),
como também podem clivar ambas as ligagdes a-1,4 e a-1,6 das extremidades de terminais
nao redutores da molécula de amido, como as glicoamilases ou amiloglicosidases e as a-D-
glicosidases, as quais formam como subprodutos moléculas de glicose (VAN DER MAAREL
et al., 2002).

Figura 11 - Representacao de hidrolise do amido pela agdo de enzimas amiloliticas.
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Fonte: Van Der Maarelet al. (2002).

As o-amilases recebem a seguinte nomenclatura de acordo com a “Enzyme
Comission of the International Union of Biochemistry”: E.C 3.2.1.1 ou 1,4-a-D-glucano

glucanohidrolase, na qual “E.C” significa Enzyme Comission € os numeros representam
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classe, sub-classe, grupos quimicos especificos que participam da reacdo e a enzima
propriamente dita na ordem da esquerda para direita (MONTEIRO; SILVA, 2009).

Encontradas em animais, vegetais € micro-organismos, as o-amilases (Figura 12)
sdo enzimas especificas da degradacdo do amido que catalisam a hidrélise das ligagdes
glicosidicas a-1,4 (Figura 13) localizadas no interior desse polimero liberando dextrinas como
subprodutos. Tambémchamada de enzimas dextrinizantes, elas se dividem em dois grupos: as
a-amilases liqueficantes, as quais degradam de 30% a 40% do amido, e as a-amilases
sacarificantes, responsdveis pela hidrolise de 50% a 60% do substrato (VIHINEN;
MANTSALA, 1989).

Figura 12 - Estrutura da a-amilase.

Fonte: Sivaramakrishnan et al. (2006).

Figura 13 - Ataque das a-amilases sobre a amilose e amilopectina da molécula de amido.
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Ligacao glicosidica

Extremo redutor da cadeia
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Ataque primario da c-amilase
Ataque secundario da c-amilase

Fonte: Bruchmnn (1980).
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As oa-amilases fazem parte de uma familia de enzimas composta por
aproximadamente 30 enzimas especificas diferentes, porém ¢ necessaria uma combinagdo
dessas enzimas para completa quebra do polimero em glicose (GUPTA et al., 2003;
SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006).

Para apresentarem uma boa atividade enzimatica, as o-amilases requerem,
principalmente, a presenca de fons calcio (Ca*") como cofator para garantir sua estabilidade,
integridade e completa ativagdo. A quantidade de célcio existente na molécula de amido ja ¢
suficiente para suprir a necessidade das enzimas, porém a adicdo desses ions no meio
fermentativo ainda ¢ importante para alcangar uma maxima protecdo das enzimas contra a
desnaturagdo pelo calor (BORDBAR; OMIDIYAN; HOSSEINZADEH, 2005).

Em vista a grande demanda industrial dessas enzimas e devido seu alto custo de
producdo, uma das alternativas a producao de a-amilases ¢ a obtengdo dessas enzimas por
bactérias e fungos via processos fermentativos submerso e/ou estado solido (Tabela 5)
utilizando matéria-prima rica em amido, basicamente, uma vez que ha uma grande variedade
de substratos de facil disponibilidade e baixo custo (ACUNA-ARGUELLES et al., 1995;
GONCALVEZ, 2006; ALVA et al.,, 2007; RAY et al., 2008; FREITAS; MARTINS;
FERREIRA, 2014; DA CRUZ et al., 2015).

Tabela 5 - Substratos utilizados para a obtencao de enzimas a-amilases fungica e bacteriana
através de fermenta¢ao em estado solido ¢ submersa.

. . Processo Material Condicoes Prod. de a- A .

Microrganismos . - o . Referéncias
fermentativo utilizado otimas amilases
Rhizopus ssp. e Fécula de pH=4,0; .
Aspergillus niger FES ¢ FSm mandioca 30°C; 60h 467,46U7g Spier (2005)
Bacillus S

amyloliquefaciens FES Fa:glo de 31 ((): ’7[)21;11 62470 U/g G?nlga((;l(l)zz)rgil

ATCC 23842 HEo o etk

. Farelo de 30°C; pH= Sivaramakrisnan et
Aspergillus oryzae FES trigo 5.0: 72h 15095 U/g al. (2006)
Bacillus S

amyloliquefaciens FSm Fa:glo de 31 ((): ’ 4[)21;11 965,9 U/mL G?nlga((;l(l)zz)rgl

ATCC 23842 HEo o ctak

. . Bagaco
Bacillus brevis o,
MTCC 7521 FES dg 50°C; 36h 23050 U/g Ray et al. (2008)
mandioca
. . Casca de pH= 6,0; .

Aspergillus niveus FSm mandioca 40°C: 72h 395 U/g Da Silva (2009)

Streptomyces Amido de o, Kar; Data; Ray
erumpens MT 731 FES mandioca 50°C; 60h 3437 U/mL (2010)

Fonte: Autor (2016).
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Os principais micro-organismos produtores de a-amilases sao os fungos do género
Aspergillus e bactérias Bacillus devido a facilidade de cultivo e as desejaveis propriedades
fisico-quimicas das enzimas (PANDEY et al.,, 2005). Segundo Moreira et al. (1999), a
temperatura 6tima para produgdo de a-amilases ¢ 60°C, apresentando maxima producao com

um pH= 6,0.

3.3.4 Fungos na producdao de a-amilase por fermentagdao submersa (FSm)

Segundo Rodrigues e Santanna (2001), a principal caracteristica da FSm ¢ a
utilizacdo de meio liquido com nutrientes solaveis, no qual os micro-organismos se
desenvolvem. Na FSm, o contetdo de dagua livre ¢ superior a 95%, enquanto que na
fermentag¢do em estado solido, a agua presente varia de 40% a 70%.

Em escala industrial, a FSm ¢ mais usual que a fermentagdo em estado solido
devido a facilidade de controle dos parametros como temperatura, pH, aeragdo e agitagao do
meio; a facilidade de cultivo; a melhor homogeneizagdo do meio, o que resulta em uma
melhor transferéncia de massa. Porém, a grande quantidade de 4gua no meio fermentativo
facilita a contaminagdo por outros microrganismos (LIMA et al., 2001).

Para a produ¢ao de enzimas, a FSm ¢ mais indicada em func¢do da facilidade de
extracdo das enzimas extracelulares do meio fermentado ¢ da determinagdo da biomassa e
cinética de crescimento bioldgico, pois a fracdo solida ¢ utilizada para a andlise de
determinagdo de solidos totais e a fracdo liquida para determinagdo de atividade enzimatica
(ROITMAM et al., 1988).

De acordo com Pereira (2007), algumas vantagens da FSm podem ser citadas
como a facilidade no controle de parametros do processo,0s microrganismos sao submetidos
as mesmas condigdes fisico-quimicas devido a homogeneidade do meio, melhor absor¢do e
aproveitamento dos nutrientes e variedade de insumos produzidos como, alcool etilico,
enzimas, insulinas, bebidas alcoolicas, antibioticos.

O modo basico de crescimento dos fungos (Figura 14) ¢ uma combinagdo de
extensao apical das pontas das hifas e a geragdo de novas pontas por meio de ramificagdes. A
estrutura da parede celular fungica acoplada a extremidade e a ramificagao do micélio garante

uma estrutura firme e sélida (RAIMBAULT, 1998).
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Figura 14 - Representacao do crescimento de fungos em substratos solidos.
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Fonte: Adaptado de Holker; Lenz (2005)

As enzimas hidroliticas sdo excretadas pelas pontas das hifas, sem grande
diluicao, o que fazcom que a acdo enzimatica seja mais eficiente e permita sua penetragao
para a maioria do substrato (RAIMBAULT, 1998).

Diversos microrganismos foram utilizados em processos fermentativos para a
producdo de enzimas, como Aspergillus sp., Bacillus sp., Streptomyces sp., Rhizopus sp.
(MOREIRA etal.,, 2001; FRANCIS et al, 2003; GANGADHARAN et al., 2006;
SPIER, 2005; SIVARAMAKRISNAN et al., 2007; RAY et al., 2008; GANGADHARAN
et al., 2008; DA SILVA, 2009; KAR; DATA; RAY, 2010). Devido as vantagens do emprego
de Aspergillus niger em processos fermentativos para a produgdo enzimatica, como a
simplicidade de manipulacdo, secretor de proteinas, habilidade de fermentar diversas fontes
de carbono, produtor de elevada variedade de bioprodutos e ainda, capacidade de
sobrevivéncia em ampla faixa de pH (entre 2 e 9), essa espécie fungica ¢ excelente produtora
de enzimas amilases (SPIER, 2005).

De acordo com Sundurram et al. (2014), o Aspergillus niger apresenta melhor
crescimento e melhor produgdo de amilases em temperaturas entre 25°C e 37°C, com uma
temperatura 6tima de 30°C. O pH favoravel para a producao dessa enzimas ¢ entre 5,0 ¢ 6,0

em processo fermentativo submerso.
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Somkuti e Steinberg (1980) utilizaram farelo de trigo como fonte de carbono na
fermentagdo submersa para producao de a-amilase por Mucor pusillus a temperatura de 34°C.
O pH e temperatura 6timos encontrados foram 3,5-4,0 e 70°C. A produ¢ao enzimatica foi
inibida pela presenca de ions magnésio (Mg*"), calcio (Ca*") e cobre (Cu®).

A caracterizagdao de uma a-amilase produzida por Aspergillus oryzae foi realizada
por Carlsen e colaboradores (1996) utilizando glicose como fonte de carbono a 30°C. O pH
otimo encontrado foi 6,0.

Moreira et al. (2001) estudaram diversas espécies de Aspergillus para a producao
de o-amilase por fermentacdo submersa utilizando a-metil-glicosideo como substrato. As
condigdes 6timas encontradas foram: periodo de fermentacdo de 288 horas, temperatura de
30°C para producao méxima de 35 U/mL.

Nguyen et al. (2002) constataram que a melhor producdo de enzimas a-amilase e
amiloglicosidase ocorreu em 48 horas de fermentagao, pH= 5,5 e 5,0, respectivamente, com
temperatura 6tima para ambas de 70°C. Concluiram também que o fon zinco (Zn>") presente
no meio foi inibidor a produ¢do enzimatica, por outro lado, a presenga dos ions magnésio,
calcio, ferro e bario resultou em um aumento da atividade das enzimas.

Silva et al. (2005) utilizaram amido soltvel, farelo de trigo e farinha de mandioca
e residuo do processamento da mandioca como fonte de carbono para a produgdo de amilases
sacarificantes e dextrinizantes a partir do fungo Rhizomucor pusillus. As amilases
dextrinizantes e sacarificantes exibiram atividades otimas em pH entre 4,0-4,5 e¢ 5,0,
respectivamente e temperatura 6tima de 75°C para ambas. A presenga de célcio no meio
afetou a produgdo da amilase sacarificante, mas foi insignificante para a dextrinizante com
uma producdo de 8,0 U/mL. A atividade sacarificante maxima foi 14 U/mL.

A producdo de o-amilase por Aspergillus oryzae foi investigada por
Esfahanibolandbalaie e colaboradores (2008). O melhor pH encontrado foi 6,7 e temperatura
otima de 35°C, porém, a adi¢do de glicose no meio inibiu a produgao.

Ertan et al. (2014) estudaram a o efeito de diferentes concentragdes de glicose
inicial (10, 20, 40, 80 e 160 mg/mL) no processo de fermentagdo submersa por Penicillium
chrysogenum e Penicillium griseofulvum para produzir a-amilasee concluiram que a presenca
de glicose inibiu a producdo enzimdtica, obtendo uma producdo méaxima de 662 U/mL e

400 U/mL, respectivamente, sem adi¢ao de glicose.
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Khalaf, Alam e Salleh (2014) investigaram a melhor fonte de carbono e nitrogénio
para promover a produc¢dao de a-amilase por Aspergillus niger O103A e concluiram que a
maltose e o extrato de levedura foram as melhores fontes, respectivamente, resultando numa
producao de 49 U/mL de enzima.

Celestino et al. (2014) avaliaram a producdo de a-amilase por Aspergillus 6V4
isolado da manipueira utilizando farelo de trigo como substrato e encontraram uma produgao
enzimatica maxima de 335 UI/L. Porém, a suplementagdo do meio fermentativo com peptona

resultou no decréscimo enzimatico.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste topico estdo apresentadas as duas etapas da pesquisa que se dividem em
Etapa I: Biodegradacao fungica do PQT e produgdo de celulase a partir da casca de mandioca,
a qual se subdivide em preparagao da casca de mandioca; cultivo do fungo Aspergillus niger
AN 400, preparagdao da suspensdo de esporos e contagem de esporos; testes de adsorcao de
PQT na casca de mandioca; e montagem, operagao ¢ monitoramento dos reatores para os
ensaios de biodegradagdo de PQT e produgao de celulase por bateladas aeradas com biomassa
dispersa; e Etapa II: Producdo de a-amilase a partir de substrato de mandioca, a qual se
subdivide em preparacao do substrato de mandioca; cultivo do fungo Aspergillus niger AN
400, preparacao da suspensao de esporos e contagem de esporos; emontagem dos ensaios de

fermentagdo submersa para producdo de a-amilase.

4.1 Etapa I: Biodegradacao flingica do paraquat e producao de celulase a partir da
casca de mandioca
4.1.1 Preparacdo da casca de mandioca

A mandiocautilizada foi doada pelo Centro de Ensino e Treinamento em Extensao
(CETREX), localizado em Caucaia, Ceara, BR,colhida na safra de maio de 2015.
Inicialmente, 15 kg da raiz amilacea foram lavados com agua corrente para remocao de areia
e terra. Apos a lavagem, as raizes de mandioca foram descascadas e as cascas foram trituradas
em liquidificador (marca BRITANIA). Nessa fase, foram obtidos8,45 kg de mandioca
descascada, 6,25 L de manipueira e 300 g de casca de mandioca umida, o que corresponde a
um rendimento de aproximadamente 3,55% de casca umida. Posteriormente, foi realizada a
secagem das cascas em estufa (marca QUIMIS) a 60°C por 24 horas obtendo
aproximadamente 206 g de casca de mandioca seca, os quais foram acondicionados em local
seco e em temperatura ambiente.A Figura 15estd apresentado o fluxograma de preparacao da
casca de mandioca para sua utilizagdo nos ensaios de biodegradagao do PQT e producao de

celulase total.
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Figura 15 - Fluxograma da preparacao da casca de mandioca para utilizagao nos ensaios de
biodegradacao de PQT e producdo da enzima celulase.
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4.1.2 Cultivo do fungo Aspergillus niger AN 400 e preparagdo da suspensdo de esporos

A espécie em estudo foi Aspergillus niger AN 400 sob a forma de suspensao de
esporos, fornecida pelo LATAM. Na preparagao dos indculos foi realizada a produgao de uma
suspensao de esporos semeando a espécie em placas de Petri esterilizadas contendo meio de
cultura PDA (Potato Dextrose Agar). O meio de cultura foi previamente esterilizado em
autoclave a 121°C durante 20 minutos. As placas inoculadas com fungos permaneceram por
sete dias em estufa microbiologica (marca BIOPAR) a temperatura de 28°C e ao final deste
periodo foi observado o crescimento dos esporos por toda a placa, procedendo-se a remocao
dos esporos com solugdo salina Tween 80 e agua destilada estéril (SAMPAIO, 2005).

Para a contagem dos esporos foi preparada uma solu¢ao utilizando 50 pL da
suspensao de esporos, previamente agitada em agitador tipo vortex, acrescida de 950 uL de
solucao Tween 80, resultando em uma diluicdo de 1:20. Em seguida, foi transferida 20 puL da

solucdo preparada para uma camara de Neubauer onde se deu o procedimento de contagem
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dos esporos em microscopio optico (marca BIOVAL) (SAMPAIO, 2005) com aumento de
400 vezes para a determinagdo da concentragao de esporos da suspensao utilizando a Equagao
1.

C=NxfxVgn (1)

Onde: C ¢ a concentragdo de esporos (esporos/mL), N ¢ o nimero de esporos contados, f € o

fator de dilui¢do e Veam é o volume total da cAmara de Neubauer (2,5 x 10° mL).

4.1.3 Testes de adsorcdode PQT na casca de mandioca

Foram realizados ensaios de adsor¢ao de PQT na casca de mandioca a fim de
quantificar a massa de PQT adsorvida na casca. Para os testes foram utilizados 3 frascos de
vidro de 4 L de volume 1til, nos quais cada frasco continha 0,5, 1,0 e 3,0 g/ de casca de
mandioca seca, 30 mg/L de PQT. A capacidade maxima de adsor¢do do pesticida na casca de
mandioca, utilizada como material suporte, foi monitorada a partir da sua concentragdo inicial
e final no meio durante um periodo de 35 minutos, obtendo aliquotas nos tempos 0, 2, 4, 5, 6,
8, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos. Para calcular a massa de PQT adsorvido na casca foi
utilizada a Equagdo 2 (DA SILVA, 2015).
m = (Cy-C.) x V (2)
Onde: m ¢ a massa de PQT adsorvida (mg); Co € a concentragdo afluente de PQT (mg/L); Ce
¢ a concentragdo efluente de PQT em determinada periodo de tempo (mg/L) e V' € o volume

total do reator (L).

4.1.4 Montagem, operacdo e monitoramento dos reatores para os ensaios de biodegradacdo
de paraquat e producao de celulase embateladas aeradas com biomassa dispersa

Em vista dos trabalhos encontrados na literatura que estudaram a remocgao de
poluentes de adguas contaminadas (KOPYTKO et al., 2002; TSAI; LAI; HSEIN, 2004; DA
SILVA, 2015; MIOLA JUNIOR, 2015) como também a producdo de enzimas a partir de
diversos residuos agroindustriais (MENEZES, 2006; DA CRUZ et al., 2015), na Etapa Idessa
pesquisa foram montados reatores contendo pesticida PQT e casca de mandioca em diferentes
concentragdes para avaliar o potencial do fungo Aspergillus niger AN 400 em degradar o
pesticida esua capacidade em produzir a enzima celulase no mesmo reator.

Para avaliar adegradacao do PQTpor Aspergillus niger AN 400 e a producgdo de

celulase a partir da casca de mandioca foram utilizados reatores previamente esterilizadosde
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2,5 L de volume util (Figura 16)nas bateladas aeradas com biomassa dispersa cujas

caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 6.

Figura 16 - Reatores de vidro com volume 1til de 2,5 L utilizados nos ensaios.

Fonte: Autor (2016).

Tabela 6 - Caracteristicas dos ensaios realizados nessa etapa.

Concentracio de Concentracdo de Tamanho Concentracio Concentracio Tempos
Vishniac (mL/L) PQT(mg/L) do inéculo  decasca (g/L) de glicose(g/L) reacionais (h)
6 09 1’25394’ 55
1,0 30,0 eszo);ols(/)mL 0-3,0 0-0,5 6,7,8,24,48,
P 72, 144 ¢ 168

Fonte: Autor (2016).

Foram realizadas 4 bateladas distintas, dentre as quais 3 eram compostas por 2
reatores com fungoe 2 sem fungo e uma batelada composta por 1 reator com fungo e 1 sem
fungo, totalizando 14 tipos de reatores variando a concentragdo da casca de mandiocae de

glicose (Tabela 7).

Tabela 7 - Configuracao das bateladas aeradas com biomassa dispersa de Aspergillus niger
AN 400 variando a concentra¢ao da casca de mandioca e presenca de glicose.

Batelada Batelada Batelada Batelada
sem casca 0,5 g/L de casca 1,0 g/L de casca 3,0 g/L de casca
RFP RFPC RFPC RFPC
RP RPC RPC RPC
RFPCG RFPCG RFPCG
RPCG RPCG RPCG

NOTA: RP — reator sem fungo, com PQT; RFP — reator com fungo ¢ PQT; RFPC — reator com fungo, PQT e
casca de mandioca; RPC — reator sem fungo com PQTe casca; RFPCG — reator com fungo, PQT, casca e glicose
0,5 g/L; RPCG — reator sem fungo com PQT, casca e glicose 0,5 g/L.

Fonte: Autor (2016).
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A casca de mandioca e a dgua de torneira (2,5 L) com solu¢dao de Vishniac,cuja
composi¢do quimica contém (g/L): EDTA (10,0); ZnSO47H,O (4,4); MnCl,.4H,0
(1,0);CoCl,.6H>0 (0,32); (NH4)6M07024.4H,0 (0,22); CaCl,.2H,0 (1,47); FeSO4.7H,0 (1,0),
foram autoclavados separadamente a 1,0 atm sob temperatura de 121°C por 20 minutos. Em
seguida, misturou-se a casca, a agua e adicionou-se o PQTsoluvel, comercializado como
Gramoxone 200, aos reatores, os quais foram inoculados com tamanho de inoculo de 2 x 10°
esporos/mL.

Para cada tempo reacional (TR) estudado foram coletadas aliquotas de 15 mL de
cada reator para a realizagdo das analises de pH, DQO filtrada ou solivel, concentragdao de
PQT, atividade de celulase total e s6lidos suspensos volateis (SSV). Com o intuito de ndo
comprometer a integridade do processo, o volume da aliquota coletada a cada TR foi coerente

com o volume util restante no reator no ultimo TR (168 h).

4.2 [Etapa II: Producio de a-amilase a partir de substrato de mandioca
4.2.1 Preparacdo do substrato de mandioca

NessaEtapa também utilizou-se a mandioca doada pelo CETREX colhida na safra
de agosto de 2015. Inicialmente, a raiz amildcea foi lavada e fragmentada em ralador
rudimentar feito de ago. Posteriormente, foi realizada a filtragdo da mandioca ralada para
obtenc¢do do substrato de mandioca, tendo-se utilizado um filtro de tecido de algodao poroso.
Nessa fase, a partir de 8,4 kg de raizes de mandioca foram obtidos 3,5 L de manipueira e
4,9 kg de substrato imido constituido por fibras, amido e umidade.Apos a filtracdo, o
substrato foi congelado em ultrafreezer (marca Sanyo) por 24 horas a -80°C para ser realizada
a liofilizag¢ao (Liotop LP 510) sob condi¢des de temperatura de 30°C, pressao de 800uHg por
30 horas. Nessa etapa, a massa de substrato seco foi de 1,62 kg. Em seguida, o substrato foi
triturado e peneirado (malha granulométrica de 2 mm ou 10 mesh) em moinho de facas
(Fortinox tipo Willye — Star FT 80), para promover a homogeneizacdo das particulas e
aumentar a area superficial do material (CHANG; HOLTZAPPLE, 2000), e acondicionadas
em local seco a temperatura ambiente.

Na Figura 17 éapresentado o fluxograma da preparagao do substrato de mandioca
para sua utilizagdo nos ensaios de fermentacdo submersa. As etapas de lavagem, ralacao,
filtracdo e os ensaios de FSm foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Ambiental

(LATAM) do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE),



51

Fortaleza, Ceard. J& as etapas de congelamento, liofilizagdo, moagem e caracterizacdo foram
realizadas no Laboratorio de Tecnologia da Biomassa — LTB localizado na Embrapa

Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara.

Figura 17 - Fluxograma da preparacao do substrato de mandioca utilizado nos ensaios de
fermentagao submersa para producdo de a-amilase por Aspergillus niger AN 400.
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Fonte: Autor (2016).

O substrato seco e moido foi caracterizado segundo as normas TAPPI T421 om-
02 (2002b), T211 om-02 (2002a), T204 cm-97 (1997), T 222 om-02 (2002b), T203 cm-
99 (2009) para a determinacdo de umidade, cinzas, extrativos, lignina e alfa-celulose,
respectivamente. Os teores de holocelulose e hemicelulose foram determinados segundo
Yokoyama et al. (2002). O amido foi extraido segundo AOAC (1992) e determinado pelo
método do DNS descrito por Miller (1959). As cinzas do substrato de mandioca foram
caracterizadas por Espectrofotometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-

MS) quanto aos seguintes elementos quimicos constituintes: aluminio, cddmio, ferro, cobre,
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chumbo, magnésio, manganés, niquel, sédio, célcio, cobalto, bario, zinco, cromo e titanio.

Todas essas analises foram realizadas em duplicata.

4.2.2 Montagem dos ensaios de fermentacdao submersa para a producdo de a-amilase

O cultivo, preparagao da suspensdo de esporos e contagem de esporos foram
realizados conforme citado anteriormente na Etapa I utilizando o mesmo fungo.

Para avaliar o potencial de producao fingica de a-amilase a partir de substrato de
mandioca foi realizada uma batelada de fermentagdao submersa utilizando frascos Erlenmeyers
de 250 mL (Figura 18) contendo 2,5 g (50 g/L) de substrato de mandioca (GANGADHARAN
et al., 2008), tamanho de indéculo de 2 x 10° esporos/mL(SILVA etal., 2005) ¢ meio
nutricional (RODRIGUES, 2006) (Tabela 8).

Figura 18 - FSm em frasco Erlenmeyer de 250 mL apds autoclavagem do substrato de
mandioca e do meio.

Fonte: Autor (2016).

Tabela 8 - Composi¢ao do meio nutricional.

Reagentes Concentracao (g/L)
(NH4)SO4 — Sulfato de amodnio 2,00
NaNO; - Nitrato de sodio 1,00
KH,PO, — Fosfato de potassio monobasico 0,20
MgS0,.7H,0 — Sulfato de magnésio heptahidratado 0,25
CaCl,.2H,0 — Cloreto de calcio dihidratado 0,01
CuS0,4.7H,0 — Sulfato de cobre heptahidratado 0,08
H,Mo00, — Acido molibidico 0,05
MnS0O,.7H,0 — Sulfato de manganés heptahidratado 0,05
Fey(SO,); — Sulfato férrico 0,05
ZnS04.H,0 — Sulfato de zinco monohidratado 0,04

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006).
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Todos os testes foram conduzidos em incubadora de bancada (Cientec CT-712)
(Figura 19) sob agitacdo de 150 rpm e temperatura de 30°C e os periodos de fermentagdo

foram de 0, 24, 48, 72, 96 ¢ 168 horas.

Figura 19 - Incubadora de bancada utiliza

da nos ensaios de fermentagao submersa.

Fonte: Autor (2016).

Para cada periodo fermentativo estudado foi utilizado 1 Erlenmeyer com
caracteristicas idénticas aos demais, totalizando 6 para cada batelada, com o intuito de ndo
comprometer a integridade do processo.

Osubstrato de mandioca e o meio nutricional foram autoclavados separadamente a
1,0 atm sob temperatura de 121°C por 15 minutos. Todos os Erlenmeyers utilizados nesses
ensaios também foram autoclavados nas mesmas condigdes anteriores. O pH inicial do meio
foi ajustado para 5,0com NaOH 2 M antes da autoclavagem. Em seguida, misturou-se o
substrato ¢ o meio autoclavados aos Erlenmeyers, os quais foram inoculados com tamanho de
indculo 2 x 10%esporos/mL. Apds cada periodo de fermentacdo, o referente Erlenmeyer foi
retirado da incubadora para a realizagdo das analises de pH e atividade dextrinizante de o-

amilase.

4.3 Métodos analiticos
As analises de pH, DQO e SSV foram realizadas conforme descrito por APHA
(2005). A concentragdo de PQT foi determinada pelo método descrito naNorma 40AC
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OfficialMethod 969,09 Paraquat in Pesticide Formulations de 2000, configurada por meio da
reacdo entre o ditionito de sodio 1%, preparado em solucdo de hidroxido de sodio 0,1 mol/L e
o PQT contido na amostra. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro Thermo
Scientific (marca Evolution 60S UV-Visible Spectrophotometer) em comprimento de onda de
600 nm. Com base nos resultados de remocao do pesticida, realizou-se a modelagem cinética
para o processo de biodegradacao segundo o modelo classico de primeira ordem descrito pela

Equagdo 3 (VON SPERLING, 2005).

C_
Inz-=-k.t 3)

Onde: C ¢ a concentragdo do PQT em determinado tempo reacional (mg/L); C, ¢ a
concentracgdo inicial do PQT (mg/L); k ¢ a constante de velocidade de primeira ordem e ¢ € o
tempo reacional (horas).

O processo de extracao das enzimas das Etapas I e II foi realizado por filtragdo a
vacuo em filtro Milipore com membrana de fibra de vidro 47 mm de diametro (marca
AXIVA). As aliquotas filtradas foram utilizadas na determinagao das enzimas e conservadas a
4°C.

A determinacdo da atividade dextrinizante da a-amilase foi feita medindo-se a
diminui¢do da capacidade de ligacdo do amido ao iodo de uma solugdo tratada com uma
solucdo enzimatica bruta seguindo o procedimento descrito por Fuwa (1954), com
modificagdes. Experimentalmente foram adicionados em tubos de ensaio 0,7 mL de solugdo
de amido solavel 0,3% em tampao acetato 0,25 M (pH= 5,0) e 0,3 mL de extrato enzimatico.
Apo0s incubagao a 60°C por 10 minutos, a reacao foi paralisada pela adicdo de 4 mL de HCI
0,2 M e 0,5 mL de reativo de 1odo (KI 0,3% + 0,03% I,). Apds homogeneizagao, a mistura de
reacdo foi diluida com 10 mL de agua destilada, novamente homogeneizada ¢ lida em
espectrofotometro a 600 nm. A absorbancia do amido ou da reagdo foi estimada conforme
descrito anteriormente substituindo a enzima por agua destilada. Para a absorbancia da enzima
substituiu-se o amido por tampdo acetato, considerando a possibilidade de presenca de
residuos de amido no extrato enzimatico. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a
quantidade de enzima requerida para hidrolisar 10 mg de amido em 10 minutos nas condi¢des
experimentais, conforme a Equagao 4.

AbSAM -C Qs

U/mL - AbSAM 10

X i—i(4)Onde: U/mL ¢ a unidade de enzima (mg/min x mL), C ¢ a

absorbancia do substrato amido (a soma da absorbancia do amido e da enzima), Absy € a
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absorbancia da amostra, Qs ¢ a quantidade de substrato (amido) utilizada na reagdo em mg, /0
¢ 0 tempo de referéncia da
hidrélise do amido (10 min), Fd € o fator de dilui¢ao e Ve € o volume de extrato enzimatico
utilizado na reagao.

A determinagdo da atividade de celulase total foi realizada de acordo com o
método descrito por Miller (1959), reportado por Ghose (1987), o qual se baseia na medig¢ao
da dosagem de agtcares redutores liberados durante a degradagdao de uma tira de papel de
filtro Whatman n°® 1 com dimensdes de 1 cm x 6 cm (aproximadamente 50 mg), a partir das
enzimas presentes no extrato enzimatico. Em tubos de ensaio com 25 mL de volume qutil
foram adicionados 1mL de solugdo tampao citrato de sédio (pH 4,8 ¢ 0,05 M), 0,5 mL de
extrato enzimatico (amostra filtrada) e uma tira de papel de filtro. Para o branco total (zera o
espectro), o extrato enzimatico foi substituido por 0,5 mL de tampao citrato de sédio. Para o
branco da enzima, adicionou-se 1 mL do mesmo tampao e 0,5 mL de extrato sem a presenga
da tira de papel filtro. Em seguida, os tubos foram incubados em estufa microbiologica a
50°C por 60 minutos. Apos a incubagdo, adicionou-se 3 mL de &cido DNS (3,5-
dinitrossalicilico) em cada tubo e leva-os ao banho-maria (marca QUIMIS) a 100°C por 5
minutos. Apds a interrup¢ao da reacdo com um banho de dgua fria, adiciocou-se 20 mL de
agua destilada e homogeneizou-os. Apds 20 minutos, a leitura se deu em espectrofotdometro
Thermo Scientific (marca Evolution 60S UV - Visible Spectrophotometer) em comprimento

de onda de 540 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico estdo apresentados os resultados e discussoes das Etapas I e II
realizadas nessa pesquisaem reatores em bateladas aeradas com biomassa fungica dispersa
para avaliar a biodegrada¢do de PQT e a producdo de celulase a partir de diferentes
concentragdes de casca de mandioca e os testes de fermentagdo submersa para a produgdo de

a-amilase a partir de substrato de mandioca.

5.1 Etapa I: Biodegradacao flingica de paraquat e producdo de celulase a partir da
casca de mandioca

A cinética de decaimento do PQTseguiu uma cinética de primeira ordem (Figura
20), e os percentuais de remoc¢ao de PQT nos reatores com as concentragdes de 0;0,5; 1,0 e
3,0 g/L de casca de mandioca sem glicose ¢ com glicose, no periodo de 168 horas, estao
apresentados na Figura 21. A maxima eficiéncia registrada foi de 70,3% (Figura 21) para o
reator com fungo e glicose RFPCG 1,0, apos 7 dias de operagdo. Pode-se observar que as
eficiéncias de remocdo de PQT aumentaram gradativamente a medida que se aumentou a
concentracdo de casca de mandioca e com a presencga da glicose. De acordo com os autores
Sumathi ¢ Manju (2000), Sampaio (2005) e Quingxiang (2008), a presenca de um
cossubstrato no meio reacional pode refletir em uma maior eficiéncia de remocao de
poluentes persistentes, como o PQT, uma vez que a glicose ndo funciona apenas como
cossubstrato necessario para o crescimento celular, mas também para a produgdo de enzimas

responsaveis por facilitarem a assimilacao do poluente pelo micro-organismo.
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Figura 20 — Cinética de decaimento do PQT ajustada em um modelo de primeira ordem nos
reatores com fungo (a) e sem fungo (b).
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Reatores Kk (h'l) R’
RFP 0,1854 0,7809
RFPCO0,5 0,1567 0,9038
RFPC 1,0 0,0333 0,9664
RFPC3,0 0,2051 10,8753
RFPCG 0,5 0,1172 0,8758
RFPCG 1,0 10,0694 0,9488
RFPCG 3,0 0,0479 0,9050
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NOTA: RP - reator sem fungo, com PQT; RFP - reator com fungo ¢ PQT; RFPC - reator com fungo, PQT ¢
casca de mandioca; RPC - reator sem fungo, com PQT e casca de mandioca; RFPCG — reator com fungo, PQT,
casca de mandioca e glicose.
Fonte: Autor (2016).

Figura 21 — Eficiéncias de remo¢ao de PQT nos reatores com fungo e sem fungo com
concentragoes de 0, 0,5, 1,0 e 3,0 g/L de casca de mandioca e 30 mg/L de PQT em 168 horas
de operacao.
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Autor (2016).

Kopytko et al. (2002) estudou a degradagao de PQT em bateladas com biomassa
de bactérias Pseudomonas putida imobilizada em gel de alginato de célcio e encontraram a
variagdo de 48 a 95% de degradacdo do pesticida ap6s a adicdo de carvao ativado e glicose 1
g/L no reator, mostrando que a presenca de glicose promoveumaior eficiéncia, assim como
encontrado na presente pesquisa.

Nos experimentos de Kodama et al. (2011), o reator com glicose foi o que
apresentou maior eficiéncia de remocao do pesticida simazine, mas a eficiéncia desse reator
(53%) foi inferior a encontrada na presente pesquisa (70,31%). Da Silva (2015) reportou
eficiéncia maxima em reatores com glicose 44% de remoc¢ao maxima de PQT no reator com
glicose 0,5 g/, no 30° dia de operacao, utilizando reatores em bateladas aeradas com
biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400, porém esse percentual também foi inferior ao
dessa pesquisa.

Contudo, conforme observado na Figura 21, o reator com fungo sem glicose
RFPC 1,0 apresentou eficiéncia maxima de 69% em 144 horas, valor bastante proximo do

reator com as mesmas condi¢des contendo glicose. Desse modo, pode-se afirmar que, ao final
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da operacdo, a presenga do cossubstrato no reator RFPCG 1,0 ndo foi determinante para
atingir uma maxima eficiéncia de degradacdo do poluente (70,3%), o que torna o sistema
RFPC 1,0 mais viavel economicamente. E quanto a influéncia da concentragdo de casca de
mandioca na biodegradagcdo de PQT, a eficiéncia do processo foi maior a medida que se
aumentou a concentragdo de casca e adicionou-se glicose. Porém, os reatores com 3,0 g/LL de
residuo com e sem glicose apresentaram eficiéncias menores,quando comparados com o0s
reatores de 1,0 g/L de casca (mais eficientes), € pernaneceram constantes a partir de 72 horas,
apesar de terem atingido mais rapido 50% de eficiéncia em apenas 6 horas. Isso ocorreu,
provavelmente, devido asaturacdo do sistema em vista da maior quantidade de matéria
organica disponivel, fato observado também por Royer (2008).

Hai et al. (2012) conseguiram elevadas eficiéncias de remog¢ao dos pesticidas,
aldicarbe, atrazina e alacloro em reatores com cultura fungica sem adi¢dao de glicose apos 7
dias de operagdo, cujas eficiéncias foram 79, 81 e 59%, respectivamente. Os autores
afirmaram que as altas remogoes de pesticidas foram alcancadas devido a biodegradacao ter
ocorrido juntamente com o processo biossor¢do dospesticidas, porém, apds o periodo de 14
dias, a concentragdao dos poluentes aumentou, associando a possivel dessor¢ao dos compostos
para a fase liquida. Na presente pesquisa foram registrados percentuais proximos aos de Hai
etal. (2012), porém, como o tempo de operacdo daquela pesquisa foi menor (7 dias), o
processo de dessor¢ao pode ter sido evitado.

Tastan e Donmez (2015) investigaram a biodegradacao do pesticida triclosan por
Aspergillus versicolor e registraram 61,92% de remog¢do maxima do poluente no 5° dia de
experimento com concentracdo inicial de 7,5 mg/L de pesticida, enquanto que na presente
pesquisa foi alcancado 64,61% com concentracdo inicial de 30 mg/L de PQT apds apenas 3
dias de operagdo, o que evidencia que o Aspergillus niger AN 400 se apresentou mais
eficiente.

No presente trabalho, ensaios de adsor¢cao de PQT na casca de mandioca em
concentragoes de 0,5, 1,0 e 3,0 g/L foram desenvolvidos e encontrou-se as seguintes massas
de pesticida adsorvido por grama de casca de mandioca: 0,0064 g/g (10,6%), 0,0066 g/g
(22%), 0,0036 g/g (33%), respectivamente. Como o reator RFPCG 1,0 removeu 70,3% de
PQT, isso significa que apenas 22% da massa total de PQT presente no reator foi adsorvida na
casca de mandioca e o restante (48,3%), resultou da degradagdo biologica dos fungos.Como a

biomassa lignocelulosica utilizada nesse trabalho ¢ constituida basicamente por lignina,
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celulose e hemicelulose, as quais apresentam hidroxilas, carboxilas e grupos fendlicos capazes
de interagir com ions presentes no poluente e permitir a retencdo de contaminantes na
superficie da biomassa (DOULATI et al., 2008; WANG et al., 2013), a casca de mandioca
atuou como um eficiente adsorvente natural na remog¢ao de compostos persistentes. Esse fato
representa uma alternativa econdmica e ambiental para a descontaminacdo de aguas
residudrias contaminadas com pesticidas, uma vez que o material utilizado ¢ de baixo custo e
de grande disponibilidade.

O reator com fungo sem casca (RFP) apresentou 33% de eficiéncia maxima de
remog¢ao de PQT, conforme apresentado anteriormente na Figura 21, e todos os reatores com
fungo que continham casca alcangaram eficiéncias maiores, mostrando que nos ultimos, o
residuo atuou como um bom adsorvente como também serviu, principalmente, de material

suporte para o crescimento fingico, como observado na Figura 22.

Figura 22 — Crescimento de Aspergillus niger AN 400 sobre a casca de mandioca nos
reatores com fungo no decorrer de 168 horas de experimento.

Casca de mandioca

Aspergillus niger AN 400

Fonte: Autor (2016).
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Na Figura 23 estdo apresentadas as constantes de velocidade de decaimento do
PQT em diferentes concentragdes de casca de mandioca, seguindo um modelo de primeira
ordem. A maior velocidade de remocio de PQT (2,19 h") ocorreu no reator sem fungo RPC
0,5, evidenciando a predominancia de adsor¢do a qual se caracteriza por ser um processo mais
rapido que o de degradacdao. Pode-se inferir, também, que a maior velocidade neste reator
deveu-se também a saturacdo da casca de mandioca que se da mais rapidamente quando ha
menor quantidade de casca. Nos reatores com fungo, a maior velocidade (0,21 h™") foi
registrada no reator RFPC 3,0, provavelmente devido ao processo de adsorcao inicial seguido
de degradacdo com remocdo de PQT de 60%, apos 168 horas. Porém, vale ressaltar que o
reator de maior eficiéncia (RFPCG 1,0; 70,3%), no caso com fungo, ndo foi o de maior
velocidade. Tal condi¢do permite inferir que a utilizacdo conjunta do adsorvente (no caso a
casca de mandioca) com biomassa fungica proporcionou melhor resposta ao longo das

168 horas.

Figura 23 — Constantes de velocidade de decaimento do PQT nas concentragdes de 0,5, 1,0,
3,0 g/L de casca de mandioca, seguindo um modelo de primeira ordem.
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Fonte: Autor (2016).
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Nas Figuras24e 25estao apresentadasa cinéticade decaimento de matéria organica
carbonacea ajustada em um modelo de primeira ordem e os percentuais de remocao de
matéria organica em termos de DQO soluvel, respectivamente. Ao se comparar as maximas
eficiéncias de remocao de DQO dos reatores com fungo de cada concentragdo de casca de
mandioca sem glicose com os de mesmas condi¢des com glicose, observa-se que as melhores
eficiéncias ocorreram nos reatores com fungo e glicose, sendo registrada a eficiéncia maxima
de 78% no reator RFPCG 1,0ap6s 168 horas de experimento. Conforme relatado por El-
Rahim et al. (2009), as melhoreseficiéncias registradasnos ensaios com glicose podem ser
explicadas pela disponibilidade de substrato de facilassimilagdopelos fungos em meio a
moléculas de estruturas complexas, o que de acordo com Singh (2006), a glicose ao ser
utilizada como cossubstrato gera subprodutos muito mais reativos que o pesticida, os quais
reagem com o poluente gerando compostos passiveis de serem metabolizados, ao longo do
tempo, pelas enzimas produzidas pelo micro-organismo.

Ainda analisando as Figuras 24 e 25, observa-se que nas primeiras 6 horas de
experimento, o reator RFPC 3,0 se destacou dos demais e alcancou cerca de 52,3% de
eficiéncia, enquanto que os outros apresentaram uma eficiéncia em torno de 28,4%. O mesmo
reator,porém com adicdo de glicose (RFPCG 3,0),obtevemenor eficiéncia (18,7%)

nessemesmo periodo.
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Figura 24 — Cinética da variacao de DQO soluvel nos reatores com fungo (a) e sem fungo (b)
com concentragdes de 0,5, 1,0 e 3,0 g/L de casca de mandioca e 30 mg/L de PQT em 168
horas de operagao.
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Fonte: Autor (2016).
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Figura 25 — Eficiéncias da remocao de DQO soluvel nos reatores com fungo (a) e sem fungo
(b) com concentracoes de 0,5; 1,0 e 3,0 g/L de casca de mandioca e 30 mg/L de PQT em 168
horas de operagao.
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Autor (2016).
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Essa baixa eficiéncia de remocdo de DQO no reatorRFPCG 3,0 (18,7%)nas
6 primeiras horas ocorreu, possivelmente, devido a ndo metabolizacdo do pesticida nesse
periodo, uma vez que o fungo teria utilizado a glicose como fonte primaria de carbono,
conforme mostrado na Figura 22, o que também foi observado por Da Silva (2015). Os
autores Ali et al. (2008)e Ikeda et al. (2006) explicam que os reatores com glicose, em curtos
periodos de tempo, podem apresentar baixa eficiéncia de DQO devido ao processo de
degradacao do cossubstrato resultar na sintese de subprodutos que sdo contabilizados nos
valores de DQO antes de reagirem com o poluente. Entretanto, a concentracdo 6tima de
glicose a ser empregada depende de alguns fatores, como a espécie fungica inoculada, a
estrutura molecular do poluente, o regime de operacao do reator, entre outros (SINGH, 2006).

A Tabela 9 mostra as variagdes das concentragdes de solidos suspensos
volateisavaliados noinicio (0 horas) e no final da operagdo (168 horas). Ao analisar essa
tabela, pode-se observar que a diferenca dos valores de SSV nos reatores sem fungo ¢
insignificante, tendendo a zero, mostrando que ndo houve crescimento fingico no meio. A
eficiéncia maxima de SSV encontrada foi no reator com fungo RFPCG 3,0 com 37,81%,
seguido do reator RFPCG 1,0 com 28,11%, ambos com a presenca de glicose, carboidrato de

facil assimilacdo e fundamental para o desenvolvimento dos micro-organismos.

Tabela9 — Variagdes de concentragdes de soélidos suspensos volateis (SSV) nas bateladas de
diferentes concentragdes de casca de mandioca inoculadas com Aspergillus niger AN 400.

Com fungo

RFPC RFPCG RFPC RFPCG RFPC RFPCG

Bateladas REP  osol.  05gL  10gL  10gL  30gL  30gL
C, (mg SSV/L) 2,00 43230 44320 89450 918,10 259300  2596,99
C (mg SSV/L) 2,07 459,96 479,66 104529  1176,00 328733  3379,00
Crescimento celular  3,40%  6,40% 823%  1686%  28,11%  26,78%  37.81%
Sem fungo

Bateladas RP RPC RPCG RPC RPCG RPC RPCG

05¢g/L 05gL 10gL 10gL 3,0gL  3,0gL
Co (mg SSV/L) 1,99 432,30 44023  1031,50 91942  2513,50  2592,56
C (mg SSV/L) 2,00 459,50 440,89  1031,64 919,55 251502  2593,02

Crescimento celular  0,00% 0,05% 0,15% 0,01% 0,01% 0,06% 0,02%

NOTA: Cy - concentragdo inicial de SSV; C - concentragdo final de SSV; RFP - reator com fungo e PQT; RFPC
- reator com fungo, PQT e casca de mandioca; RFPCG — reator com fungo, 30 mg/L de PQT, casca de mandioca
e glicose 0,5 g/L; RP — reator apenas com PQT; RPC — reator sem fungo, com PQT e casca; RPCG — reator sem
fungo, com PQT, casca e 0,5 g/L de glicose.

Fonte: Autor (2016).
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Ao analisar a Figura 26 ¢ possivel afirmar visualmente que no RFPCG 1,0 o meio
encontra-se mais clarificado comparado ao RFPCG 3,0, o que ¢ bastante coerente, pois
naquele reator se registrou a maior eficiéncia de remocgao de pesticida e matéria organica
soluvel. Os autores Kyriacou et al. (2005) afirmaram que o aumento da concentracdo de SSV
esta relacionado com a disponibilidade de matéria organica e nutrientes essenciais ao
desenvolvimento dos fungos, resultando em um melhor polimento da dgua residudria, como

visualizado nessa pesquisa.

Figura 26 — Crescimento de Aspergillus niger AN 400 nos reatores, apds 168 horas, com
concentracdo de 1,0 e 3,0 g/L de casca de mandioca adicionados de 0,5 g/L. de glicose,
inoculados com 2 x 10° esporos/mL, 30 mg/L de PQT e 1 mL/L de Vishniac.
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Fonte: Autor (2016).

No reatorRFPCG 3,0 observou-se um meio escuro, turvo e espesso com grande
crescimento fungico.A grande disponibilidade de matéria organica decorrente da alta
concentracdo de casca de mandioca, presenca de glicose e de PQTpossivelmente ocasionou
uma limitacdo difusional de nutrientes no meio, o que refletiu em menores percentuais de
remogao de pesticida e DQO, fato também observado por Andrade (2013).

Os valores de pH registrados nos reatores estudados nessa pesquisaestao

apresentados nasFiguras 27(reatores com fungo) e Figura 28 (reatores sem fungo).



