


£SUMO

o em Portugal, maior produtor mundial de cortica, enfrenta diversos proble-
ambientais, nomeadamente a Produgéo de &guas residuais com elevada carga poluente
. empresas preparadoras tradiaonaisA, ha operagdo de cozedurg da cortiga. As égu(?s de co-
4ura da cortica tem elevada carga organica, elevado teor de sélidos suspensos e baixo valor
pH. A sua toxicidade e baixa biodegradabilidade estdo associadas 3 presenga de compostos
turais fenolicos € polifendlicos. Com base nestas caracterfsticas realizou-se um estudo de
5estoxifiC395° por método biolégico, utilizando o fungo filamentoso Fusarium flocciferum. O
ctema consistiu num reactor do tipo coluna com borbulhamento de ar, em cultura continua,
étabe|ecendo-se um tempo de retencdo hidraulico de 24 horas. Realizaram-se ensaios com
ar controlo de pH e com € sem adicdo de carvdo activado. Fstes ensaios demonstraram a
gradativa deste fungo, sendo de salientar a diminuicdo da carga organica e da

oxicidade e 0 aumento do pH. Representando a descarga destas &guas residuais um proble-
mé ambiental e dada a inexisténcia de tecnologias de tratamento adequadas ao sector, estes
esultados podem contribuir para a solugdo do problema num contexto de desenvolvimento

cector corticeir

~ustentavel.

alavras chave: cozedura da cortica, aguas residuais, destoxifica¢do, fungos, ensaios de eco-

The cork industry in Portugal, the world’s biggest cork producer, faces several environmental
p‘roblems, namely the production of highly poliutant wastewaters in cork boiling operation by
fraditional preparation units. Cork boiling waters have high organic load, high concentrations
of suyspended solids and low pH. Its toxicity and fow biodegradability are associated to the pres-
once of natural phenolic and poliphenolic compounds. Based on these characteristics a detoxi-
fication study through a biological method was developed, by using the filamentous fungus
Fusarium flocciferum. The system consisted in a column reactor with air bubbling, in a continu-
ous system, establishing a time of hydraulic retention of 24 hours. Tests with and without pH
control, and with and without activated carbon addition were performed. These assays showed
the degrading capacity of this fungus, with relevance to the reduction of the organic foad and
toxicity and pH increase. Considering that the discharge of these wastewaters represents an
environmental problem and due to the lack of treatment technologies adequate to this sector,
these results can contribute to a technological sotutionin a context of sustainable development.
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1. INTRODUCAO

O sector corticeiro em Portugal, maior produtor mundial de cortica, enfrenta alguns
problemas relacionados com a produgdo de dguas residuais com elevada carga poluen-
te. O subsector preparador, constituido maioritariamente por empresas de peqguena e
média dimensdo, apresenta pelas suas caracteristicas, dificuldades no cumprimentg
da legislagdo ambiental em vigor, nomeadamente no que diz respeito ao controlo das
descargas de dguas residuais. Este problema tem repercussdes a nivel econémico e
social particularmente no caso das pequenas unidades fabris que efectuam a cozedura
pelo método tradicional em tangue aberto.

As dguas de cozedura da cortica em tanque aberto possuem caracteristicas fisico-
quimicas e ecotoxicoldgicas que dificultam o seu tratamento pelos processos conven-
cionais, em geral aplicados ao tratamento de efluentes industriais. A elevada carga
organica (valores médios de CQO e CBOS de 8348 e 2156 mg/l 02, respectivamente)
ligada a uma baixa biodegradabilidade (indice CBO5/CQQ entre 17 ¢ 33%) e elevada
ecotoxicidade aguda (CE_ -5 min para Vibrio fischeri entre 1,5 e 7,6%), ambas asso-
ciadas a presenca de compostos naturais fendlicos e polifendlicos, sdo as principais
caracteristicas que impedem a aplicacdo dos métodos convencionais de tratamento
(Anselmo ef al., 1998; Mendonga, 2003).

O tratamento com fungos foi estudado por vérios autores para a degradacéo e desto-
xificagdo de efluentes contendo compostos aromaticos de origem vegetal, com estru-
tura semelhante aos que se encontram nas dguas de cozedura da cortica.

Field e Lettinga (1991) com Aspergillus niger obtiveram uma eliminacdo de 63% da
CQO soldvel e uma reducdo parcial da toxicidade em quatro dias de incubacdo, em ex-
tractos aquosos de casca de abeto. Os autores observaram a subida do pH e referiram
gue o pH superior a 6 promove reac¢des auto-oxidativas levando a uma polimerizacdo
extensiva dos taninos, que resistem a biodegradacdo.

Num estudo de destoxificacdo de aguas de extraccdo de azeite com uma estirpe de
Penicillium, Robles ef al. (2000) referem uma reducdo de 45% no contetdo fendlico,
de 40% na CQO e de 20% na cor, apo6s 14 dias de incubacdo. Os autores detectaram um
aumento nos valores de pH, variando entre 6,2 e 7,6, que pode estar relacionado com
a metaboliza¢do de dcidos organicos. Foi observada uma total deplecdo de actividade
anti-bacteriana.

Kissi ef al. (2001) utilizaram amostras de dguas de extrac¢do de azeite diluidas a 20 e
50% em ensaios de descoloragdo e destoxificacdo por Phanerochaete chrysosporium,
e referiram uma remogdo da CQO de cerca de 60% apds 15 dias de incubacdo, uma
redugdo de 50% na cor e no conteddo fendlico e a completa destoxificacio. Os autores
salientam a importdancia do pH no processo de degradacdo, mostrando que os valores
iniciais de pH de 4,0 a 5,0 levaram a uma remoc&o mais eficiente de fenol, cor e CQO.

O fungo Fusarium flocciferum, isolado a partir de um efluente industrial contendo fe-
nol (Anselmo e Novais, 1984), é capaz de utilizar este composto como tnica fonte
de carbono e energia e demonstrou possuir versatilidade metabdlica na utilizacdo de
outros compostos fendlicos (Anselmo, 1992). Fusarium flocciferum apresenta também
capacidade de degradar, como substrato simples ou misto, vdrios compostos aromati-
cos monociclicos naturais, acidos benzoicos (acidos gdlico, protocatecuico, vanflico €
siringico), acidos cinamicos (4cidos cafeico e ferdlico) e o aldeido siringico, vulgarmen-
te presentes em residuos agro-industriais (Mendonca et al, 2004b).



A capacidade de algumas estirpes de fungos degradarem e destoxificarem aqguas de
cozedura da cortica foi estudada pelos presentes autores (Mendonga et al, 2004 a)
tendo sido seleccionado Fusarium flocciferum pelas suas capacidades degradativas,
quer em termos de diminuicdo da carga orgdnica total, guer em termos de metaboliza-
co de compostos arométicos especificos presentes nesta dguas residuais (Mendonga
ol al, 2004b) e associados a toxicidade.

Neste contexto, e tendo em vista a sua posterior aplica¢do a escala industrial, realizou-
e o estudo da destoxificacdo destas aguas residuais por método bioldgico num re-
actor em continuo, utilizando o fungo filamentoso Fusarium flocciferum. A eficiéncia
deste processo foi avaliada em termos fisico-quimicos e ecotoxicoldgicos.

2. METODOS

2.1, AMOSTRAGEM

A amostra de dguas de cozedura da cortica foi colhida numa empresa preparadora da
zona do Montijo (Portugal), que realiza a cozedura em caldeira aberta. A dgua de coze-
dura, ap6s arrefecimento, foi filtrada sob vacuo por algoddo hidrofilo e esterilizada em
autoclave a 121°C, 1 atmosfera, durante 15 minutos, sendo conservada a 4 °C.

2.2. ORGANISMO

A partir de micélio de Fusarium flocciferum crescido em tubo com Agar de Extracto
de Malte (Difco) suplementado com 1g/l de fenol, foram inoculados 200 ml de meio
de cultura, Yeast Nitrogen Base (Difco) a 1,7 g/! enriguecido com nitrato de potdssio
(KNO3) a 5 g/l e fenot a 500 mg/I, em frascos Erlenmeyer de 1000 ml. A cultura foi
incubada a 25 °C +1°C, com agitacdo orbital de 150 r.p.m. e com renovacgdo diaria
do meijo de cultura por filtracdo do micélio. Apds 3 dias, o meio de cultura foi subs-
tituido por Czapek Dox Broth (Oxoid) com 200 mg/l de fenol e incubado durante
mais 2 dias.

Apés o perfodo de incubagdo, o micélio foi filtrado por membrana de 0,45 um, obten-
do-se a biomassa utilizada nos ensaios, cuja concentragdo final foi de aproximadamen-
te 2 g/l (peso seco) Todas as opera¢des de preparagdo do inoculo foram realizadas em
condigdes de assepsia.

2.3. CARVAO ACTIVADO

O carvdo activado utilizado foi carvdo activado granulado (Granulated Activated Car-
bon - GAC) 1,5 mm puris (Merck). O carvdo activado foi previamente lavado com agua
desmineralizada (5 vezes), e utilizado numa concentragdo final de 50 g/l de efluente.

2.4. ENSAIOS DE DESTOXIFICACAOQ

Realizaram-se ensaios de destoxificacdo de dguas de cozedura da cortiga por Fusarium
flocciferum em cultura continua, com e sem carvdo activado.

; Utilizou-se uma coluna de borbulhamento (Figura 1), constituida por um cilindro de

vidro encamisado, ao qual se acoplou uma cabeca de vidro com varias tubuladuras
para sondas, entrada da amostra, linha de saida, etc., e uma base de vidro com duas
t?rneiras através das quais se efectuou o fornecimento do ar (2-3 vvm) e o controlo do
nivel da cultura. Entre esta base e o cilindro adaptou-se uma placa de teflon perfurada,
que funcionou como difusor do ar.
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FIGURA 1. Esquema de coluna de horbulhamento
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! A temperatura foi mantida constante a 25 °C, por recirculacdo de dgua na camisa
que revestia a coluna do reactor. O caudal de entrada do efluente foi de 41 ml/hora
permitindo um tempo de retencdo hidraulico de 24 horas. O pH foi medido por um
eléctrodo de vidro esterilizavel e, em alguns ensaios, controlado na gama [4,4-5,5]:

trolo de pH com micélio e carvio activado (Fnsaio A) e dois ensaios com controlo de
pH, utilizando micélio e carvao activado (Fnsaio B) ou s6 micélio (Ensaio ).

i 1\ Realizaram-se trés ensaios com Fusarium flocciferum em coluna, um ensaio sem con-
i
|
|

Retiraram-se amostras didrias das aguas de cozedura na coluna. Preparou-se uma
amostra composta do efluente de saida do reactor para cada ensaio, por recuperagdo
diaria do effuente apds o periodo de estabilizagdo.

2.5, PROCEDIMENTOS ANALITICOS

tenciometria, como descrito em "Standard Methods for the Examination of water and
Wastewater” (APHA, 1998).

A determinacdo da Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) realizou-se pelo método do

i
i
l
1 |
i
|l , \ A concentracdo de biomassa determinou-se por medida do peso seco e o pH por po”
i
Pl
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|
1 Dicromato (Hach Company) utilizando um espectrometro HACH modelo DR/2000.
|

i ‘ g A determinacdo de cor foi feita pela medida da absorvancia a 455 nm (diluicdo
%‘ . da amostra 1:10).
i

| A determinacdo dos compostos fendlicos foi feita por cromatografia liquida de alta

pressdo (HPLC) num cromatégrafo Beckman modelo System Gold (Beckman Instrus
ments, High Wycombe, UK) com um detector de diodos (System Gold 168 detector):
Utilizou-se uma coluna cromatogréfica Chrompak Inertsil C8 (5 pm, 4,6x 250 mm). ;
dois solventes para eluicdo, A: H.0 - H,PO, (999:1 v/v) e B: CH,0 - H,PO, (999:1 VIV)-




0 gradiente de elui¢do foi: 0-5 min, 90% A; 5-12,5 min, 80% A; 12,5-40 min, 60% A:
40-50 min, 30% A; 50 min, 90% A. Utilizou-se um caudal de fase mével de 0,8 mi/
min, e a temperatura do forno cromatogréfico foi de 45 °C. A detecco foi realizada a
254 nm e 280 nm.

A determinagdo da CQO, pH e cor foi realizada em todas as amostras. A determinacéo
dos compostos fendlicos fez-se na amostra de efluente de entrada e nas amostras
compostas do efluente de saida do reactor.

2.6, ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE
A avaliagdo ecotoxicol6gica das amostras foi realizada através dos seguintes ensaios:

Ensaio Microtox (Microtox® Test): A toxicidade é avaliada pela medida da inibicdo da
Juminescéncia da bactéria Vibrio fischeri (estirpe NRRL B-11177) para um periodo de
exposi¢do de 5 minutos, de acordo com o protocolo da Microbics (1992).

Ensaio Dafnia: A toxicidade ¢ avaliada pefa medida da inibicdo da mobilidade do crus-
taceo Daphnia magna (clone IRCHA-5), para um periodo de exposicio de 48 horas, de
acordo com a Norma EN [SO 6341 (1996).

Ensaio Lemna: A toxicidade ¢ avaliada pela medida da inibicdo do crescimento da plan-
ta Lemna minor (clone ST), para um periodo de exposicdo de 7 dias, de acordo com a
Norma ISO/DIS 20079 (2003) e tomando como pardmetro de avaliacdo a area total
das frondes.

Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade sdo expressos em Ck,, a concentracdo
efectiva responsdvel pela inibi¢do de 50% da populacdo ensaiada, apds o periodo de

exposicao. Estes valores sdo calculados por andlise Probit.

0 ensaio Microtox foi aplicado a todas as amostras. Para avaliagdo ecotoxicoldgica da
amostra do efluente de entrada e das trés amostras compostas do efluente de saida do
reactor, foram também aplicados o ensaio Dafnia e 0 ensaio Lemna.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando em conjunto os resuftados dos trés ensaios de destoxificacdo de dguas de
cozedura da cortica por Fusarium flocciferum e carvdo activado considerou-se que a
estabilizacdo do sistema ocorreu apés 5 dias de funcionamento (Figura 2).

Os resultados do ensaio com micélio e carvio activado e sem controlo de pH, permiti-
ram verificar uma tendéncia para a subida de pH. No 19 dia de funcionamento do reac-
tor, observou-se uma subida de pH de 5,0 para 6,8 e durante todo o perfodo de ensaio
os valores oscilaram entre 7,1 e 7,5. Apés estabilizacdo a reducdo de CQO foi de 63,0 %
4,.2% e a reducdo de cor de 17,6 + 7.5%.

Relativamente ao ensaio com micélio e carvo activado e com controlo de pH, apds estabili-
Zagdo a reducio de CQO foi de 56,9 +71% e a reducdo de cor de 377 +9,3%.

No caso do ensaio s6 com micélio e com controlo de pH, apos estabilizacdo, a reducdo
de CQO foi de 58,3 + 2,1% e a reducdo de cor de 40,5 + 12,4%.

Os cromatogramas obtidos por andlise em HPLC (Figura 3) permitiram observar a
reducdo dos compostos fendlicos nas dguas de cozedura da cortiga, ndo se detectan-
do diferencas entre as trés amostras compostas do efluente de saida dos ensaios de
destoxificagéo em continuo.
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FIGURA 2. Andlise da tend@ncia dos valores de CQO, cor e pH nas amostras diarias de
efluente de saida do reactor biolégico nos ensaios de destoxificagdo de aguas de cozedura
da cortica (Ensaio A (00) - micélio e GAC, sem controlo de pH; Ensaio B (A)- micélio e GAC,
com controlo de pH; Ensaio C (x )~ micélic, com controlo de pH)
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| FIGURA 3. Cromatogramas obtidos por analise em HPLC (-
! ‘ nm) das amostras dos ensaios de biodes

254 nm, ..
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3.1, AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA

A avaliagdo ecotoxicoldgica do efluente de saida de todos os ensaios em reactor bio:
légico, indicou uma reducdo de ecotoxicidade relativamente a amostra de dguas de
cozedura da cortiga que alimentou o reactor.

Relativamente aos ensaios com Vibrio fischeride amostras diarias do reactor em que
se utilizou uma cuitura continua de Fusarium flocciferum sem carvdo activado, e parg
uma CE_ -5min do efluente de entrada de 7,2%, a CE,-5min do efluente de saida apre- .
sentou valores proximos de 40%. Nos ensaios em que se utilizou o micélio e carvio
activado, a CE, -5min do efluente de saida ndo foi determinavel para as amostras do 10
dia em ambos 0s ensaios, assim se mantendo apos 15 dias no ensaio sem controlo de

pH e apresentando um valor de 32,9 % no caso em que se efectuou o controlo de pH,

Os resultados dos ensaios com Vibrio fischeri das amostras compostas mostra-
ram que o efluente de saida nos ensaios com Fusarium e carvdo activado tinham
baixa toxicidade, sendo a CE..-5 min ndo determindvel no caso do ensaio sem
controfo de pH (Figura 4).

50

Os valores de CE, -48h para Daphnia magna obtidos para todas as amostras compos:
tas de efluente de saida foram semethantes, entre 22,6 e 26,7%, traduzindo uma des-
toxificacdo retativamente ao efluente de entrada, cujo valor de CE, -48h foi de 3,4%.

50

FIGURA 4. Resultados da avaliag8o ecotoxicoldgica com Vibrio fischeri (CE, -5min),
Daphnia magna (CE_ -48h) e Lemna minor (CE,-7d) das amostras compostas do
efluente de entrada e de safda do reactor bioldgico nos ensaios de destoxificagdo de
aguas de cozedura da cortica (Ensaio A - micélio e GAC, sem controlo de pH; Ensaio B -
micélio e GAC, com controlo de pH; Ensaio C - micélio, com controlo de pH).
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Utilizando a classificacdo de dguas residuais proposta por Tonkes et al. (1999) na qual
valores de CE,, inferiores a 10% permitem classificar as amostras como toxicas, pode
concluir-se que as amostras do efluente de entrada s&o toxicas para a bactéria e 0
crustéceo e que as amostras dos efluentes de saida do reactor bioldgico sdo pouco
toxicas ou ndo toxicas para estes organismos.

Relativamente aos ensaios com Lemna minor, e dada a menor sensibilidade demons:
trada por este organismo de ensaio face a este tipo de efluente, foram analisadas as
curvas de inibicdo do crescimento de Lemna minor, relativas as amostras do efluente
de entrada e dos efluentes de saida do reactor biolégico (Figura 5). A andlise dos €’
sultados permite afirmar que a amostra composta do efluente de safda do reactor sem
carvdo activado apresenta menor inibicdo do crescimento de Lemna minor nas meno”



res concentracdes, apesar de o efeito na concentracdo de 90% ter sido semelhante
nas trés amostras de efluente de saida.

Analisando o pardmetro cor nos ensaios com Lemna minor, verificou-se ainda gue a
amostra gue revela menor efeito a nivel de necroses e cloroses é a amostra do en-
saio realizado com Ffusarium flocciferum e carvdo activado e com controfo de pH. Os
resultados das restantes amostras revelaram a existéncia de cloroses e necroses nas
frondes de Lemna minor, tendo o ensaio com o efluente de entrada apresentado uma
percentagem elevada de necroses na concentracao de 90%.

FIGURA 5. Percentagem de inibigdo do crescimento de Lemna minor em ensaio de 7
diasdas amostras compostas do efluente de entrada (¢} e de saida do reactor bioldgico
nos ensaios de destoxificagdo de dguas de cozedura da cortica. (Ensaio A (01) - micélio
e GAC, sem controio de pH; Ensaio B (A) - micéfio e GAC, com controlo de pH; Ensaio C
(x ) - micélio, com controlo de pH).
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4, CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios em cultura continua mostraram a capacidade degradativa de Fusarfum floc-
ciferum, sendo de satientar a estabilizagdo do sistema em 5 dias com diminui¢do da
carga organica e da toxicidade e o aumento do pH. Observou-se também uma reduc¢ado
no gue diz respeito aos compostos fendlicos identificados e quantificados por HPLC.

A presenca nas aguas de cozedura da cortica de azoto e fésforo (Mendonga, 2003),
elementos essenciais ao crescimento microbiano, permitiu a implementacdo de um sis-
tema de degradac&o bioldgico capaz de remover os compostos carbonédceos de baixa
massa molecular presentes no efluente. Quanto aos micronutrientes, também ndo foi
necessdria qualquer suplementacdo, visto estarem presentes os principais elementos
associados ao metabolismo celular (Mendonga, 2003), como seja 0 magnésio, o man-
ganés, o cdlcio, o ferro, o cobre e o zinco.

Aadicdo de carvdo activado é um método ndo especifico usado para a remocéo de cor
em tratamentos de dguas residuais (Eckenfelder, 1990; Ford, 1998), mas os resultados
obtidos indicaram que podem ser obtidos bons desempenhos por ajuste da concentra-
¢80 de carvio activado e do tempo de contacto, revelando-se pois interessante inte-
grar o carvdo activado, na sua forma granular, num sistema de destoxificacdo de aguas
de cozedura da cortica.
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0Os resultados obtidos para o efluente a saida do reactor no ensaio com Fusariym
flocciferum e GAC e sem controlo de pH, apontam para a melhor eficiéncia em ter-
mos de remocdo de CQO mas uma baixa redugdo de cor. Os resultados obtidos 3
saida do reactor nos ensaios com controlo de pH apresentam uma melhor eficiéncia
de remogdo de cor, sendo 0 processo em continuo sé com Fusarium flocciferum o
mais eficiente em termos de cor.

A destoxificacdo das dguas de cozedura da cortiga foi conseguida nos ensaios em con:
tinuo, em particular no ensaio sem controlo de pH, as amostras a saida ndo apresenta-
ram efeitos nos organismos ensaiados.

Para remover eficientemente os compostos fendlicos é necessario, por um lado, co:
nhecer os mecanismos de degradagdo especificos destes microrganismos e por outro,
ter uma melhor compreensdo do potencial metabolico de outras espécies de fungos e
suas interacgdes com este tipo de substratos.

Para a passagem a escala industrial seria necessdrio um estudo econdmico e de viabi-
lidade da aplicacdo deste processo em continuo com fFusarium flocciferum, a empresas
preparadoras da cortica de pequena e média dimensdo.

Representando a descarga destas dguas residuais um problema ambiental e dada a
inexisténcia de tecnologias de tratamento adequadas as unidades tradicionais do sec:
tor preparador, estes resultados podem contribuir para a solugdo do problema num ‘
contexto de desenvolvimento sustentédvel.
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