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RESUMO

Os fungos sdo os principais microrganismos responsdveis pela decomposi¢cdo da matéria
organica presente nos residuos sélidos. Nesse contexto faz-se necessério o estudo da agdo dos
fungos em meio a massa de residuos e a identificacdo destes microrganismos quanto ao
género e a espécie que pode gerar informacdes importantes no que refere a melhorar sistemas
degradativos em aterros de Residuos Sélidos Urbanos (RSU). E uma das maneiras para se
estudar estes microrganismos, sem que ocorra grande interferéncia no processo biolégico, € a
partir de biorreatores. O objetivo geral deste estudo foi identificar os fungos filamentosos
presentes em um biorreator de RSU situado na cidade de Campina Grande/PB. Para isto os
fungos foram isolados e preservados, para depois fazer a identificacdo. O método de
preservacdo escolhido para esta pesquisa foi o Castellani (1967). O processo de identificacao
aconteceu entre os meses de abril a agosto de 2014. A identificacdo microscépica foi feita
conforme KLICH (2002) e PITT (2000). A partir dos resultados obtidos, observou-se que, a
preservacdo de fungos em tubos de vidro com dgua destilada foi considerada de facil manejo,
armazenamento e transporte, além de representar ser uma técnica eficiente para fungos
filamentosos, e aplicdvel a uma grande diversidade de gé€neros de fungos. A pratica de
isolamento e preservagdo de fungos filamentosos encontrados em RSU € importante, uma vez
que futuramente estes fungos podem ser utilizados para acelerar processos de biodegradacao.
Durante o processo de identifica¢do, o género Aspergillus foi o que se mostrou predominante.
Isto ja era esperado visto que estes fungos sao comumente encontrados em solos e o biorreator
estudado apresenta uma camada de cobertura de solo compactado, favorecendo assim o
aparecimento destes fungos na massa de residuos. Identificar fungos pode gerar informacgdes

importantes no que se refere a melhorar sistemas degradativos em aterros de RSU.

Palavras chave: Biorreator. Fungos. Identificacdo. Preservagao. Residuos S6lidos Urbanos



ABSTRACT

Fungi are the main microorganisms responsible for the decomposition of organic matter
present in the solid waste. In this context it is necessary the study the action of the fungi in the
middle of the mass of waste and the identification of these microorganisms in terms of gender
and the species can generate important information in regards to upgrade degradative systems
in MSW landfills. And one of the ways for study these microorganisms, though without
encountering a great interference in the biological process, it’s from bioreactors. The general
aim of this study was to identify the filamentous fungi present in a bioreactor of municipal
solid waste in the city of Campina Grande / PB. For this, the fungi had to be isolated and
preserved for later proceed the identification. The preservation method chosen for this
research was the Castellani. The identification process happened between April and August
2014. The microscopic identification was made according to KLICH (2002) and Pitt (2000).
From the results obtained, it was observed that the conservation of fungi in glass tubes with
distilled water was considered easy handling, storage and transportation, in addition to
represent to be an effective technique for filamentous fungi, and applicable to a wide variety
of fungal genera. The practice of isolation and preservation of filamentous fungi found in
MSW is of short importance, since these fungi in the future can be used to accelerate
biodegradation processes. During the identification process, the Aspergillus genus was what if
proved predominant. This was expected since these fungi are commonly found in soils and
the bioreactor studied presents a compacted soil cover layer, thereby fostering the emergence
of these fungi in the mass of waste. Identify fungi can generate important information

concerning to improve degradative systems in MSW landfills.

Keywords: Bioreactor. Fungi. Identification. Preservation. Municipal Solid Waste.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento e crescimento populacional desencadearam uma produgao
quantitativa de residuos muito superior a sua degradagdo, especialmente a bioldgica. Os
Residuos Soélidos Urbanos (RSU) por apresentarem uma composi¢do bastante heterogénea,
fazem muitas vezes com que o processo de degradagdo ocorra de forma mais lenta.

As caracteristicas dos residuos podem variar em fungdo de aspectos sociais,
econOmicos e culturais, dependendo dos habitos de cada comunidade. A andlise dos residuos
pode ser efetuada segundo as suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas.

Em relacdo aos aspectos bioldgicos, os residuos organicos podem ser metabolizados
por vdrios microrganismos decompositores, como fungos e bactérias, aerdbios e/ou
anaerdbios, cujo desenvolvimento dependerd das condi¢des ambientais existentes (IPT, 2000).

Os fungos sdo os principais microrganismos responsaveis pela decomposicdo da
matéria organica, interferindo no ciclo do carbono, do azoto e de outros nutrientes
(ALEXOPOULAOQS et al., 1996). Degradam todo tipo de material degradavel, independente da
origem, transformando-os em elementos assimildveis pelas plantas. Os fungos sdo organismos
economicamente importantes, amplamente distribuidos na natureza. Sdao empregados na
producdo de alimentos, farmacos, enzimas e 4dcidos organicos (PATERSON, 2008).

Estes microrganismos apresentam um papel importante no ciclo da degradacdo da
matéria orginica presente nos residuos solidos. Nesse contexto faz-se necessario o estudo da
acdo dos fungos na massa de residuos, visto que estes microrganismos sao Os primeiros
degradadores a surgirem no processo de biodegradacdo. Sdo eles que vao preparar o terreno
para que Os outros microrganismos possam atuar, ji que gracas ao seu poderoso arsenal
enzimatico, os fungos sdo capazes de degradar macromoléculas, ou seja, de transformar
produtos complexos em produtos menos complexos ou mais faceis de serem assimilados.

Em aterros de RSU os microrganismos bacterianos sempre ganharam mais destaque, o
que gera pouca literatura disponivel, sobretudo, na identificacao de fungos. A identificacdo de
organismos fungicos pode gerar dados dos mais diversos, inclusive auxiliando no
melhoramento de processos metabdlicos.

Nos tltimos anos tem surgido um grande interesse pelos fungos em decorréncia do

potencial de utiliza¢do destes organismos no controle biolégico, producdo de metabdlitos com
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diferentes atividades bioldgicas, excrecdo de enzimas e até como fonte direta de alimentos.
Apesar da crescente descoberta tanto no que se refere a identificacdo de fungos quanto ao seu
papel ou nicho ecoldgico, existe uma grande lacuna no conhecimento, sobretudo na eficiéncia
destes organismos em RSU.

Um aspecto importante na identificacdo de fungos tanto a nivel morfol6gico como a
nivel molecular é que rotas metabdlicas podem ser sugeridas, reduzindo trabalho e custos na
obtencdo de respostas, e ainda melhorar os processos biodegradativos que apresentam um
grande potencial biotecnoldgico.

Nesse contexto, identificar fungos quanto ao género e a espécie pode gerar
informacdes importantes no que refere a melhorar sistemas degradativos em aterros de RSU.
Uma das maneiras para se estudar estes microrganismos, sem que ocorra grande interferéncia
no processo bioldgico, € a partir de células experimentais.

Células experimentais ou biorreatores de bancada t€ém sido uma das justificativas para
o melhor entendimento do comportamento de aterros sanitdrios devido a facilidade de
conhecimento e controle das condi¢des internas e externas (ARAIjJ O, 2011). Vale salientar
que entender um aterro em condicdes experimentais pode ser menos complexo devido as
condic¢des conhecidas e/ou controladas.

Desta forma, o presente estudo foi realizado em uma célula experimental construida
em alvenaria com volume total de 11m3, situada na Universidade Federal de Campina Grande

(UFCG) e preenchida com residuos s6lidos urbanos da cidade de Campina Grande, PB.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar os fungos filamentosos presentes em um biorreator de Residuos Sdélidos

Urbanos situado na cidade de Campina Grande/PB.

2.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar os fungos a partir de amostras de residuos sélidos urbanos (RSU) a diversas
profundidades do biorreator;

e Aplicar um método de preservacao para os isolados fingicos;

e Identificar os fungos que ocorrem em cada camada do biorreator;

e Verificar o género mais representativo dentre os fungos isolados e a partir destes

encontrar as espécies presentes.
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CAPITULO 2

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

A questao dos residuos sempre foi uma problemaética que acompanha o crescimento da
populacdo humana mundial. A produgdo de residuos so6lidos faz parte do cotidiano do ser
humano; ndo sendo possivel imaginar um modo de vida que ndo gere residuos sélidos. Este
problema € percebido em decorréncia do aumento da populacdo humana, a densidade dessa
populacdo nos centros urbanos, a forma e o ritmo da ocupagdo desses espacos € o modo de
vida da populagdo com base na producdo e consumo de bens materiais de maneira
desenfreada, vem tornando os residuos cada vez mais visiveis (PHILIPPI e AGUIAR, 2005).

Residuos s6lidos sdo materiais heterogéneos (inertes, minerais e organicos) resultantes
das atividades humanas e da natureza, os quais podem ser parcialmente utilizados, gerando
entre outros aspectos, protecdo a saude publica e a economia de recursos naturais (FUNASA,
20006).

Os residuos so6lidos podem ser classificados de acordo com a composi¢do quimica:
matéria organica e matéria inorganica; por sua natureza fisica: seco e molhado e quanto aos
riscos potenciais a saude publica e a0 meio ambiente: perigosos, nao inertes e inertes. Outro
tipo de classificacdo estd relacionado a origem dos residuos: domiciliar, comercial, de
varricdo e feiras livres, de servicos de saide e hospitalar, de aeroportos e terminais
rodovidrios e ferrovidrios, industriais, agricolas e entulhos.

O processo de decomposicdo da matéria organica ocorre naturalmente, sendo regido,
principalmente, por microrganismos. (CHANG& MILLES, 2004). Por serem constituidos por
cerca de 50% de material biodegradével, os residuos sélidos urbanos (RSU), passam por um
processo de biodegradacdo que é realizado por diversos tipos de microrganismos, como

fungos, bactérias e actinobactérias.

2.2 ATERROS SANITARIOS

A incorreta disposi¢do final do lixo urbano, além de provocar poluicdo do solo,

colabora para a poluicdo da 4dgua e do ar. A polui¢do das dguas acontece por fendmenos



19

naturais como a lixiviagc@o; e no ar constata-se efluentes gasosos e particulados emitidos para
a atmosfera provenientes de diversas atividades humanas que podem ser considerados como
lixo (SIQUEIRA e MORAES, 2009).

Em geral, a sociedade ndo se preocupa como os residuos produzidos sido dispostos e
tratados, desejando sempre que sejam feitos longe do seu alcance de vista, uma vez que
produzem maus odores e t€m um aspecto desagraddvel. A disposi¢do adequada dos residuos
solidos deve ser realizada em um aterro sanitdrio, que deve ser implantado em locais
especificos, caracterizados por grandes dreas e a certa distdncia de zonas urbanas
(RODRIGUES, 2007).

O estudo dos residuos presentes nos aterros sanitarios € de extrema importincia, uma
vez que permite avaliar o seu comportamento e estabelecer as relagdes fisicas, quimicas e
bioldgicas que ocorrem durante o seu processo de degradagdo, além de possibilitar a avaliagdao
dos processos de decomposi¢ao desses residuos, bem como a geracdo de gases e chorume.
Contudo, o estudo do comportamento de aterros em grandes escalas ainda apresenta alguns
empecilhos, principalmente devido a escassez desse tipo de aterro em nosso pais, visto que a
maioria dos residuos sao dispostos de forma inadequada em lixdes (SILVA, 2012).

No sentido de conhecer melhor o comportamento dos residuos nos aterros, surge como
alternativa o estudo desses residuos em células experimentais (biorreatores). Através dessa
técnica, os dados obtidos podem ser utilizados para construcdo e monitoramento de um aterro

em escala real.

2.3 CELULAS EXPERIMENTAIS (BIORREATORES)

Os biorreatores funcionam como células experimentais que simulam o comportamento
dos residuos em escala real.

As células experimentais constam de uma estrutura cilindrica rigida, com secdo
transversal circular que visa facilitar a distribuicdo e a compactacdo dos residuos no seu
interior, uniformizando a distribuicdo das pressdes laterais na parede interna da célula,
evitando caminhos preferenciais de percolacdo do lixiviado e reduzindo a area de superficie
lateral interna diminuindo desta forma o contato entre os residuos e a parede interna da
estrutura. Além do sistema de drenagem de liquidos e gases e da instrumentagdo prevista, a
célula possui orificios com acesso a massa de residuos para coletas de amostras sélidas

(ALCANTARA, 2007).
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Segundo Alcantara (2007), o estudo de células experimentais € importante para
simular situagdes particulares para andlise de causa e efeito, o que seria invidvel em escala
real, como, por exemplo, estudar o comportamento de residuos com composi¢des especificas,
sua codisposi¢cao com residuos de outra natureza, a simulacdo de condi¢cdes ambientais que
podem envolver precipitacdo, umidade e temperatura, concepc¢do técnica alternativa de

tratamento ou pré-tratamento dos residuos, dentre outros aspectos (Figura 1).

Figura 1- Célula experimental localizada na UFCG

Fonte: Grupo de Geotecnia Ambiental (GGA)

A escolha do tipo do biorreator depende basicamente das condi¢des locais, tipo de
substrato, e principalmente relacdo custo x beneficio (DUARTE, 2014). Biorreatores de
bancada sdo simples, usados principalmente para investigagdes em laboratério. Os reatores
sdo preenchidos em sua totalidade, e de uma s6 vez, com os residuos frescos. Ao término do
processo, os residuos, ja estabilizados, s@o removidos e inicia-se um novo ciclo, com a
introducdo de nova batelada de residuos (CASSINI, 2003).

Estudos realizados em células experimentais buscando entender o comportamento dos
residuos foram realizados por diversos autores: Medeiros (2002), Youcai et al. (2002); John
(2004); Levine et al. (2005); Alcantara (2007); Santos (2010); entre outros. Todos estes
visando compreender as dinamicas ocorridas no processo de degradacdo dos residuos sélidos,
a fim de contribuirem para constru¢do e compreensdo de um aterro em escala real (em
funcionamento). Na cidade de Campina Grande, local de estudo desta pesquisa, estudos
também foram desenvolvidos neste intuito: Leite (2008); Garcez (2009); Meira (2009);
Pereira, (2010); Farias, (2011); Aradjo (2011); Melo (2011); Silva (2012); Ribeiro (2012);
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Aires (2013); Duarte (2014), entre outros que ainda se encontram em andamento, todos
buscando dados que podem ser aplicados em aterros de escala real e para locais que t€ém
condi¢des meteoroldgicas e que a composi¢cdo dos residuos seja semelhante as de Campina
Grande. Estudos em células experimentais vém se tornando bastante comum, visto que ha um

nimero sempre crescente de residuos sendo gerados.

2.4. DEGRADACAO MICROBIOLOGICA DOS RESIDUOS (BIODEGRADACAO)

A biodegradacdo da fracdo organica dos residuos sélidos urbanos € caracterizada por
uma sucessdo de processos complexos através dos quais microrganismos, transformam a
matéria organica em compostos minerais € gasosos. A natureza desses microrganismos e
caracteristicas das diferentes reagdes quimicas e seus produtos permite distinguir vérias etapas
da degradagao (RUSSO, 2005).

ApOs a disposi¢do de residuos num aterro hd predominincia de um ambiente rico em
oxigénio, o que favorece inicialmente a agdo dos microrganismos aerdbios. No entanto, este é
um periodo muito breve, pois o oxigénio € rapidamente consumido pelos microrganismos e
também vai se esgotando devido ao recobrimento didrio com novas camadas de residuos.

A decomposi¢cdo dos residuos solidos urbanos em aterros sanitdrios € um processo
complexo e para que ocorra um crescimento microbiano de forma satisfatdria, todos os
microrganismos necessitam de condicdes minimas para sobrevivéncia e posterior reproducao.
A microbiologia em aterros sanitarios € de fundamental importancia, uma vez que a presenga
de microrganismos nos processos degradativos do lixo sdo um bom instrumento da
biotecnologia (MELO, 2003).

Os fungos sdo os primeiros organismos degradadores a se estabelecerem na massa de
residuos, até porque os esporos (estruturas de reproducdo) dos fungos sdo abundantes e
amplamente encontrados na natureza, germinam rapidamente no solo, em plantas e em
alimentos.

Estes microrganismos sdo de fundamental importancia no processo de biodegradagao,
visto que conseguem transformar compostos complexos em subprodutos menos complexos,
mais simples e de mais f4cil digestdo. No entanto, ainda sdo escassos os estudos que avaliam
a ocorréncia de fungos em residuos sdlidos urbanos. Sendo assim, faz-se necessdrio sua
deteccao e identificagdo em meio a massa de residuos, onde a partir destes estudos pode-se

otimizar o processo de biodegradacdo dos RSU.
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2.4.1 FATORES QUE INTERFEREM NOS PROCESSOS BIODEGRADATIVOS

Em qualquer ser vivo, o crescimento € um processo dindmico que requer energia e
nutrientes para a sintese dos componentes celulares e manutencio celular. Os fungos, em
particular, sdo organismos heterotréficos alimentando-se por absor¢do de nutrientes soltveis
simples através da parede e membrana celulares.

Se as exigéncias desses microrganismos sdo conhecidas, é possivel estabelecer um
conjunto de condi¢des (valores de pH, temperaturas e umidade, etc.) que favorecam o seu
crescimento. Quando estdo fora de seu habitat natural, é necessario criar um ambiente similar
ao natural, para que o microrganismo possa se desenvolver de forma satisfatéria.

Os fungos conseguem sobreviver em ambientes que tem suas condi¢cdes ambientais
oscilando a todo momento. Os fungos, assim como 0s outros microrganismos, t€ém sua faixa
Otima de crescimento, no entanto ndo sdo tdo sensiveis a mudancas ambientais, quanto as

bactérias anaerobias.

2.5 FUNGOS

Os fungos s3o microrganismos eucaridticos largamente distribuidos no ambiente,
incluindo ar, solo e dgua. A estrutura bdsica dos fungos filamentosos é formada por
filamentos denominados hifas, que, em conjunto, formam o micélio. O micélio pode ter duas
funcdes distintas: promover a fixacdo do fungo no substrato (micélio vegetativo) e promover a
reproducdo, através da produgdo de esporos (micélio reprodutivo). O micélio dos fungos
filamentosos € responsavel pelo aspecto caracteristico das coldonias que formam, podendo ser

cotonosos, imidos e gelatinosos (FRANCO et al.,1996; GOCK et al., 2003) (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura celular de um Aspergillus
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Estes microrganismos apresentam uma grande versatilidade em crescer em substratos,
que outros microrganismos ndao sdao capazes de colonizar, como: (i) crescimento com
atividade de 4gua reduzida (aw >0,65 até aw <0,99), (i1) crescimento em valores de pH
reduzido: 3,0 e abaixo; (iii) crescimento em uma grande variedade de temperatura: maior que
0°C e menor que 40°C; (iv) utilizacdo de uma grande variedade de substrato, (v) capacidade
de esporulacdo e disseminacdo em diferentes condi¢des (Taniwaki,1996; Filtenborg et al.,
1996; Medina et al., 2006).

Os fungos, juntamente com outros microrganismos, desempenham papel importante
na formacao do solo, evolucdo da fertilidade, nutri¢cdo de plantas, formacgdao e melhoria de sua
estrutura, degradacio e depuracio de substancias téxicas (BUEE et al., 2007; DONNISON et
al., 2000; ZHONG; CAI, 2004)

Apesar de seu papel bem documentado no funcionamento do ecossistema, estima-se
que apenas 5% das espécies de fungos tenham sido descritas (HAWKSWORTH, 1991) e
pouco € o conhecimento sobre sua dindmica, estrutura da comunidade e diversidade (BELLIS;
KERNAGHAN; WIDDEN, 2007).

O numero hipotético para fungos € cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos no
planeta, porém apenas cerca de 70.000 espécies foram descritas, permanecendo 1.430.000
espécies ainda ndo descritas, os habitats inexplorados podem ser uma fonte de muitas espécies
desconhecidas, inclusive o solo ( HAWKSWORTH, 1991).

Os géneros de fungos filamentosos mais comumente encontrados na natureza sao
representantes de Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Pythium, Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Fungos possuem a capacidade de secretar enzimas no meio ambiente e essas enzimas

auxiliam na degradacdo de varios produtos e compostos; fungos pertencentes ao género
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Aspergillus sdo amplamente empregados em processos biotecnoldgicos, devido a produgdo de
enzimas importantes (SCHUSTER et al., 2002).

Em compostos de RSU, t€m sido encontrados fungos do género Aspergillus, inclusive
da espécie Aspergillus fumigatus, que € responsdvel por infecgdes graves em seres humanos e
animais. Como os fungos s@o microrganismos espordgenos, a sua presenca ao longo do
processo de degradacdo de RSU em aterros, sugere que eles possam permanecer por muito
tempo, no ambiente do aterro, mesmo apds a estabilizacio do material organico

(ALCANTARA, 2007).
2.5.1 IDENTIFICACAO

Os fungos constituem um grupo de organismos muito amplo. Esses microrganismos
representam um grupo distinto, apresentam uma grande variedade de estruturas e organizacao
celular. Podem ser unicelulares ou filamentosos. Os ciclos de reproducdo dos fungos sio
muito variados e podem ser inteiramente sexuados, ou ter fases sexuadas e fases assexuadas.

Sendo na maioria microscopicos € vivendo nos mais diversos substratos, muitos
fungos ainda sdo praticamente desconhecidos. Calcula-se que menos de 5% das 1.500.000
espécies de fungos que se supde existir tenham sido descritas (KIRK et al. 2001). E esse
nimero inclui em sua maioria, fungos macroscépicos, tendo em vista que a identificacdo de
fungos microscépicos € mais dificil.

Esta grande diversidade torna a sua identificacdo dificil e restrita a um grupo
especifico de estudiosos que se dedicam as questdes da micologia. Toda a classificagdo dos
fungos se prende essencialmente as caracteristicas morfoldgicas e reprodutoras (MACHADO,
2006). Nesse contexto, a identificacdo contribui para um melhor entendimento da estrutura da
comunidade de fungos e também de suas fung¢des.

Apesar de haver milhares de espécies microbioldgicas identificadas, estima-se que elas
correspondam a menos de 10% dos microrganismos existentes no planeta; o restante das
espécies permanece desconhecido para a comunidade cientifica (GARCIA, 1995).

Através dessa pesquisa pode-se conhecer quais fungos encontram-se presentes na
massa de residuos. Pois a grande dificuldade na realizacdo dessa pesquisa € a escassez de
estudos de fungos em residuos sélidos aqui no Brasil, principalmente residuos sélidos
aterrados.

Sendo assim, os estudos envolvendo a identificacio dos fungos filamentosos que

atuam no processo de biodegradacdo dos RSU, sdo de grande importancia, tanto
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academicamente quanto em relacdo a sua aplicabilidade. O entendimento de suas atividades
em ambiente natural € extremamente relevante para a simulagdo em laboratério, e

posteriormente utilizagao dos resultados em escala real.
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CAPITULO 3

Neste capitulo serdo apresentados dois artigos cientificos. O primeiro artigo aborda o
processo de isolamento e preservacdo dos fungos filamentosos encontrados em Residuos
Sélidos Urbanos (RSU) presentes em um biorreator. O segundo artigo, aborda o processo de
identificacdo destes fungos isolados de RSU. Desta maneira assuntos de maior relevancia

destes trabalhos foram abordados em formas de artigos.
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RESUMO

O isolamento flngico tem por finalidade preservar a viabilidade das coldnias, permitindo
observar o seu comportamento em sua forma pura. Os métodos de preservacao visam manter
as culturas em um estado vidvel sem mudangca morfoldgica, fisiolégica ou genética. O
objetivo deste trabalho é demonstrar a técnica de isolamento e o método de preservacao de
fungos filamentosos de ocorréncia em Residuos Sélidos Urbanos (RSU). Este estudo
contribuird na otimizacdo de processos biodegradativos de RSU e tomadas de decisdes. Os
fungos estudados foram provenientes da massa de RSU de um biorreator com altura de 3,5 m
e 2,0 m de didmetro e volume aproximado de 11 m3, dotado de doze pontos de coleta de
residuos. No isolamento fungico foi utilizado o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose,
rico em nutrientes que, devido as altas concentracdes de carboidratos, favorece o crescimento
de diversos fungos leveduriformes e filamentosos. Apds o periodo de crescimento dos fungos
totais, foram isolados apenas os filamentosos. Para a preservacdo destes fungos foi escolhido
o método de agua destilada esterilizada. Como resultado observou-se que, ao longo dos seis
meses de coleta de residuos, houve variacdo no nimero de fungos isolados por amostra. Dos
81 fungos isolados, 76 foram preservados, visto que alguns ndo cresceram o suficiente para
que os discos fossem cortados e outros foram contaminados ao longo dos repiques. O método
de preservacdo escolhido apresentou como resultado um baixo indice de contaminagdo,
mostrando que apds a preservacdo, os fungos estavam vidveis e apresentavam as mesmas

caracteristicas morfolégicas.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Isolamento. Preservacao. Residuos Sélidos Urbanos

Isolation and Preservation of filamentous fungi from Municipal Solid Waste

ABSTRACT

The fungal isolation aims to preserve the vitality of colonies, allowing observe their behavior
in its pure form. The preservation methods aim to maintain cultures in a viable state without
morphological, physiological or genetic change. The objective of this work is to demonstrate
the isolation technique and the method of preservation of filamentous fungi found in
Municipal Solid Waste (MSW). This study will contribute in the optimization of

biodegradation processes of MSW and decision making. The fungi were studied from MSW
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mass of a bioreactor with a height of 3.5 m and 2.0 m of diameter and approximate volume of
11 m3, equipped with twelve points of waste collection. In fungal isolation, Sabouraud
Dextrose Agar culture media was used, rich in nutrients due to high concentrations of
carbohydrates, it promotes the growth of several yeasts and filamentous fungi. After the
growth period of total fungi, only the filamentous ones were isolated. To preserve these fungi,
the sterile distilled water method was selected. As a result, it was observed that, over the six
months of waste collection, there was a variation in the number of fungi isolated per sample.
Of the 81 isolated fungi, 76 were preserved because some have not grown enough so that the
discs were cut and others were contaminated during the samplings. The chosen method of
preservation had a low infection rate, showing that after preservation, the fungi were viable

and had the same morphological characteristics.

Keywords: Filamentous fungi. Isolation. Preservation. Municipal Solid Waste

INTRODUCAO

Os fungos apresentam um papel importante no ciclo da degradacdo da matéria
organica presente nos Residuos Sélidos Urbanos (RSU), pois sdo os primeiros organismos a
surgirem no processo de biodegradagdo. Os fungos, por exemplo, podem tornar disponivel o
carbono de estruturas organicas e acelerar processos bioquimicos por diminuir as perdas de
nitrogénio e, assim, otimizar os processos fermentativos, levando-se em consideracdo a
relacdo C:N, pois se ocorrerem desequilibrio destes constituintes, podem surgir problemas
operacionais e biolégicos (MISRA et al., 2003; KIEHL, 2002).

Assim, conhecer a fisiologia de fungos € oportuno, uma vez que, as informacgdes
fisiolégicas servem para prever taxas de degradacdo metabdlica em ambientes especificos.
Uma das maneiras de coletar informacdes destes microrganismos € isold-los e preserva-los
para o desenvolvimento de trabalhos posteriores e sucessivos.

Denomina-se isolamento, a operacdo de transferéncia do microrganismo da fonte de
origem, a outro meio natural ou artificial que permita estudd-lo na sua forma pura. Tem por
finalidade preservar a vitalidade das colOnias, permitindo desta forma, observar o
comportamento dos microrganismos em diferentes meios de cultura.

A atividade de isolamento de fungos pode ser feita diretamente a partir de algum

substrato ou de um compartimento ambiental como ar, d4gua ou solo, utilizando vidraria e
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instrumentos esterilizados, com a manipulacdo em uma zona de seguranga préximo a uma
chama.

Para que ocorra o isolamento dos fungos, é necessdrio oferecer condi¢des propicias
para o seu desenvolvimento. O isolamento pode ser realizado utilizando cdmaras imidas e um
meio de cultura sélido ou liquido, semi-sintético ou sintético.

As culturas de microrganismos sido extremamente vulnerdveis e podem se contaminar
facilmente, sendo muitas vezes dificeis obté-las puras. Os métodos de preservacao t€m como
objetivo manter as culturas num estado vidvel, sem mudanca morfoldgica, fisiolégica ou
genética. Para se obter um bom resultado na aplicacio de um método de preservacdo, a
cultura deve estar em condi¢Oes adequadas para o seu desenvolvimento e respeitar as
condi¢des Otimas de crescimento, temperatura, umidade, aeracdo, iluminacdo e meio de
cultivo. Além disso, a escolha de uma técnica para preservacdo depende das particularidades
do agente, das caracteristicas do método, dos custos de manutencdo, da importancia do acervo
e principalmente da disponibilidade de equipamentos (ABREU & TUTUNIJI, 2003; GIRAO
et al., 2004).

Os métodos mais comuns de preservacdo de culturas de fungos filamentosos sdo a
preparacao de suspensdes de esporos conservadas a baixas temperaturas ou a preservacao em
meio sélido no caso de fungos ndo produtores de esporos. E ainda possivel a preservagio do
micélio de fungos filamentosos em agua estéril. Esta € uma técnica simples, econdmica e
segura, que previne o pleomorfismo (capacidade de assumir diversas formas) e a
contaminacdo com dcaros, além de garantir a sobrevivéncia de cultivos flingicos por periodos
prolongados de cerca de 12 anos, com uma taxa de sobrevivéncia da ordem dos 90 %
(BUENO &QIANGQIANG, 1998).

Nos laboratérios de engenharia sanitdria e ambiental, geralmente, os fungos sio
estudados no momento de sua acdo e depois descartados. Este estudo pode oferecer uma nova
visdo e perspectiva no que se refere ao isolamento e preservacdo de fungos em RSU. O
isolamento e a preservacdo de fungos pode proporcionar 0 seu uso posterior em processos
bioldgicos sem a necessidade de sempre buscd-los no préprio aterro de disposi¢do. Este
trabalho tem como objetivo demonstrar a técnica de isolamento e o método de preservacao de

fungos filamentosos encontrados em Residuos S6lidos Urbanos.
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MATERIAL E METODOS

FONTE DE MICRORGANISMOS

Os fungos estudados foram isolados da massa de RSU do biorreator ilustrado na
Figura 1. Este biorreator apresenta doze pontos de coleta de residuos, porém os trés primeiros
pontos na horizontal, referente ao nivel superficial, foram desativados logo na primeira coleta
de amostras de RSU devido ao recalque imediato elevado que acontece naturamente, ou seja,
deformacdes verticais imediatas na massa de residuos, ocasionado pelo peso da camada de
cobertura de solo compactado. Sendo assim, ficaram apenas trés niveis em profundidade para
coleta de residuos, denominados de nivel superior, intermedidrio e inferior onde cada nivel
apresenta tres pontos de coleta, totalizando nove pontos para coleta dos residuos (Figura 1).
Vale salientar que os pontos de coletas do nivel superficial, foram desativados apenas para as

coletas, sendo que estes ndo foram removidos, premanecendo no biorreator estudado.

Figura 1 - Biorreator localizado em um terreno cedido pela Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG)
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Fonte: Grupo de Geotecnia Ambiental (GGA)

Esse biorreator foi construido nas dependéncias da UFCG, localizada na cidade de
Campina Grande, no Estado da Paraiba-Brasil (Figura 2), sendo construido em alvenaria de
tijolos manuais, com altura de 3,5 m, didmetro de 2,0 m e com um volume aproximado de 11

m’, dotado de doze pontos de coleta de residuos, sendo trés a cada 0,6 m de altura,



150
151
152
153

154
155

156
157
158

159
160

161

32

distribuidos em quatro pontos de alturas diametralmente opostas. Cada abertura lateral tem

diametro de 0,10 m, conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 2 - Localizacao da cidade onde o biorreator foi construido
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Fonte: Grupo de Geotecnia Ambiental (GGA)

Figura 3 — Croqui do biorreator estudado
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Visando obter amostras representativas dos RSU da Cidade de Campina Grande
verificou-se a necessidade de se estabelecer um plano de amostragem, através de um
planejamento estatistico. Este plano foi baseado nas informagdes obtidas junto a Diretoria de
Limpeza Urbana (DLU) da cidade e do Instituto Brasileiro de Geografia Estatisca. Para isso,
foram utilizados dados do censo populacional do IBGE 2010, juntamente com dados da
geracdo de residuos na cidade e desenvolvida uma metodologia inédita de amostragem, com o
objetivo de representar fielmente a composi¢do dos residuos sélidos gerados na cidade de
Campina Grande.

No planejamento estatistico a cidade de Campina Grande estd dividida em quatro
zonas (Norte, Sul, Leste e Oeste), e através do sorteio foram selecionados os bairros para
coleta dos residuos. Para os nove bairros sorteados foram previamente estabelecidos, por meio
de cdlculos estatisticos, a quantidade de residuos que deveria ser coletada (MONTEIRO,

2012).

ISOLAMENTO

Para a realizacdo do isolamento, os meios de cultura sdo na maioria das vezes
solidificados com 4gar, na propor¢do de 1,5 a 2,0%. De forma geral, os fungos desenvolvem-
se melhor em meios abundantemente supridos com hidratos de carbono e em pH neutro ou
ligeiramente 4cido. O meio de cultura utilizado nesta pesquisa para o isolamento foi o Agar
Sabouraud Dextrose com adicdo do antibidtico cloranfenicol, onde foi colocado 10 mL de
meio de cultura em cada placa de Petri, incubadas a uma temperatura de 25°C.

ApOs o periodo de crescimento que é em torno de cinco a sete dias, foi realizada a
contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) dos fungos totais, que permaneceu
durante quase todo o periodo de monitoramento numa ordem de grandeza de 10”. Para o
isolamento, foram separadas as placas de Petri que continham apenas os fungos filamentosos.
Em seguida, foram preparadas novas placas contendo Agar Sabouraud Dextrose, e estes
fungos que haviam sido separados, foram repicados até se conseguir o isolamento das
coldnias puras, livres de contaminag¢do. As coldnias fingicas foram isoladas com base em
aspectos macroscopicos como textura e cor. Estes procedimentos foram realizados em uma

camara de fluxo laminar e préximos a uma lamparina (Figura 4).
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Figura 4 - Isolamento dos fungos filamentosos

ra

Os fungos foram isolados durantes os meses de outubro e novembro do ano de 2013,

de janeiro a abril de 2014, totalizando seis meses de coleta.

PRESERVACAO

Os métodos usualmente empregados para a manuteng¢do de microrganismos sao o 6leo
mineral, dgua destilada esterilizada, baixas temperaturas (congelamento a -80°C e nitrogénio
liquido) e liofilizacdo (FIGUEIREDO, 2001; CANHOS, 2003; NAKASONE et al., 2004).

O método escolhido para esta pesquisa foi o CASTELLANI (1967), onde tubos de
vidro com capacidade para 10 mL, foram preenchidos com cerca de 3 mL de dgua destilada
estéril. Para a preservacdo dos fungos filamentosos isolados, apds crescimento das coldnias no
meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), foram cortados discos de micélio, com o
auxilio de furadores, e transferidos para os tubos de vidro. Os tubos foram posteriormente
tampados com tampas de borracha, que foram vedadas com papel filme, sendo também
identificados com etiquetas que forneciam uma numeracao aleatéria e a data da preservacao,

sendo mantidos a temperatura ambiente (Figura 5).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ISOLAMENTO

O meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose demonstrou ser eficaz para o cultivo de
fungos, porém algumas espécies ndo cresceram como esperado, quando comparadas a outras
que foram cultivadas em BDA. Isso pode ter acontecido em virtude das caracteristicas
fisioldgicas, pois existem fungos que apresentam crescimento lento e outros que sdo mais
exigentes quanto aos aspectos nutricionais. Vale salientar que durante os seis meses de

monitoramento, foram isolados 81 fungos (Figura 6).

Figura 6 - Fungos isolados em placas de Petri.

Fonte: Arquivo pessoal

O Quadro 1 apresenta a quantidade de fungos por nivel de profundidade no biorreator

durante o periodo de coleta de amostras.
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Quadro 1 - Quantidade de fungos que foram isolados em cada nivel do biorreator

Més de coleta Quantidade de isolados por nivel Quantidade d(f isolados
por més
Superior | Intermediario | Inferior

Outubro (2013) 2 2 1 5
Novembro (2013) 3 4 4 11
Janeiro (2014) 2 8 5 15
Fevereiro (2014) 3 4 5 12
Marco (2014) 4 4 5 13
Abril (2014) 5 13 7 25
Total de isolados: 19 35 27 81

Ao longo dos seis meses de coleta dos residuos, houve variacdo no nimero de fungos
isolados, onde pode-se perceber que no nivel intermediario, houve um maior ndmero de
fungos isolados. Isso pode ter acontecido em decorréncia das condi¢des de alguns parametros
tais como: pH e umidade estarem mais propicias para o crescimento de fungos na massa de
RSU na camada intermedidria do biorreator. Durante o periodo de monitoramento, foram
encontrados no nivel intermedidrio do biorreator, valores de pH (entre 8 e 9 unidades), e uma
umidade ( em torno de 40 a 60%) e isto pode ter favorecido o maior crescimento de fungos
neste nivel, visto que fungos filamentosos toleram pH entre 1,5 e 11 e a taxa de umidade
considerada 6tima para a biodegradacao, fica em torno dos 40 a 60%.

Outro fator que pode ter influenciado o maior nimero de fungos filamentosos na
camada intermedidria, é que este biorreator € dotado de uma camada de cobertura de solo
compactado, e através de outros estudos, foi verificado que o solo dessa camada foi carreado
por todo o extrato de residuos. Sendo assim, além dos fungos estarem presentes na massa de
residuos, eles foram acrescidos do solo que foi carreado, esse solo pode ter funcionado como
uma espécie de indculo.

Estes resultados corroboram com estudos realizados por MELO et al (2014) em um
biorreator com caracteristicas e dimensdes semelhantes ao que foi estudado, onde pode-se
perceber que a camada que melhor representa o processo de biodegradagcdo dentro do
biorreator, € a camada intermedidria; pois esta camada sofre pouco ou nenhuma interferéncia
do ambiente e das camadas adjacentes.

Alguns fungos foram repicados vdrias vezes em virtude de se contaminarem
facilmente. Essas contaminacOes devem-se ao fato dos fungos estudados apresentarem
esporos muito secos, o que faz com que estes se dispersem rapidamente dentro do ambiente

de trabalho, podendo contaminar outras culturas. Outro fator que pode ter contribuido para
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estas contaminagdes ocorrerem, pode ter sido a presenca de fungos parasitas, os quais podem

ter crescido sobre outros fungos, ocasionando as contaminacdes e perca total da cultura.
PRESERVACAO

Dos 81 fungos isolados, 77 foram preservados, visto que alguns fungos ndo cresceram
o suficiente para que os discos fossem cortados, podendo se tratar de fungos de crescimento

lento e outros foram contaminados ao longo dos repiques (Quadro 2).

Quadro 2 - Quantidade de fungos que foram preservados

Total de | Quantidade
Més de coleta Quantidade de isolados por nivel isolados de fungos
por més | preservados
Superior | Intermediario | Inferior
Outubro (2013) 2 2 1 5 5
Novembro (2013) 3 4 4 11 11
Janeiro (2014) 2 8 5 15 15
Fevereiro (2014) 3 4 5 12 12
Marco (2014) 4 4 5 13 9
Abril (2014) 5 13 7 25 25
Total: 77

Dos fungos i1solados, a maioria foram preservados, e apenas 4 do total de 81 isolados
ndo puderam ser preservados, pois se contaminaram durante o processo.

O método CASTELLANI (1967) é bastante utilizado para preservar fungos
filamentosos. H4 relatos de preservacao de muitos fungos neste método, inclusive dos que
habitam o solo tais como Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae e Phytium sp.
(DHINGRA, 1995; SINGLETON, 1992).

Ap6s o processo de preservagdo, os fungos podem ser reativados para utilizacdo em
processos de identificacdo. Sendo assim, os resultados observados para este método de
preservacdo, foram considerados positivos € mostraram que apds a preservacdo, os fungos
estavam vidveis e apresentavam as mesmas caracteristicas morfolégicas. BUENO e
GALLARDO (1998) em um estudo utilizando 26 cepas preservadas pelo método de
CASTELLANI (1967), durante dois anos observaram a viabilidade de 100% das cepas e sem
alteracOes nas caracteristicas macroscopicas e morfolégicas, demonstrando a eficiéncia desse

método na preservacdo da viabilidade de culturas flingicas.
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APARECIDO et al (2007) comparando viabilidade de culturas fiingicas preservadas
pelos métodos CASTELLANI (1967) e liofilizagdo, sugerem que o método de CASTELLANI
seja mais vantajoso para manter em laboratdrio diferentes géneros e espécies de fungos.

APARECIDO et al. (2001) afirmaram que o método de dgua destilada esterilizada,
além de garantir a preservaciao das caracteristicas originais da cultura por longos periodos,
pode promover a auséncia de contaminagdo por dcaros, apresentar baixo custo por utilizar
somente dgua destilada e revelar a necessidade de pequeno espaco fisico para acondicionar os
frascos, além de poder ser empregado para grande nimero de géneros e espécies de fungos.

Resultados positivos, com relagdo ao método de CASTELLANI (1967), vém sendo
obtidos desde 1967 por diversos autores (FIGUEIREDO, 1967; FIGUEIREDO; PIMENTEL,
1975; FIGUEIREDO et al., 1980; RUSSOMANNO et al., 1995; PICCININ; PASCHOLATI,
1996; APARECIDO; FIGUEREDO, 1997; EGYDIO; FIGUEIREDO, 1999; PASSADOR et
al.,, 2000; APARECIDO et al.,, 2001), demonstrando a eficiéncia desta técnica para a
manuten¢do da viabilidade de culturas flingicas.

Para a recuperacdo dos fungos, foi utilizado somente o meio de cultura BDA. Este
meio de cultura é muito utilizado para cultivar fungos filamentosos, visto que estes
microrganismos apresentam grande aderéncia ao 4gar, e por tratar-se também de um meio de
cultivo de fécil preparo e de baixo custo. MCGINNIS (1974), também utilizou BDA no
processo de reativacdo de fungos filamentosos, e encontrou elevados indices de viabilidade

para os fungos mantidos em agua.

Figura 7 - Preservacdo em CASTELLANI (1967) dos fungos encontrados

o

Fonte: Arquivo pessoal
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CONCLUSOES

e O isolamento de fungos filamentosos provenientes de RSU demonstrou ser uma
técnica trabalhosa, pois neste tipo de substrato € comum a presenca de fungos contaminantes e

estes sao extremamente vulneraveis, podendo contaminar facilmente o ambiente de trabalho;

e O BDA caracterizou-se como um meio de cultura eficaz, quando comparado ao
Agar Sabouraud Dextrose, para o cultivo dos fungos filamentosos estudados em RSU, onde

todos os fungos mostraram um crescimento positivo;

e O método de preservagao escolhido, além de econdmico, demonstrou ter um baixo

indice de contaminac¢do, quando comparado a técnica de repiques sucessivos;

e A preservacdo de fungos em tubos de vidro com dgua destilada (método Castellani)
foi considerada de ficil manejo, armazenamento e transporte, além de representar ser uma

técnica eficiente para fungos filamentosos, e aplicdvel a uma grande diversidade de fungos;

e Os indices de viabilidade observados para os fungos filamentosos foram elevados,
visto que todos os fungos mantiveram suas caracteristicas morfoldgicas apds a preservacao,
demonstrando que a manuten¢do em agua destilada parece ser adequada para a preservacao

desses fungos;

e A prética de isolamento e preservacao de fungos filamentosos encontrados em RSU
¢ de suma importancia, uma vez que futuramente estes fungos podem ser utilizados para

acelerar processos de biodegradacao;

e A partir desse estudo, pode-se perceber a dificuldade em se isolar fungos
filamentosos presentes em RSU e os resultados encontrados, irdo subsidiar outras pesquisas
na drea de Residuos Sdélidos; uma vez que existe uma escassez de estudos de fungos em

residuos s6lidos no Brasil, principalmente residuos sélidos aterrados.
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RESUMO

O processo de identificacdo € extremamente importante, pois quando se conhece o
microrganismo, € possivel, a partir de suas caracteristicas, estimar o seu papel funcional. Este
trabalho teve como objetivo identificar os fungos que ocorrem em cada camada de um
biorreator de Residuos Sdlidos Urbanos (RSU) durante um periodo de seis meses de
monitoramento, verificar o género mais representativo dentre os fungos totais e a partir deste
identificar as espécies presentes. O biorreator apresenta uma altura de 3,5 m e 2,0 m de
diametro e volume aproximado de 11m?, dotado de doze pontos de coleta de residuos. Para
identificacdo foram utilizados os meios de cultura padrdo, Czapeck Yeast Agar (CYA) a 25
°C e 37 °C por 7 dias e Malt Extract Agar (MEA) a 25 °C por 7 dias. Como resultado
observou-se que, dentro dos 77 isolados flngicos, foram encontrados 12 géneros, onde o
geénero Aspergillus foi o que apareceu em maior frequéncia e também com o maior nimero de
espécies encontradas. Dentre as espécies presentes do género Aspergillus, 15 foram
encontradas no nivel superior do biorreator, 19 no nivel intermediario e 14 no nivel inferior.
Este género foi o mais predominante, pois Aspergillus sdo amplamente distribuidos na
natureza e ocorrem em diversos substratos, principalmente em solos e o biorreator estudado
apresenta uma camada de cobertura de solo compactado. A maioria dos fungos encontrados
neste estudo foi identificada, mostrando que os métodos escolhidos sdo eficazes para a

identificacdo de fungos filamentosos encontrados em RSU.

Palavras-chave: Aspergillus. Fungos filamentosos. Identificacdo. Residuos So6lidos Urbanos

IDENTIFICATION OF FILAMENTOUS FUNGI PRESENT IN A BIOREACTOR OF
MUNICIPAL SOLID WASTE

ABTRACT

The identification process is extremely important, because when you know the microrganism,
it is possible, from its characteristics, estimate its functional role. This work aimed to identify
the fungi present in each layer of a bioreactor of Municipal Solid Waste (MSW) for a period
of six months of monitoring and verify the most representative genus in the total fungi and
from this find the species present. The bioreactor has a height of 3.5 m to 2.0 m in diameter

and approximate volume of 11 m’, with twelve points of waste collection. For identification
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were used the standard culture media , Czapeck Yeast agar (CYA) at 25 ° C and 37 ° C for 7
days and Malt Extract Agar (MEA) at 25 ° C for 7 days. As a result it was observed that,
within the 77 fungal isolates, were found 12 genera, where the Aspergillus genus was what
appeared in larger frequency and also with the highest number of species found. Among the
species present in the Aspergillus genus, 15 were found in the upper level of the bioreactor,
19 in the intermediate level and 14 in the less level. This genus was the most predominant,
because the Aspergillus are widely distributed in nature and occur in various substrates,
mainly in soils and the studied bioreactor present a compacted soil cover layer. Most fungi
found in this study was identified, showing that the chosen methods are effective for the

identification of filamentous fungi found in MSW.

Keywords: Aspergillus. Filamentous fungi. Identification. Municipal Solid Waste

INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos extremamente importantes para o funcionamento dos
ecossistemas; embora estejam entre os organismos mais importantes do mundo, existem
informacdes limitadas ou incompletas para a maioria das espécies (MUELLER et al., 2004;
MUELLER; SCHMIT, 2007 ).

Sendo na maioria microscopicos € vivendo nos mais diversos substratos, os fungos
ainda sdo praticamente desconhecidos. Calcula-se que menos de 5% dentre 1.500.000
espécies de fungos que se supde existir tenham sido descritas (KIRK et al. 2002). Esse
nimero inclui em sua maioria, fungos macroscopicos, tendo em vista que a grande
diversidade dos fungos microscOpicos torna a sua identificacdo dificil devido a ampla
variacdo das caracteristicas morfologicas resultantes da constituicdo genética de cada
microrganismo.

Os géneros de fungos filamentosos mais comumente encontrados na natureza sao
representantes de Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Pythium, Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Os fungos possuem a capacidade de secretar enzimas no meio ambiente e esses
catalisadores bioldgicos, auxiliam na degradacdo de produtos e compostos. Fungos
pertencentes ao género Aspergillus, por exemplo, sdo amplamente empregados em processos

biotecnoldgicos, devido a producdo de enzimas importantes (SCHUSTER et al., 2002).
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Os estudos envolvendo a identificacdo dos fungos filamentosos que atuam no processo
de biodegradacdo dos Residuos Soélidos Urbanos (RSU) sdo de grande importincia, tanto
academicamente quanto em relacdo a sua aplicabilidade. Conhecendo a micobiota presente
nos RSU, € possivel analisar a velocidade da biodegradacdo ou até mesmo acelerar este
processo aumentando a sua eficiéncia, através do conhecimento das espécies presentes. Isto
pode ajudar o monitoramento dos aterros e também aumentar o seu tempo de vida util, através
de consoércios de diversos tipos de fungos, que podem ser introduzidos dentro da massa de
residuos.

Nesse contexto, a identificagdo contribui para um melhor entendimento da estrutura da
comunidade de fungos e também de suas func¢des. Identificar € uma tarefa extremamente
relevante, pois quando se conhece o microrganismo, € possivel, a partir de suas
caracteristicas, estimar o seu papel funcional e com base nessas informacdes, poder simular
seu ambiente natural em laboratério. Através dessa pesquisa pretende-se conhecer quais
fungos encontram-se presentes na massa de residuos dentro do biorreator.

Este trabalho teve como objetivo identificar os fungos presentes em cada camada de
um biorreator de Residuos Sélidos Urbanos (RSU) durante um periodo de seis meses de
monitoramento e verificar o género mais representativo dentre os fungos totais e a partir deste

encontrar as espécies presentes.

MATERIAL E METODOS

FONTE DE MICRORGANISMOS

Os fungos estudados foram isolados da massa de RSU do biorreator ilustrado na
Figura 1. Este biorreator apresenta doze pontos de coleta de residuos, porém os trés primeiros
pontos na horizontal, referente ao nivel superficial, foram desativados logo na primeira coleta
de amostras de RSU devido ao recalque imediato elevado que acontece naturamente, ou seja,
deformacdes verticais imediatas na massa de residuos, ocasionado pelo peso da camada de
cobertura de solo compactado. Sendo assim, ficaram apenas trés niveis em profundidade para
coleta de residuos, denominados de nivel superior, intermedidrio e inferior onde cada nivel
apresenta tres pontos de coleta, totalizando nove pontos para coleta dos residuos (Figura 1).
Vale salientar que os pontos de coletas do nivel superficial, foram desativados apenas para as

coletas, sendo que estes ndo foram removidos, premanecendo no biorreator estudado.
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Figura 1 - Biorreator localizado em um terreno cedido pela Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG)
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Fonte: Grupo de Geotecnia Ambiental (GGA)

A identificac@o dos fungos filamentosos foi feita através de um convénio institucional
entre a Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), através do laboratério de
Geotecnia Ambiental e com o laboratdrio de fitopatologia da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria, (EMBRAPA) localizada na cidade de Campina Grande, no Estado da Paraiba-

Brasil.

IDENTIFICACAO MACROSCOPICA

O processo de identificacdo aconteceu entre os meses de abril a agosto de 2014. As
culturas que estavam isoladas e preservadas pelo método CASTELANI (1967) foram
reativadas a 25 °C em placas de Petri utilizando o meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA). Para a inoculacdo dos fungos nas placas contendo o meio de cultura, foi utilizado um
fragmento da coldnia (com o auxilio de uma al¢a de platina) que foi introduzido no centro da
placa.

Ap6s 5 e 7 dias de crescimento foi efetuado um registro fotografico (Méquina
Cybershot 14.1 Megapixels, Sony, Tokyo, Japan) das caracteristicas macroscépicas
observadas. Caracteristicas como borda e tamanho das colonias, medi¢ao do seu didmetro em

mm, cor e textura das colonias, também foram observadas.
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Para facilitar, os fungos foram identificados primeiramente a nivel de género

utilizando o meio de cultura BDA, para que depois pudesse se chegar até a espécie.
IDENTIFICACAO MICROSCOPICA

A identificacao microscopica para Aspergillus e Penicillium foi feita conforme KLICH
(2002) e PITT (2000). Passado o periodo de crescimento, os isolados fingicos foram
inoculados em novas placas de Petri contendo os meios de cultura padronizados, Czapeck
Yeast Agar (CYA), incubados as temperaturas de 25 °C e 37 °C por 7 dias e Malt Extract

Agar (MEA) a 25 °C por 7 dias conforme os manuais de identificacao.

CYA (Composicao do meio de cultura)
NaNO;-3 ¢

KCI-0,5¢
MgS0,4.7H,0 - 0,01 g
FeS0O4.7H,0-0,01 g
CuS04.5H,0 - 0,005 g
ZnS04.7H,0 - 0.1¢g
KoHPO,-1¢g

Extrato de levedura-5 g
Sacarose - 30 g
Agar-20 g

Agua destilada - 1000 ml

MEA (Composi¢ao do meio de cultura)
Extrato de malte — 25 g

Agar—20¢

Agua destilada — 1000 ml

Para o preparo dos meios de cultura, os reagentes foram dissolvidos em 4gua destilada
dentro de um béquer. Em seguida o béquer foi levado para o micro-ondas (cerca de 6
minutos) para realizar a fusdo do dgar com os demais reagentes. Em seguida, o meio de

cultura foi distribuido em Erlenmeyeres e levados para a autoclave a 121°C por 15 minutos.
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Para os demais géneros encontrados, a identificacao foi realizada utilizando-se apenas
o meio de cultura BDA; ndo foi necessdrio fazer suspensdes e o fragmento da coldnia foi
colocado apenas no centro da placa.

Existem diversos métodos para realizacdo de preparagdes microscopicas para
visualiza¢do ao microscépio, no entanto, o mais comum e utilizado nesta pesquisa, consiste
em retirar do rebordo da colénia uma amostra e colocd-la numa gota de azul de algodao (1g/L

em 4acido lactico 88%), entre 1amina e laminula.

IDENTIFICACAO MICROSCOPICA DE ASPERGILLUS E PENICILLIUM

Para os fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, foi preparada uma
suspensdo de conidios a partir de cada cepa em 0,5 mL de meio constituido de 0,2% de Agar-
agar e 0,05% de Tween 80TM, previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos, distribuida
em tubos Eppendorf (PITT; HOCKING, 1999). Em seguida, foi introduzida a agulha de
platina na suspensdo de conidios e transferiu-se para trés pontos equidistantes nas placas

contendo o meio de cultura CYA (incubadas a 25 °C e 37 °C) e MEA (incubadas a 25 °C).
RESULTADOS E DISCUSSAO
IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Analisando as caracteristicas morfoldgicas dos fungos foram identificados 77 isolados,

conforme o Quadro 1.
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Quadro 1: Identificaciao dos fungos encontrados

1. A, niger 34. Dactylaria sp. 67. A. flavus

2. Cladosporium sp. |35. Scedosporium sp.|68. Descartado

3. Graphium sp. 36. Curvularia sp. 69. A. candidus

4. Descartado 37. A. sydowii 70. Scedosporium sp.
5. A.clavatus 38. Paecilomyces sp. |71. A. sydowii

6. A. parasiticus 39. A. flavus 72. A. terreus

7. Descartado 40. Descartado 73. A. sydowii

8. Scedosporium sp. |41. A. fumigatus 74. Scytalidium sp.
9. Paecilomyces sp. |42. Basipetospora sp.|75. A. sydowii

10. Descartado 43. Descartado 76. A. terreus

11. Paecilomyces sp. |44. Descartado 77. mycelia sterilia
12. Paecilomyces sp. [45. A. fumigatus 78. P. commune
13. A.fumigatus 46. A. ochraceus 79. A. fumigatus
14. Paecilomyces sp. |47. Paecilomyces sp. |80. A. fumigatus
15. A.flavus 48. Paecilomyces sp. |81. A. fumigatus

16. Basipetospora sp. |49. Scedosporium sp.|82. Descartado
17. Sarophorum sp. 50. Scedosporium sp.|83. Scedosporium sp.

18. A. niger 51. P. purpurogenum |84. Descartado

19. A.niger 52. Descartado 85. A. sydowii

20. A.fumigatus 53. Descartado 86. Scedosporium sp.
21. Descartado 54. A. fumigatus 87. A. candidus

22. A.fumigatus 55. A. fumigatus 88. A. fumigatus

23. A.flavus 56. mycelia sterilia 89. mycelia sterilia
24. A.ochraceus 57. Aterreus 90. Descartado

25. Descartado 58. A. fumigatus 91. Scedosporium sp.
26. Scedosporium sp. |59. A. fumigatus 92. A. ochraceus

27. P.spinulosum 60. A. terreus 93. A. niger

28. A.flavus 61. A. flavus 94. A. fumigatus

29. A.fumigatus 62. A. flavus 95. P. purpurogenum
30. Paecilomyces sp. |63. A. flavus 96. A. flavus

31. Descartado 64. A. flavus 97. Descartado

32. P.citrinum 65. A. flavus 98. Descartado

33. A.sydowii 66. A. flavus

No Quadro 1 pode-se observar que dentro dos 77 isolados fungicos, foram
encontrados 11 géneros (Figura 2), onde o género Aspergillus foi o que apareceu em maior
frequéncia e também com o maior nimero de espécies encontradas. Isto ja era esperado, pois
fungos do género Aspergillus sdo cosmopolitas e podem ser encontrados em diversos tipos de
substratos, principalmente aqueles que sdo ricos em matéria organica, como € o caso do

biorreator estudado que apresenta um percentual de 47% de material organico. Vale salientar
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também que alguns fungos foram descartados, pois se contaminaram durante o processo,
impedindo assim que fosse feita a identificagao.

A Figura 2 mostra os géneros flngicos encontrados na massa de RSU do biorreator
estudado.

Figura 2 - Géneros encontrados nos RSU

Fungos por Género em Percentagem Coletados de RSU
Acondicionados em um biorreator
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‘Géneros encontrados ‘

Dos fungos isolados foram identificados 12 géneros. Os fungos pertencentes ao género
Monilia, ndao puderam ser identificados em nivel de espécie por serem fitopatogénicos, sendo
assim estes fungos ndo foram quantificados. Apesar de sua frequéncia nao ter sido
relativamente alta (11,5%), foi encontrado no interior da massa de residuos o género
Scedosporium. Este fato faz um alerta aos cuidados que se deve tomar com este tipo de
material, pois Scedosporium € patog€nico para humanos podendo até causar micoses
profundas e também aponta um indice de contaminacdo presente neste residuo, visto que
fungos pertencentes a este género sio encontrados em solos, 4guas € ambientes contaminados.
Portanto os fungos fitopatogénicos e os associados a patologias humanas que foram
encontrados neste estudo deverdo ser alvos de estudos mais detalhados e precisos para evitar
possiveis contaminacdes com riscos para saide humana e ambiental.

O género dominante de acordo com o nimero de espécies encontradas foi Aspergillus
(61,5%), com 48 isolados; este género foi encontrado em todas as amostras analisadas.
Isolados de Paecilomyces (8 isolados) e Penicillium (5 isolados) que sao mais frequentes em
regides onde predominam temperaturas baixas, também foram constatados, porém em menor

frequéncia 10,25% e 6,41% respectivamente.
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Este trabalho ird focar no género Aspergillus, visto que este foi o género mais
encontrado nesta pesquisa, quando analisado a sua frequéncia nos meses de monitoramento;
fungos pertencentes a este género sido considerados cosmopolitas e amplamente distribuidos
na natureza. Algumas espécies de Aspergillus sio economicamente importantes, pois,
algumas produzem micotoxinas.

Dentre os 48 isolados encontrados do género Aspergillus, 15 foram encontradas no
nivel superior do biorreator, 19 no nivel intermedidrio e 14 no nivel inferior. O fato de ter
aparecido mais Aspergillus no nivel intermedidrio pode ser explicado devido a camada

intermedidria ser a que melhor representa o processo de biodegradacdo dentro do biorreator;

pois esta camada sofre pouca interferéncia do ambiente e das camadas adjacentes.

GENERO ASPERGILLUS

Aspergillus € um dos géneros de fungos economicamente mais importantes. Muitos
isolados sdo utilizados na producdo de diversos produtos, porém algumas espécies sao
consideradas patégenos oportunistas, entre as mais comuns encontram-se Aspergillus flavus e
Aspergillus niger (VARGA et al., 2004).

Para a identificacdo morfolégica de isolados pertencentes ao género Aspergillus a
coloragdo das colonias pode representar um fator importante, pois permite a diferenciacao das
diversas secOes pertencentes ao género, facilitando posteriormente a identificacdo dos
isolados até espécies como podem ser observadas na Figura 3. Pois no meio ambiente ocorre
uma interacdo entre diversas espécies e nutrientes, podendo, por exemplo, modificar o

formato, a textura e a coloracdo de colonias (OGUNSEITAN, 2005).
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Figura 3 - Espécies de Aspergillus cultivadas em CYA 25°

C (A), CYA 37°C (B) e MEA 25°C (C)

Fonte: Arquivo pessoal

Verificou-se na Figura 3 que a temperatura e o meio de cultura utilizado, ndo s6
alterou a coloragdo da colonia, mas a sua morfologia e o tamanho.

Nesta pesquisa foram encontradas colonias com coloragdes em tons de verde, amarelo,
cinza, preto e branco; onde estas tonalidades estdo de acordo com a padronizagdo de cores
referenciadas nos manuais utilizados, o que foi comprovado posteriormente pela andlise
microscopica o que facilitou o processo de identificacao.

Utilizando a identificagdo morfolégica como ferramenta para este estudo, foram
encontradas 9 espécies para o género Aspergillus (A. fumigatus; A. flavus; A. sydowii; A.
niger; A. terreus; A. ochraceus; A. candidus; A. parasiticus; A. clavatus), onde a maioria das
espécies encontradas, é referida como isolados de solo.

Espécies pertencentes aos géneros Aspergillus sao amplamente distribuidas e ocorre
em diversos substratos (DOMSCH et al. 1993; ELLIS 1971; RAPER & FENELL 1977). As
espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus se destacaram neste estudo em relagdo a
sua ocorréncia, sendo consideradas mais abundantes em relagdo ao nimero de isolados.

Aspergillus flavus (Figura 4) € relatado como patégeno oportunista, saprobio e

amplamente distribuido na natureza (KLICH, 2002). O solo € a principal fonte de Aspergillus
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flavus e de Aspergillus fumigatus. Um fator que pode justificar a ampla distribuicdo dessas
espécies, € que elas podem estar relacionadas com a producdo de numerosos conidios que sdao
facilmente dispersos pelo ar (BARROS et al., 2005; HEDAYATI et al., 2007).

Espécies do género Aspergillus foram encontradas em todas as amostras de residuos.
Visto que este género tem como habitat natural o solo, isso justifica a presenca desses fungos
em aterros ou em biorreatores, j4 que em ambos sdo utilizados solos para a composi¢do da
camada de cobertura.

O biorreator estudado apresenta uma camada de cobertura de solo compactado e
através de outros estudos, foi verificado que o solo dessa camada é carreado por todo o extrato
de residuos. Sendo assim este solo funciona como uma espécie de inéculo no interior da

massa de residuos.

Figura 4 - Figura (a), espécie Aspergillus flavus identificada com base nas caracteristicas
morfolégicas macroscépicas e microscopicas. Aspergillus flavus em CYA a 25° C, (b) estruturas
microscépicas em microscopia de luz

Fonte: Arquivo pessoal

Vale salientar também que, tanto Aspergillus flavus como Aspergillus fumigatus, sao
patégenos oportunistas, onde Aspergillus fumigatus € considerado um dos principais
causadores de aspergiloses. FETTI (2014) em um trabalho utilizando fungos no processo de
compostagem de residuos observou que as espécies Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus
foram comumente isoladas. Desta forma, os cuidados ao se manusear residuos contendo estes
microrganismos devem ser redobrados, evitando assim o desenvolvimento de doengas.

A espécie menos abundante encontrada para o género Aspergillus foi Aspergillus
clavatus e Aspergillus parasiticus. Segundo FRAGA et al., 2008; GERBALDO et al., 2011
estes espécies sdao encontradas frequentemente na agricultura e preferem substratos tais

como: milho, amendoim e alguns tipos de sementes. Isto provavelmente ocorreu, pois talvez
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estes substratos ndo estivessem presentes em quantidades significativas dentro da massa de

residuos, dificultando assim o desenvolvimento destas espécies.

CONCLUSOES

* A maioria dos fungos encontrados neste estudo foi identificada, mostrando que os
métodos escolhidos sdo eficazes para a identificacdo de fungos filamentosos encontrados em

RSU;

* Os fungos mostraram-se importantes degradadores da matéria organica, pois
sempre estiveram presentes em todo o tempo de monitoramento. E isso pode ser comprovado
pelo fato do género Aspergillus ter sido comumente encontrado em todas as camadas do

biorreator, tendo em vista que fungos pertencentes a este género sio biodegradadores natos;

* Durante o processo de identificacdo, o género Aspergillus foi o que se mostrou
predominante. Isto ja era esperado visto que estes fungos sdo comumente encontrados em
solos e o biorreator estudado apresenta uma camada de cobertura de solo compactado,

favorecendo assim o aparecimento destes fungos na massa de residuos;

* Dentre os fungos identificados, encontrou-se Scedosporium, A. flavus e A.
Jfumigatus (patogé€nicos para humanos) e Monilia (fitopatogénico). Isso mostrou que os
residuos podem oferecer riscos € que as pessoas que 0os manuseiam podem contrair doengas,

portanto devem ser redobrados os cuidados ao se manipular este tipo de material;

 Identificar fungos pode gerar informag¢des importantes no que se refere a melhorar

sistemas degradativos em aterros de RSU.
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CONCLUSAO GERAL

A presencga dos fungos durante a investigagdo experimental deste trabalho confirma o
relato da literatura técnica a respeito da potencialidade dos fungos no processo de

biodegradagdo de RSU;

Dos fungos encontrados neste estudo foram identificados (78%), mostrando que os
métodos escolhidos sdo eficazes para a identificacdo de fungos filamentosos

encontrados em RSU;

O género Aspergillus foi o que se mostrou predominante em relacdo aos outros
géneros encontrados nos RSU da cidade de Campina Grande. Isso facilitou o processo
de degradacdo dos RSU tendo em vista que estes fungos sdo biodegradadores natos e
sdao encontrados em diversos tipos de substratos, assim como os residuos presentes no

biorreator estudado que apresenta uma composi¢do bastante heterogénea.
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