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RESUMO

O soro do leite, subproduto da producéo de queijo, contém alto potencial poluidor caso
descartado de maneira inadequada. Assim, a biorremediacdo em sistemas abertos é uma via
para o tratamento deste efluente, visto que ndo requer assepsia do efluente e possibilita a
contaminagdo por microrganismos exogenos que podem fornecer um co-cultivo positivo com
outros microrganismos. Diante disso, este trabalho isolou e caracterizou os fungos filamentosos
contaminantes exdgenos no soro do leite durante o seu tratamento em sistema aberto com a
microalga Tetradesmus sp. em reatores de vaso acrilico transparente (PoliControl©) com
diferentes cargas organicas (1 e 4% v/v) e intensidade luminosa de 100 umol fétons m2s em
batelada por 7 dias. A identificacdo dos fungos contaminantes ocorreu utilizando os meios Agar
Sabourard, BDA (Batata Dextros e Agar) e Agar Nutriente com diferentes dilui¢fes, feitas em
agua peptonada 0,1% utilizando a técnica do espalhamento e estriamento e a cada 3 dias o
crescimento microbiano foi acompanhado por meio da contagem de unidades formadora de
colénias (UFC). Foi comprovado que o sistema de tratamento aberto apresenta contaminantes
exogenos e que a realimentacdo acarreta no decaimento na concentracdo de células
microbianas. Ademais, seis fungos filamentosos distintos foram isolados e apresentaram
caracteristicas (morfolégicas e microscopicas) que possivelmente os fazem pertencer aos
géneros Trichophyton, Cladosporium, Epidermophyton, Chrysosporium, Nigrospora e
Penicillium, sendo uma caracterizacdo molecular necessaria para confirma o género e espécie

desses microrganismos.

Palavras-Chave: Identificacdo microbiana; Espalhamento; Industria do leite.



ABSTRACT

Whey, a by-product of cheese production, has a high polluting potential if disposed of
improperly. Thus, bioremediation in open systems is a way to treat this effluent, since it does
not require asepsis of the effluent and allows contamination by exogenous microorganisms that
can provide a positive co-culture with other microorganisms. Therefore, this work isolated and
characterized exogenous contaminating filamentous fungi in milk whey during its treatment in
an open system with the microalgae Tetradesmus sp. in transparent acrylic vessel reactors
(PoliControl®©) with different organic loads (1 and 4% v/v) and light intensity of 100 pmol
photons m2 s in batch for 7 days. The identification of contaminating fungi occurred using
Agar Sabourard, PDA (Potato Dextrose and Agar) and Nutrient Agar media with different
dilutions, made in 0.1% peptone water using the spreading and striation technique and every 3
days, the microbial growth was followed by counting colony forming units (CFU). It was
proved that the open treatment system presents exogenous contaminants and that the feedback
causes a decrease in the concentration of microbial cells. Furthermore, six distinct filamentous
fungi were isolated and presented characteristics (morphological and microscopic) that possibly
make them belong to the genera Trichophyton, Cladosporium, Epidermophyton,
Chrysosporium, Nigrospora and Penicillium, being a molecular characterization necessary to
confirm the genus and species of these microorganisms.

Key words: Microbial identification; Spreading; Milk industry.
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1 INTRODUCAO

A industria de laticinios, que constitui uma parcela importante da industria alimenticia,
é responsavel pelo processamento do leite e seus derivados como queijo, manteiga, iogurte,
entre outros. Este setor consome uma quantidade consideravel de agua na fabricagdo dos
produtos e procedimentos de limpeza dos equipamentos, gerando um elevado volume de
efluentes com alta carga organica. O tratamento dos residuos deste setor alimenticio consiste
geralmente em um tratamento fisico primario para a sedimentacdo de sélidos suspensos
seguidas de um tratamento quimico ou bioldgico secundario para a remogao da matéria organica
dissolvida e de nutrientes (ANDRADE, 2011; KARAPANAGIOTI, 2016).

O soro do leite, principal subproduto da fabricacdo de queijo, possui grande potencial
poluidor caso descartado de maneira inadequada, causando problemas como a poluicdo do solo,
das &guas superficiais e subterraneas e a eutrofizacdo (OCDE/FAQ, 2022). Em vista disto,
existem diversos tipos de tratamento que podem ser utilizados para a remediagdo do soro do
leite sendo métodos fisicos e quimicos sdo pouco viaveis para a industria por exigirem um alto
custo. Em contrapartida, a biorremediacdo se apresenta como uma alternativa, pois consiste na
utilizacdo de organismos bioldgicos capazes de absorver ou degradar determinado poluente,
utilizando-o como fonte de carbono e nutrientes (BARBOSA, 2022).

As microalgas sdo microrganismos adequados para o tratamento bioldgico de efluentes
por consumirem nitrato e fosfato, além de transformarem carbono inorganico em biomassa por
meio da fotossintese (AHMAD et al., 2021). Os principais fatores que governam o crescimento
e cultivo de microalgas séo luz, COax/ar, nutrientes, parametros de processo (pH, temperatura,
meio de crescimento) e o tipo de sistema usado para o cultivo (SONG et al., 2022). Os sistemas
usualmente empregados para o cultivo de microalgas sdo o sistema aberto, sistema fechado,
também comumente conhecido como fotobiorreatores, e sistema hibridos (JAISWAL et al.,
2021).

O sistema de tratamento em tanque aberto é muito utilizado para o cultivo de microalgas
por ser de simples operagdo e ainda, permitir que o meio seja contaminado por alguns tipos de
microrganismos que atuam, na maioria das vezes, favorecendo o processo de tratamento. Dentre
estes contaminantes estdo os fungos, organismos heterotréficos adequados para a absor¢édo
bioldgica de minerais e para o tratamento bioldgico de poluentes de aguas residuais industriais
gracas a sua capacidade de degradar a matéria orgénica presente no meio. A interagdo

microalga-fungo, é evidenciada em varios estudos em razdo da relacdo sinérgica que ocorre
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entre estes microrganismos, favorecendo o crescimento de ambos e assim otimizando o
processo de biorremediacdo (FARHAN; ABID; DELLAS, 2022; LAM et al., 2018).

A identificacdo e caracterizacdo do fungo contaminante é uma etapa muito importante
para compreender as rotas metabdlicas que ocorrem durante o processo de tratamento e
melhorar a eficiéncia do sistema. A taxonomia de fungos é baseada principalmente na
classificacdo morfoldgica, a qual incialmente compreende abordagens fenotipicas, seguidas de
outras metodologias como analises moleculares, quimicas, ecologicas ou fisiologicas (HYDE
et al. 2010; MANAWASINGHE et al. 2019; SENANAYAKE et al., 2020).

Dessa forma, é promissor o estudo de fungos filamentosos contaminantes presentes no
soro do leite durante seu tratamento para entender sua relagdo com a microalga presente visando

assim a otimizacao deste processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Isolar e caracterizar os fungos filamentosos contaminantes no soro do leite durante o

seu tratamento em sistema aberto.

2.2 Especificos

e |solar os fungos filamentosos presentes no soro do leite durante seu tratamento
utilizando a microalga;
e Caracterizar macroscopicamente e microscopicamente os fungos filamentosos isolados;

¢ Identificar com base em banco de dados 0s possiveis géneros das espécies isoladas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Industria do Leite

A industria de laticinios € um setor do ramo alimenticio responsavel pelo processamento
de leite e producdo de seus derivados. Durante a pandemia de COVID-19 esse setor provou ser
notavelmente resiliente, visto que natureza perecivel do leite liquido fresco e dos produtos
l4cteos frescos os tornou particularmente vulneraveis a interrupcdes na cadeia de abastecimento
(OCDE/FAO, 2021). No Brasil, esse setor da industria possui grande importancia social e
econémica, de maneira que a quantidade de leite cru adquirido no segundo trimestre de 2022
foi de 5.397.811 mil litros, sendo a quantidade de leite cru industrializado de 5.389.682 mil
litros (IBGE, 2022). Internacionalmente, o leite € comercializado principalmente na forma de
produtos lacteos processados e sua producdo mundial cresceu 1,4% em 2020. Na india, o maior
produtor mundial de leite, a producdo aumentou 2,1% neste mesmo ano (OCDE/FAO, 2021).

O processamento de produtos lacteos pode resultar em residuos da fermentacdo do leite
ou subprodutos do processo, que podem ser utilizados na preparagdo de outros produtos lacteos,
como concentrados de soro do leite. Os residuos lacteos, em geral, possuem solidos em
suspensdo, matéria organica, alto teor de nitrogénio e fosforo e presenca de 6leos e graxas,
conforma a Tabela 1. Além disso, podem conter residuos dos produtos de limpeza utilizados na
higienizacédo de utensilios e equipamentos. A poluicdo causada pela industria de laticinios afeta
a qualidade do ar, do solo e da 4gua. (AHMAD et al., 2019).

Tabela 2-Caracteristicas dos efluentes da industria de laticinios.

Tipo de efluente DQO (mg\L) DBO (mg\L) pH
Fabrica de laticinios arabe 3.383+£1.345 1941+864 79+13
Efluente de laticinios 1.900-2.700 1200-1800 7,2-8,8
Aguas residuais de laticinios 2.500-3.000 1.300-1.600 7,2-715
Soro do Leite prensado 80.000-90.000 120.000- 135.000 6
Agua de lavagem da indUstriade  2.500-3.300 - 6,4-7,1

laticinios Aavin

DQO -Demanda Quimica de Oxigénio; DBO - Demanda Bioldgica de Oxigénio. Fonte: Adaptado de SHETE;
SHINKAR (2013).


https://www-sciencedirect.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/suspended-particulate-matter
https://www-sciencedirect.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/suspended-particulate-matter
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3.2 Producao e caracteristicas do Soro do Leite

O queijo geralmente é produzido por coalhada direta do leite cru integral sem nenhum
tratamento preventivo. Apds este processo resta uma parte aquosa do leite, denominada soro do
leite, um subproduto/coproduto que se destaca pelo seu grande volume, alto valor nutricional e
elevado potencial poluidor, se descartado sem o tratamento adequado. (TILOCCA et al., 2020)
O despejo do soro do leite em rios e lagos resulta no aumento do processo de eutrofizagéo,
resultando em crescimento excessivo de microbios, bem como de plantas aquéticas (DE JESUS
etal., 2015)

O soro do leite tem uma cor amarelo-esverdeada devido a presenca de riboflavina e
contém cerca de 65 g de sélidos totais por litro, sendo a sua composi¢do influenciada pela
origem do leite, dos tipos de queijo fabricados e, geralmente, por fatores relacionados ao animal
como raca, ciclos sazonais, alimentacdo e fase de lactacdo. De forma geral, o soro de leite
contém lipidios, carboidratos, vitaminas sollveis, minerais e proteinas. Sua demanda
bioguimica de oxigénio (DBO) é de cerca de 435.000 mg.L? e sua demanda quimica de
oxigénio (DQO) é de 460.000 mg.L™, podendo estes valores variar para mais ou para menos
(AHMAD et al., 2019; AKANSHA et al., 2020; KRRISHNA., 2022; LEON-LOPEZ et al.,
2022; PIRES et al., 2021).

3.3 Processos de Tratamento Biol6gico do Soro do Leite

Os sistemas de tratamento de efluentes de laticinios que usam métodos bioldgicos
classicos removem compostos organicos, fésforo e nitrogénio do efluente a um custo
relativamente baixo. Esses métodos sdo geralmente a escolha principal para os engenheiros
ambientais. Tratamento aerobico ou anaerébio sdo utilizadas para lidar com efluentes lacteos
de forma eficiente. No entanto, o lodo produzido durante a biodegradacéo aerébica pode causar
problemas de descarte significativos e caros (KRISHNA et al., 2022).

A Dbiorremediacdo é um tratamento biologico que utiliza uma vasta gama de
microrganismos para desintoxicar, reduzir, degradar, mineralizar ou transformar poluentes mais
toxicos ou instaveis em formas que se adequem aos padrdes dados pelos 6rgdos ambientais. A
eficiéncia do processo de bioremediacdo de poluentes depende principalmente das
caracteristicas dos poluentes organicos ou inorganicos, como agroquimicos, corantes,
hidrocarbonetos, metais pesados, plasticos, entre outros. Este processo é referido como o
método mais eficiente, econdmico e ecologico, sendo assim uma alternativa adequada (PATEL
etal., 2022).


https://www-sciencedirect.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/effluent-treatment
https://www-sciencedirect.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/agrochemical
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3.4 Microalgas

As microalgas sdo pequenos grupos de algas que s6 podem ser identificadas ao
microscopio e que usam fotossintese para transformar carbono inorganico em biomassa e
consumir nutrientes como nitrato e fosfato (SONG et al., 2022; JAISWAL et al., 2021).

Existem duas abordagens principais para o cultivo de microalgas em larga escala:
cultivo aberto ou fechado. As principais diferengas entre os sistemas abertos e fechados estdo
relacionadas a forma como eles operam, vulnerabilidade a influéncias externas e custos de
construcdo de operacao (JERNEY; SPILLING, 2018). Segundo a literatura, ambos os sistemas

possuem algumas vantagens e desvantagens, conforme ilustra a Tabela 2.

Tabela 2 - Vantagens e desvantagens de sistemas abertos e fechados para cultivo de microalga.

Vantagens Desvantagens

Sistemas Abertos

Construcgéo, operacdo e manutencao séo Alto risco de contaminacdo pelos predadores

faceis (limpeza facil) e heterotrofos
Requer baixa energia Exigéncia de grande area/espaco
Melhor para o cultivo em massa de Pouco controle de cultura e dependéncia
microalgas climatica

Sistemas fechados

Pouca ou nenhuma dependéncia do clima Mais caro em relacdo ao sistema aberto
Maior densidade de microalgas Ha dificuldade no aumento de microalgas
Tens0es de cisalhamento podem danificar as

Nenhum ou pouco risco de contaminagao )
células

Fonte: Adaptado de AHMAD et al. (2021).

3.4.1 Microalgas no tratamento de efluentes

A microalgas podem realizar o processo de remediacdo do efluente por trés vias
principais: bioadsorcdo, bioabsorcdo e biodegradacdo. A bioadsor¢do de microalgas ocorre
guando os contaminantes sao adsorvidos aos componentes da parede celular ou em substancias
orgénicas excretadas pelas células, enquanto a bioabsorgdo envolve o transporte ativo do
contaminante para dentro da celula, onde se liga a proteinas intracelulares e outros compostos.
No caso da biodegradacdo de contaminantes pela microalga, tem-se processos que envolve a

transformacdo de compostos complexos em moléculas de degradacdo mais simples através da


https://www-sciencedirect.ez9.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/inorganic-carbon
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degradacdo metabodlica catalitica. A biodegradacdo fornece uma das tecnologias mais
promissoras para a remediacdo de contaminantes preocupantes, pois pode transformar o
contaminante em compostos menos toxicos, em vez de atuar como um biofiltro
(SUTHERLAND; RALPH, 2019).

O uso de microalgas para o tratamento bioldgico de nutrientes, como nitrogénio, fosforo
e carbono, de varios fluxos de aguas residuais foi demonstrado com sucesso em varias escala,
além disso é notorio a capacidade deste microrganismo de possuir relagcdes sinérgicas com
outros tipos de microrganismos (AHMAD et al., 2019).

Xie et al. (2018) utilizou a microalga Chlorella vulgaris e bactérias nativas para
tratamento de efluentes de digestéo anaerdbica com inicialmente 16,17 mg/L de nitrogénio total
e 7,47 mg\L de fdsforo total e obteve uma remocdo de 100% e 99%, respectivamente. Assim
como, Fito et al (2019), que utilizou as microalgas Chlorella sp., Chlamydomonas sp.,
Scenedesmus sp. e uma bactéria nativa para tratar as aguas residuais municipais com uma

quantidade de fésforo total de 7,2 mg\L, conseguindo um percentual de remocéo de 59,4%.
3.5 Fungos Filamentosos no tratamento de efluentes

Os fungos tém se destacado no campo da biorremediacdo pelo fato de serem o0s
principais microrganismos responsaveis pela degradacdo da matéria organica no meio
ambiente, possuirem uma capacidade Unica de remover poluentes por fenbmenos de
absorcgdo e por produzirem enzimas intracelulares e extracelulares inespecificas com alta
capacidade catalitica de transformar poluentes em compostos menos téxicos ou inGcuos.
Além disso, apresentam resultados sinérgicos quando co-cultivados com outros grupos de
microrganismos, como as microalgas (TOMASINI; LEON-SANTIESTEBAN, 2019;
FERREIRA; VARJANI; TAHERZADEH, 2020).

Okoro (2008) utilizou o fungo Penicillium sp. para reduzir frag0es de hidrocarbonetos na
agua produzida (n-alcanos 608 mg\L, arométicos 13,88 mg\L) alcangando uma remogéo de n-
alcanos de 89,3% e compostos aromaticos de 93%. Além disso, também estudou o fungo
Aspergillus niger para 0 mesmo efluente que atingiu percentuais de remocao de 90,7% para n-
alcanos e de 95,32% para 0s compostos aromaticos. Ademais, Rani (2014) estudou a
biorremediagdo de corantes téxteis utilizando os fungos fungos Aspergillus niger e
Phanerochaete chrysosporium, ambos isolados do solo contaminado por este efluente, tendo
esse apresentado uma descoloragdo de nigrosina de 90,15%, enquanto aquele obteve uma
descontaminacdo de 77,47% sobre o mesmo composto. Scherer e Barreto-Rodrigues (2022)
avaliaram o potencial do tratamento biologico utilizando o fungo Pleurotus florida combinado
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com ozonizagdo catalitica, que resultou na remocao de 96,2% de lignina soltvel.
3.6 Microalgas e Fungos Filamentosos no Tratamento do Soro do Leite

As microalgas possuem a capacidade de remover, principalmente, nitrogénio, fosforo e
ions metalicos pelos mecanismos de assimilacdo e biossor¢do, o que envolve adsorcdo e
absorcdo. Enquanto a remediacdo realizada pelos fungos ocorre através de processos de
biossor¢do e biotransformagdo. Dessa forma, o oxigénio (O2) liberado da fotossintese de
microalgas pode ser fornecido aos fungos para sua respiracdo, que por sua vez disponibilizam
o dioxido de carbono (CO») as células das algas. Além disso, os fungos também liberam
enzimas extracelulares que agem na deterioracao dos solidos em suspensdo, devolvendo o CO>
para 0 meio, e assim disponibilizando mais CO; para a fotossintese (WANG et al., 2022; CHU

et al., 2021). As interacdes mutuas envolvidas entre fungos e microalgas sdo expressas na

Figura 1.
Figura 3- Interacéo entre fungo e microalga.
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Fonte: CHU et al. (2021).

Kaur e Chaman (2014) empregaram o fungo Alternaria sp. no tratamento biologico de
efluentes de laticinios e observaram uma remocdo de DQO (Demanda Quimica de Oxigénio)
de 90,59% em condigdes aerobicas e 83,07% em anaerdbicas, assim como Al-wasify, Ali e
Hamed (2017) analisaram as cepas fungicas Alternaria sp., Fusarium sp. e Aspergillus sp. no
tratamento de aguas residuais de laticinios obtendo uma remocéo de DQO de 74,7% . Ademais,
Hassan, EI-Said e Mohamed (2020) estudaram os fungos isolados Aspergillus sp.,

Cladosporium sp. e Fusarium sp para a biodegradacéo dos efluentes das fabricas de laticinios,
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obtendo uma remocéo de poluentes organicos de 72,5%.

Em relagéo as microalgas, Sreekanth et al. (2014) analisa a viabilidade do tratamento de
aguas residuais de laticinios em cultivos abertos e fechados utilizando Chlorella vulgaris e
Botryococcus braunii, nesse a DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) foi reduzida para 90%
por C. vulgaris e 90% por B.braunii, enquanto nitrato foi reduzido para 91% e 90% e a amonia
em 93% e 92%, respectivamente. No cultivo aberto a DQO foi reduzida para 95% por C.
vulgaris e 90% por B.braunii e para nitrato a redugédo foi de 96% e 94 e amonia 95% e 93%,
respectivamente. Assim como, Patel, Joun e Sim (2020) acredita que a Chlorella protothecoides
exibe crescimento promissor em soro de leite pré-tratado, e junto a alguns tratamentos reduz os

poluentes organicos deste efluente em 99%.

A respeito do consorcio no tratamento do soro do leite, este ainda € pouco abordado na
literatura. Entretanto, Medeiros (2022) estudou o tratamento bioldgico deste efluente utilizando
o reator coluna de bolhas através do consorcio entre o fungo filamentosos Cunninghamella
echinulata e a microalga Tetradesmus sp. obtendo resultados muito satisfatorios, com a

remocao de 91,3% para DQO, 77% para nitrogénio total e 90,46% para fosforo total.

3.6.1 Processos que utilizam microalgas e/ou fungos filamentosos

O sistema de co-cultivo de microalgas-fungos filamentosos tem sido estudado na
colheita de biomassa e tratamento de efluentes, bem como na subsequente producdo de
biocombustiveis. Ao longo das Ultimas décadas, as microalgas tém sido utilizadas com sucesso
como biorremediador para a remocao de nutrientes excessivos em aguas residuais, como
nitrogénio, fosforo e carbono (CHU et al., 2021). A relagdo mutuamente benéfica entre
microalgas e fungos pode melhorar a producao de biomassa e a eficiéncia do processo, aléem de
reduzir os custos de cultivo (WANG et al., 2022). Yang, Li e Wang (2019) utilizaram o
consorcio entre o fungo Aspergillus sp. e a microalga Chlorella sp. para tratar aguas residuais
de melago e obtiveram uma remocdo de 70,68% da DQO, 67,09% do NT e 88,39% do PT.

Algumas vantagens do uso dessa simbiose sdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Vantagens e limitacGes atuais da copeletizacdo de microalgas com fungos filamentosos

Vantagens

Limitacdes

Relacdo superficie-volume relativamente
baixa e taxa de transferéncia de massa

acelerada.

Estabelecimento de sistema de simbiose para
melhor troca de gases (CO2 e O), utilizam os
nutrientes disponiveis e acumulam mais

biomassa.

Melhoria da eficiéncia de colheita, floculacéo
sem produtos quimicos e biomassa de

separacao conveniente do meio de cultura.

O desempenho do co-cultivo na remocédo de
poluentes é melhor do que o tratamento por

algas ou fungos.

O controle da poluicdo, a producdo de
biocombustiveis e a economia de custos
podem ser alcancados através do co-cultivo
em ambiente de &guas residuais.

O custo de manutencdo das condicGes de

cultivo.

Efeitos adversos no acumulo de biomassa
total podem ocorrer devido a interacao

competitiva entre fungos e algas.

O alto tempo de retencdo para a formacéo do

copellet pode afetar a composicao

biogquimica.
A qualidade da biomassa depende de varios

fatores com resultados incertos.

A maioria das aplicacdes de copeletizacdo

ainda esta em nivel de laboratério.

Fonte: Adaptado CHU et al. (2021).

Nesse sentido, isolar fungos filamentosos que mantenham naturalmente uma relacéo
sinérgica no préprio sistema de tratamento ajuda a projetar processos de co-cultivo com
espeécies ja adaptadas ao meio, conduzindo de forma nao axénica (aberto) e tendo uma relagédo
de interacdo dominante com respeito a outras especies que possam porventura contaminar o

biorreator.
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3.7. Isolamento e Caracterizacdo de Fungos Filamentosos

Isolamento de fungos significa obter uma entidade geneticamente pura de um morfo
sexual ou assexual de um ou uma mistura destes microrganismos (MUELLER et al., 2004,
NOMAN et al., 2018, SENANAYAKE et al., 2020). As culturas podem fornecer importantes
caracteres morfologicos Uteis para fins de identificacdo, bem como o material de partida para
extracdo de DNA util para estudos moleculares, sendo assim estas sdo uma das principais fontes
para estudar e compreender a biologia de uma espécie.

Assress et al. (2019) investigou trés estacGes de tratamento de aguas residuais com o
objetivo de descobrir a diversidade da comunidade fungica presente nestas estacdes, desse
modo encontrou 6 filos e 361 géneros, com destaque para os filos Basidiomycota e Ascomycota.
Além disso, encontrou fungos que podem ser utilizados na biorremediacdo (Trichoderma,
Acremonium, Talaromyces, entre outros), como também detectou fungos patogénicos para o
ser humano e vegetais (Olpidium, Paecilomyces, Aspergillus, Rhodotorula, por exemplo).

Do mesmo modo, Juarez-Hernandez (2021) isolou e caracterizou seis cepas de fungo
do efluente proveniente da industria téxtil, além de avaliar o potencial destes microrganismos
para degradacdo de corantes. O isolamento foi realizado utilizando dilui¢6es seriadas em agua
estéril e a inoculacdo ocorreu em placas de Petri contendo o meio Agar Saboraud dextrose,
enquanto a identificacdo utilizou pardmetros morfoldgicos e identificagdo molecular. Como
resultado obteve dois filos principais (Basidiomycota e Zygomycota) e se mostraram

promissoras para o tratamento de efluentes das fabricas téxteis.

3.7.1 Técnica de isolamento e meios de cultura

As técnicas de isolamento sdo numerosas e muitas vezes complicadas. Boas técnicas
precisam isolar um nimero maximo de cepas de um espécime e obter o taxon desejado,
excluindo todos os outros. Os espécimes coletados sdo 0s representantes dos taxons. Portanto,
espécimes muito maduros, prematuros ou muito danificados sdo evitados porque alguns
caracteres podem ter sido perdidos (HYDE et al., 2010).

O método de diluicdo em série estima a concentracdo (nimero de coldnias, organismos,
bactérias ou virus) de uma amostra desconhecida contando o nimero de col6nias cultivadas a
partir de diluicbes em série da amostra (BEN-DAVID; DAVIDSON, 2014). Esta técnica
combinada aos metodos de espalhamento e estriamento em placas sdo uma Gtima ferramenta

de pesquisa. Aquele consiste na inoculacdo da amostra através da pressao da al¢a de Drigalsky
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sobre toda superficie do meio, enquanto essa utiliza algas que deslizam em formas de estrias
pela placa (SCHIMIDELL et al., 2001).

Diferentes meios sdo usados para diferentes grupos de fungos e a selecdo de meios
depende do grupo que esta sendo estudado. Geralmente, suspensdes de esporos sdo usadas para
isolamento e podem conter diferentes esporos. Portanto, os esporos sdo cuidadosamente
examinados em um estereomicroscopio e 0s esporos em germinacao sdo transferidos para novos
meios logo apds a formacdo dos tubos germinativos. Meios deficientes em nutrientes, como
agar-agua, séo adequados para isso. Se meios ricos em nutrientes forem usados para isolamento,
0s esporos contaminantes podem germinar mais rapidamente do que as espécies-alvo (BASU
et al., 2015; SU; QI; CAI, 2012).

3.7.2 Caracterizacdo morfolégica

Os estudos morfoldgicos dos fungos consistem no crescimento do micélio, cor,
conteddo celular e caracteres dos corpos de frutificacdo dos fungos (SHANAKHT; SHAHID;
ALIl, 2014). Desse modo, quando se procede a identificacio morfoldgica dos fungos
filamentosos é necessario ter em conta caracteristicas macroscopicas e microscopicas, sendo as
ultimas, as que detém uma maior importancia. A macromorfologia pode ser exemplificada
como cor, didmetro da col6nia e textura, enquanto a micromorfologia envolve esporos,
conidios, conidiéforos, esporangios, ascos, entre outros. Caracteristicas macroscopicas e

microscopicas sao ilustradas na Figura 2 (FAIA, 2011).
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Figura 2- Caracteristicas morfoldgicas dos fungos: macroscépicas e microscopicas. a) Imagem cultura de fungos

isolados do efluente da refinaria. b) Caracteristicas microscdpicas de espécies de Aspergillus (ampliagdo x 40) c)

Caracteristicas microscopicas de Espécies de Penicillium, Fusarium e Trichoderma (ampliagdo de 40x). d) hifas
septadas fungo Scytalidium spp.

Fonte: Adaptado d.e EZEONUEGBU et al. 2022). Iiisponivel em: https://pncq.org.br/wp-
content/uploads/2021/01/Paulo-Murillo-Neufeld-1.pdf.


https://pncq.org.br/wp-content/uploads/2021/01/Paulo-Murillo-Neufeld-1.pdf
https://pncq.org.br/wp-content/uploads/2021/01/Paulo-Murillo-Neufeld-1.pdf
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4 METODOLOGIA

Com o processo de biorremediagdo do soro do leite em operacdo, o qual se realizou em
batelada com sistema aberto utilizando a microalga Tetradesmus sp. em reatores de vaso
acrilico transparente (PoliControl©) com diferentes cargas organicas (1 e 4% v/v) e intensidade
luminosa de 100 umol fétons m2s™ foram retiradas amostras a cada 48 horas durante 7 dias.
Em seguida, 10 mL dessas amostras sofreram centrifugacdo de 3500 rpm por 15 minutos
(Centrifuga ACB Labor Dry-Bloch) com o intuito de separa-las (EZEONUEGBU et al., 2022;
SENANAYAKE et al., 2020). Em seguida, o concentrado foi submetido as dilui¢bes conforme
mostra a Tabela 4, utilizando dgua peptonada 0,1%.

Tabela 4 — Diluigdes utilizadas durante o experimento.

COLETA DILUICOES
1° 0e 107
20e 3° 102e 10
4° em diante 10*e 10°

Fonte: AUTORA (2022).

Um volume de 0,1 mL de cada diluicdo foi inoculado utilizando os métodos de
espalhamento e de estriamento em placas de Petri (RAKHMANIA; IBRAHIM; ABBA, 2022)
com diferentes meios, como Agar Sabourard (66 g/L, pH 5,6), BDA (Batata Dextrose e Agar —
39g/L pH 5,6) e Agar Nutriente (28 g/L, pH 7,3), os quais foram esterilizados em autoclave a
120°C por 15 minutos (SENANAY AKE et al., 2020). Por fim, as placas foram incubadas em
temperatura ambiente (30°C) por 7 a 10 dias. Além disso, durante este periodo foi realizado o
acompanhamento do seu crescimento microbiano, apés 3 dias de coleta, através da contagem
de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) (SHANAKHT; SHAHID; ALI, 2014).
Posteriormente, se realizou as etapas de caracterizagdo macro e microbiologica. Um fluxograma

geral com todas as etapas da metodologia é mostrado na Figura 3.
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Figura 3-Fluxograma da metodologia utilizada.
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Fonte: AUTORA (2023).

4.1 Isolamento dos fungos filamentosos

O isolamento dos fungos ocorre utilizando a técnica de estriamento, que consiste em
disseminar o inéculo em linhas horizontais por toda a placa de Petri com o auxilio de uma alca
de platina devidamente flambada no bico de Bunsen, e a técnica de espalhamento, em que se
espalha a suspenséo de células através de uma alca de Drigalski, flambada no bico de Bunsen,
por toda a placa de Petri. A suspensdo de celulas foi obtida por meio de dilui¢bes seriadas,
descritas na Tabela 4, com o objetivo de obter coldnias isoladas (RAKHMANIA; IBRAHIM;
ABBA, 2022; SCHIMIDELL et al., 2001).

4.2 Caracterizacdo Macroscopica

As caracteristicas macroscopicas dos fungos isolados em diferentes meios a 25°C foram
observadas, como o crescimento da col6nia do fungo, cor da coldnia na parte versa e reversa na

placa de Petri, a textura da superficie, assim como o formato e cor da borda/margem da coldnia
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(circular e branca, por exemplo) para identificacdo de acordo com os dados de Barnett & Hunter
(1998) (EZEONUEGBU et al., 2022; SHANAKHT; SHAHID; ALI, 2014; SENANAYAKE et
al., 2020).

4.3 Caracterizacao Microscopica

Uma porcédo das coldnias cultivadas em cada meio foram coletadas com o uso de fita
adesiva e inseridas em uma lamina limpa e estéril com uma gota de lactofenol azul de algodé&o,
posteriormente coberta com laminula contendo 6leo de imersdo e examinada por meio do
microscopio eletrénico com lente objetiva com um aumento de 1000x (MANGAL; BANSAL,;
SHARMA, 2014; SHANAKHT; SHAHID; ALI, 2014). Os fungos isolados foram
caracterizados e identificados de acordo com Barnett & Hunter (1998) e os aspectos observadas
foram as formas e superficies dos conidios, fixacdo destes com os conidiéforos como também
a esporulacdo dos fungos em estudo (EZEONUEGBU et al., 2022; SHANAKHT; SHAHID;
ALLI, 2014; SENANAYAKE et al., 2020; HUMBER, 1997).

4.4 Medidas de biosseguranca

A Agéncia Nacional de Seguranca Sanitaria (ANVISA) define normas e legislac@es que
foram seguidas durante este experimento, visto que existem fungos filamentosos patolégicos
ao ser humano. Sendo assim, utilizou-se equipamentos de protegdo individual (EPI) como
luvas, jalecos e mascaras, como também todos os procedimentos eram realizados na capela de
fluxo laminar. Ao fim dos experimentos a higienizacdo desta era realizada com alcool 70% e
luz ultravioleta por 15 minutos. As placas de Petri eram devidamente lacradas antes de serem
inseridas na estufa (SCHIMIDELL et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secdo serdo mostrados o0s resultados obtidos durante o processo de
acompanhamento da contaminacao presente no sistema aberto de tratamento semi-continuo do
soro do leite por microalga, assim como, as caracteristicas macro e microscopicas utilizadas na

identificacdo dos fungos encontrados.
5.1 Acompanhamento de contaminagdo

As placas de Petri contendo diferentes meios de cultura e amostras foram acompanhadas
com o objetivo de visualizar o crescimento de diferentes tipos de microrganismos
contaminantes. As placas iniciais sdo ilustradas na Figura 4, enquanto os resultados do
acompanhamento da contaminacgdo sdo mostrados nas Figuras 5 e 6.

Figura 4- Placas de Petri da fase inicial do experimento.

Fonte: AUTORA (2022)
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Grafico 1 - Crescimento microbiano
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UFC — Unidade de Formag#o de Colénia; A. Sab. — Agar Sabourard; BDA - Batata Dextrose e Agar; A.
Nutri. - Agar Nutriente. Fonte: AUTORA (2023).

Os dados demonstrados pelo Grafico 1, comprovam que 0 meio agar Sabourard obteve
resultados muito similares ao do meio BDA. Desse modo, visando a otimizacgdo do experimento
e levando em consideragéo o uso comumente do meio BDA no cultivo de fungos realizados no
Laboratorio de Tecnologia de Bebidas e Alimentos da Universidade Federal de Alagoas (LTBA
— UFAL), o meio Agar Sabourard n&o foi mais utilizado no experimento.

Em seguida, o Grafico 2 mostra que o crescimento microbiano se manteve até o dia 14.
Neste ultimo dia houve um decrescimento apés a realimentacdo, onde essa remove de parte do
efluente que estava sendo tratado neste processo. Além disso, o crescimento do meio Agar
Nutriente sobressai 0 do BDA, esta caracteristica é esperada em razdo da neutralidade desse
meio de cultura, permitindo o crescimento de diversos tipos de microrganismos, como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras.

Gréfico 2 -Crescimento microbiano BDA e Agar Nutriente.
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UFC — Unidade de Formacéo de Coldnia; BDA - Batata Dextrose e Agar; A. Nutri. - Agar Nutriente.
Fonte: AUTORA (2023)
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O processo de acompanhamento de contaminagao permitiu visualizar o crescimento de
diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos nos meios
utilizados, como mostrado na Figura 5. Entretanto, apenas os fungos séo interesse de estudo
nesse trabalho e em razdo disso foram isolados e caracterizados.

Figura 5-Microrganismos contaminantes

5.1.1 Isolamento dos fungos

Os fungos contaminantes que cresceram nos meios de cultura foram separados
utilizando, principalmente, a técnica de espalhamento com dilui¢do seriada com o intuito de
obter um isolamento eficaz. Na Figura 6, temos o fungo crescendo com leveduras presentes no
meio, enquanto na Figura 6 observa-se o fungo e as leveduras isoladas.
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Figure 6 — Isolamento dos fungos contaminantes

Fonte: AUTORA (2023)

5.2 Caracterizacao e identificacdo dos fungos
Nessa etapa os fungos encontrados durante o processo de acompanhamento de
contaminagéo do sistema de tratamento e posteriormente isolados s&o caracterizados macro e

microscopicamente tendo sua possivel classe determinada.
5.2.1 ldentificacdo do Fungo 1 (F1), Fungo 5 (F5) e Fungo 8 (F8)

Os fungos nomeados como F1, F5 e F8 foram isolados em meio BDA, a temperatura
ambiente e tempo de incubacdo moderado (5 dias). Foi possivel reparar que estes trés
microrganismos apresentaram caracteristicas macro e microscépicas semelhantes, viabilizando
a ideia de que pertencem ao mesmo género, como mostra a Figura 7. Possuem cor branca e a
medida que esporulam ganham um tom cor-de-rosa (Figura 8), superficie granular e peludas,
com borda branca irregular e cor reversa branca que ganha um tom amarelo com o passar do
tempo. Enquanto suas caracteristicas microscopicas mostraram que estes fungos possuem hifas
espiraladas, hialinas e finas e os conidios que foram possiveis de visualizar apresentaram

formato arredondado.



Figura 7 - Imagens macro e microscopicas do F1, F5 e F8

Fonte: AUTORA (2023)
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Figura 8 - Mudanca de cor do F5

Fonte: AUTORA (2023)

Nwokeoma et al. (2017) ao estudar os fungos Trichophyton gallinea, T. megninii, T.
rubrum e T. tonsurans observou que estes possuem um crescimento de moderado a lento, sdo
aveludados, brancos, e tornam-se rosa com o passar do tempo. Tais fatores também foram
observados neste estudo, fortalecendo a hipdtese sobre o género destes fungos.

Sendo assim, de acordo com as caracteristicas observadas, € provavel de que estes
microbios pertencam ao género Trichophyton, um fungo filamentoso do filo Ascomycota que
possui micro e macroconidios sendo classificado como um fungo queratinofilico (BARNETT
& HUNTER, 1998). De modo geral, esses grupos de fungos convertem substratos queratinosos
em compostos de baixo peso molecular, pois utilizam proteinas queratinosas como fontes de
carbono e nitrogénio, mesmo na presenga de agucares (KUMAR; SINGH; KUSHWAHA,
2021).

O fungo T. rubrum, degradador de madeira, conseguiu uma remogéo de certa de 86%
de corantes azo téxteis, mostrando ser eficientemente capaz de realizar mecanismos de
biodegradacéo e biossorcdo para a remediacdo destes efluentes (YESILADALLI et al., 2006).
Além disso, este fungo obteve eficiéncia de 90% ao ser utilizado na biorremediacdo do
pentaclorofenol, um composto altamente toxico para o ser humano (JUNG; HYUNG; PARK,
2003). Assim, alguns estudos mostram a predisposicdo de algumas espécies do género

Trichophyton para a biorremediacdo de alguns compostos.

5.2.2 ldentificacdo do Fungo 2 (F2)

As caracteristicas macroscopicas observadas no F2, em meio BDA, incubado a
temperatura ambiente (30°C) em um periodo de 6 dias foram: cor verde-oliva, superficie
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algodonosa, margem branca e circular com uma cor reversa preta. Os resultados foram similares
aos obtidos por Torres et al. (2017) ao isolar e estudar os fungos Cladosporium cladosporioides
e Cladosporium pseudocladosporioides como potenciais novos fungos antagonistas de
Puccinia horiana Henn., agente causal da ferrugem branca do crisantemo, conforme a Figura
9.

Figura 9- Caracteristicas morfolégicas do fungo Cladosporium. a) e b) obtidas nesse experimento; c) e d) obtidas

por Torres et al. (2017).
»Z
G

N )

Fonte: AUTORA (2022); TORRES et al. (2017).

Yew, Chan, Ngeow, et al. (2016) ao estudarem sobre a adaptacéo de diferentes nichos
ambientais e alergenicidade do genoma de C. sphaerospermum, um Dothideomycetes humano
comum que provoca alergia, perceberam que a superficie reversa do fungo em questdo
apresentava uma estrutura com centro enrugado, semelhante a uma cratera. Esta caracteristica

também foi percebida no presente estudo, como € exposto na Figura 10.
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Fonte: AUTORA (202é); YEW, et al. (2016), respectivamente.

Em relacdo as caracteristicas microscopicas, estas apresentaram hifas finas, septadas e
ramificadas, assim como conidios em formato elipsoide e irregular. Os resultados obtidos s&o
expostos na Figura 11, onde percebe-se a semelhanca do fungo deste experimento com o

Cladosporium spp.

Figura 11 - Caracteristicas microscépicas do fungo Cladosporium a) e c) obtidas nesta pesquisa e b)
encontradas no banco de imagens de saude publica do CDC.

-~

Fonte: AUTORA (2023); Biblioteca de imagens de satde publica do CDC (PHIL) Disponivel em:
https://www.insst.es/agentes-biologicos-basebio/hongos/cladosporium-spp


https://www.insst.es/agentes-biologicos-basebio/hongos/cladosporium-spp
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Desse modo, de acordo com os resultados descritos anteriormente e segundo Barnett &
Hunter (1998) o fungo em estudo pertence, possivelmente, ao género Cladosporium. Esse é um
fungo filamentoso, pertencente ao filo Ascomycota, predominante no ar. Sdo fungos imperfeitos
capazes de crescer em solucdes nutritivas liquidas, desde que haja oxigénio suficiente, além de
serem agentes consumidores de matéria organica (BARNETT & HUNTER, 1998; BENSCH et
al., 2012).

Marwah Bakri (2022) avaliou algumas espécies de Cladosporium isolados do ar na
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo para tratamento de contaminagdo por éleo e
concluiu que este microbio possui uma alta capacidade de degradar petréleo bruto e pode ser
usado como agente bioldgico para controlar a poluicéo por petréleo em solos e mares. Ademais,
de acordo com Napoli et al. (2022) C. haloterans, isolado do sistema gastrico de larvas de
Galleria mellonella, crescem na presenca de polietileno e liberam enzimas capazes de degradar
este polimero. Hassan, El-Said e Mohamed (2020) estudaram o fungo Cladosporium sp. em
conunto com os fungos Aspergillus sp. e Fusarium sp para a biorremediacdo dos efluentes
provenientes das fabricas de laticinios e obtiveram resultados satisfatorios, com uma remocéo
de poluentes orgéanicos de 72,5%. Portanto, é possivel notar em como este género é promissor
para o tratamento de efluentes.

5.2.3 Identificagdo do Fungo 4 (F4)

Isolado a temperatura ambiente em meio BDA e tempo de incubacéo lento (10 dias), o
F4 apresentou cor inicialmente branca que amarelou com o tempo, superficie granular, borda
branca e circular com cor reversa amarela, hifas hialinas, finas, ndo septadas e espiraladas,

conforme a Figura 12.
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Figura 12 - Caracteristicas macro e microscopicas do F4.

Fonte: AUTORA (2022); AUTORA (2023).

O processo de mudanca de cor do F4 é mostrado na Figura 13a e se deu ap6s 29 dias de
incubacdo, se assemelhando ao Epidermophyron flocosum, Figura 13 b, com 18 dias de
incubacao.
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Figura 13 - Processo de mudanca de cor do F4. a) F4 29 dias de incubagdo b) Epidermophyron flocosum 18 dias
de incubagéo

Fonte: AUTORA (2023); Disponivel em:

https://atlasmicologia.blogspot.com/search/label/Epidermophyton%20floccosum

Desse modo, de acordo com Barnett & Hunter (1998) e com os dados encontrados é
possivel que F4 pertenca ao género Epidermophyton. Este fungo pertence ao filo Ascomycota
e € conhecido por causar micoses superficiais e cutdneas no ser humano, sendo assim é
considerado um dermatofito, fungos queratinofilicos capazes de invadir os tecidos queratinosos
de animais vivos, caracterizado pelo seu crescimento lento, de 14-21 dias (SUMMERBELL,
2011). Papadia et al (2011) ao estudar diferentes biorreatores para o tratamento de um efluente
da industria téxtil, isolou alguns fungos deste e obteve entre os mais comuns dos fungos

pluricelulares encontrados os do género Epidermophyton.
5.2.4 Identificacdo do Fungo 6 (F6)

O F6 foi isolado em meio BDA a temperatura ambiente (30°C) por um periodo de
incubacdo de 9 dias, e apresentou cor branca, superficie algodonosa, borda branca e circular,
além de apresentar uma cor reversa amarelada. Em relagdo as caracteristicas microscopicas ele
apresentou hifas ndo septadas, ramificadas e hialinas como também conidios globosos e
intercalares. As caracteristicas macroscopicas e microscépicas sdo mostradas na Figura 14 e 15,

respectivamente.
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Figura 14 - Caracteristicas macroscopicas F6

Fonte: AUTORA (2023)

Figura 15 - Caracteristicas microscdpicas do F6

Fonte: AUTORA (2023)

Além disso, os resultados obtidos mostraram semelhanga com os dados de Correa et al.
(2019) ao identificar e caracterizar compostos de C. multifidum, um fungo com atividade
antimicrobiana moderada isolado da microbiota intestinal de Hermetia illucens, como mostra a

Figura 16.
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Figura 16-Caracteristicas Microscopicas. a) F6; b) C. multifidum.

Fonte: AUTORA (2023); CORREA et al. (2019), respectivamente.

De acordo com os dados coletados, existe a possibilidade do F6 pertencer ao género
Chrysosporium, um microébio saprofito, do filo Ascomycota, encontrados geralmente no solo,
unhas e pele, com crescimento moderadamente rapido, algumas espécies sao queratinofilicas
(Barnett & Hunter, 1998).

Segundo a literatura, ndo ha muiros estudos da aplicacdo do Chrysosporium na area de
tratamento de efluentes. Kushwaha (1980) estudou diferentes espécies do género
Chrysosporium e demonstrou que algumas espécies possuem um potencial biotecnol6gico
aceitavel para a reciclagem de residuos queratinosos no solo, assim como secre¢do de enzimas

e atividade antimicrobiana.
5.2.5 Identificacdo do Fungo 9 (F9)

O F9, isolado em meio BDA, a temperatura ambiente e periodo de incubacdo de 5 dias,
possui cor inicialmente branca, mas adquire um tom preto-cinzento a medida que ocorre a
esporulacdo. Além disso, possui superficie algodonosa, borda branca irregular e cor reversa
marrom-amarelada que escurece com o decorrer da esporulagdo. Possui hifas septadas, conidios

pretos, lisos e globosos. Os resultados obtidos séo expressos na Figura 17, a seguir.
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Figura 17-Imagem macroscopica do F9 c) d) e microscépica do F9. a) hifas septadas e b) conidios pretos lisos e
globulosos

Fonte: AUTORA (2023)

As caracteristicas morfologicas encontradas no F9 se assemelham ao fungo encontrado
por Bezerra et al. (2020), o Nigrospora sp., como mostrado na Figura 18. Dessa maneira, e de
acordo com Barnett & Hunter (1998) existe a viabilidade do F9 pertencer ao género Nigrospora.
O tempo de incubacéo foi similar com Lopes e Pupo (2011) ao estudar o N. shaerica, que teve

tempo de incubacéo de 5-14 dias.
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Figura 18 - Nigrospora sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, RJ. (A - D)
Variagdes nas coldnias de Nigrospora sp. isolados de bromélias e organizacéo da coldnia do fungo em placa de
Petri contendo meio BDA,; (E - H) deposicao do género Nigrospora em microscopio optico, com detalhe da
organizagao dos conidios e conidi6foro.

Fonte: BEZERRA et al. (2020).

O Nigrospora € um fungo filamentoso do filo Ascomycota amplamente presente no solo,
nas plantas em decomposicao e sementes. Geralmente sdo parasitas de plantas ou saprofitos e
quando presentes no interior dos vegetais, geralmente, ndo causa danos aparentes, e por isso
sdo chamados de endofiticos (BARNETT & HUNTER, 1998).

A partir da espécie N. sphaerica um novo derivado de isocromeno, Nigrosphaerin A.,
junto a outros 19 compostos, foram isolados. Estes apresentaram boa atividade antileucémica
in vitro, boa atividade antifungica e moderada atividade antileishmania in vitro (METWALY
et al., 2014). Outrossim, Kuang et al. (2022) isolou N. sphaerica a partir de Cordyceps sinensis
e sua investigacdo quimica resultou no isolamento de 19 hidroantraquinonas, incluindo 11
compostos ndo descritos anteriormente. Sendo assim, é considerdvel que o género Nigrospora

tem se mostrado promissor na descoberta de novos metabdlitos.
5.2.6 ldentificacdo do Fungo 10 (F10)

Este fungo, isolado em meio BDA, a temperatura ambiente e 5 dias de incubacéo,
inicialmente apresentou cor marrom no centro e a medida que se aproximava das bordas
circulares brancas, obtinha uma cor verde, ademais apresentou superficie granular, e cor reversa

preta. Esta caracteristica se assemelha ao Penicilium, como mostra na Figura 19.
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Figura 19- Comparagéo do Fungo 10 (F10) isolado como o Penicillium spp. a) F10; b) Penicillium spp.

Fonte: AUTORA (2023); Gerald Holmes, Strawberry Center, Cal Poly San Luis Obispo, Bugwood.org
Disponivel em: https://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1575593, respectivamente.

Ao ser isolado em meio BDA e mantido a temperatura de 25°C, F10 adquiriu cor verde-

acinzentada, cor reversa preta e superficie granular, como mostra a Figura 20.

Figura 20-Fungo isolado F10.

Fonte: AUTORA (2023)

Além disso, apresentou hifas septadas e hialinas, ramificadas proximo ao apice,
terminando em grupo de fialides. Conidios globosos e conididsforo surgindo do micélio
isoladamente. Na Figura 21 e 22, é possivel observar a semelhanca das terminacGes do F10 com

as do Penicillium sp.


https://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1575593#collapseseven
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Figura 21-F10 no microscapio.

Fonte: AUTORA (2023).

Figura 22 - Conididforos de Penicillium sp. observado mediante microscopio éptico (40X).

Fonte: MORALES-GARCIA et al. (2019).

Desse modo, temos que o F10, provavelmente, pertente ao género Penicillium. Os
fungos deste género comportam inumeras espécies e apresentam um crescimento rapido em
meio de cultura (BEZERRA, et al., 2020). O fungo Penicillium é filamentoso e pertence ao filo
Ascomycota, porém sua caracterizacao ainda é motivo de discussao. Este género € um dos mais
abundantes no solo, além disso crescem em alimentos como queijo, pdo, cereais e frutas. Esta
espécie produz uma diversidade de metabdlitos secundarios estruturalmente heterogéneos que
sdo de interesse primordial nos dominios industriais e terapéuticos, bem como para micologistas
(ASHTEKAR; ANAND; THULASIRAM; RAJESHKUMAR, 2021).
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Leitdo (2009) e Coelho et al. (2020), concluiram que algumas espécies de Penicilium
possuem a capacidade de degradar hidrocarbonetos, sendo assim uma atracdo para processos
de biorremediacdo. Veignie e Rafin (2022), estudaram a eficiéncia de P. canescens na
dissipacédo de hidrocarbonetos aromaticos em microcosmos de solo contaminado envelhecido
industrialmente, e obtiveram resultados positivos. Wolski (2023) faz uma reviséo sobre a
versatilidade das espécies pertencentes ao género Penicillium que sdo capazes de serem
utilizadas na biodegradacdo de poluentes organicos como corantes azoicos, hidrocarbonetos,
compostos farmacéuticos, entre outros. Portanto, é aceitavel que o género Penicillium é

propicio para ser utilizado na biorremediacéo de alguns efluentes
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6 CONCLUSAO

Desse modo, de acordo com os resultados obtidos, seis fungos filamentosos foram
isolados com base em suas caracteristicas micro e macroscopicas, provavelmente, pertencem
aos géneros Trichophyton, Cladosporium, Epidermophyton, Chrysosporium, Nigrospora e
Penicillium, sendo alguns destes promissores para a area de tratamento de efluentes. Além
disso, foi comprovado que o sistema de tratamento aberto apresenta contaminantes exdgenos,
em especial dos fungos filamentosos.

Para trabalhos futuros, é recomendada a identificacdo genética destes microrganismos
para a sua completa identificacdo e assim possivel utilizacdo no tratamento do soro do leite,
dado que sdo naturalmente adaptados a ele, tanto de maneira individual como em simbiose com
outros microrganismos (como no exemplo de sistema utilizado, microalgas), como também em

outros tipos de efluentes.
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