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Resumo

Neste trabalho, um meio aquoso contendo 250 mg/L de fenol e macro e micronutrientes foi submetido ao tratamento em reator de leito fixo e escoamento
continuo, inoculado com Aspergillus niger. O reator foi operado sob tempo de detengéo hidraulica de oito horas, dividido em duas fases de alimentacdo: na
presenca (Fase |) e auséncia (Fase Il) de 0,5 g/L de glicose no meio. As remogoes médias de matéria organica, medida em demanda quimica de oxigénio, e
de fenol foram, respectivamente, de 92% e 99%, na Fase |, e de 77% de matéria organica e de fenol, na Fase Il. A perda de eficiéncia registrada na Fase Il foi
atribuida a produgao excessiva de biomassa e de mucilagem, bem como pela provavel diminuicao da atividade enzimética dos micro-organismos envolvidos

NO Processo.
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Abstract

In this work, an aqueous mean containing 250 mg/L of phenol and macro and micro nutrients was submitted to treatment in a continuous fixed bed reactor
inoculated with the Aspergillus niger. The reactor was operated under eight hours of hydraulic detention, divided into two feeding phases in the presence (Phase
I) and absence (Phase Il) of 0.5 g/L of glucose in the mean. The organic matter removal, measured in chemical demand of oxygen and phenol were of 92% and
99% in Phase |, and 77% of organic matter and phenol in Phase Il. The loss of the efficiency observed in the Phase Il was attributed to extreme production of
biomass and mucilage inside the reactor and for the reduction of the enzymatic activity of the involved microorganisms in the process.
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Introdugao

A contaminacdo do ambiente por compostos naturais e xenobi-
oticos, presentes em despejos industriais, tem sido observada, so-
bretudo, a partir do século 20, devido ao incremento das atividades
do parque industrial em todo o mundo. A presenca de compostos
aromaticos em aguas residuarias industriais dificulta o processo de
tratamento, sendo que muitas dessas substancias, como os compos-
tos fenolicos, sio de natureza persistente (VINCIGUERRA et al, 1995;
RODRIGUES, 2006).

Os compostos fenolicos caracterizam-se pela presenca do grupo
hidroxila (OH) diretamente ligado a um anel benzénico e fazem parte
da composicdo de varios efluentes industriais, tais como, os da indus-
tria de beneficiamento da castanha de caju, das refinarias de petroleo,
das industrias téxteis, de papel e celulose, de azeite de oliva e de
fundicoes de metais, entre outros (RODRIGUES, 2006).

Os fenois sdo compostos acidos, bactericidas, com efeitos carci-
nogénicos e mutagénicos (BOLANOS et al, 2001), cuja presenca no
meio ambiente pode causar sérios danos. De acordo com Prieto et al
(2002), estes compostos sdo extremamente toxicos a0 homem, tanto
por ingestdo como por inalacdo, ainda que em baixas concentracoes
(1 mg/L). No Brasil, o Ministério da Saude determinou que o limi-
te maximo de fenol, permitido em agua destinada ao abastecimento
publico, é de 0,1 pg/L e a concentracdo de 0,5 mg/L de fendis foi
estabelecida como padrdo para o lancamento de qualquer tipo de
efluente (BRASIL, 2004).

O tratamento de aguas residuarias contendo compostos fenoli-
cos em reatores com fungos tem mostrado ser viavel devido a ob-
tencao de efluentes com menores toxicidades e diminuicdo das con-
centracoes de fenois (RODRIGUEZ et al, 1998; RODRIGUES, 2006;
RODRIGUES et al, 2007, ERGUL et al, 2008).

A inoculacio de fungos em reatores usados no tratamento de
efluentes contendo compostos aromaticos persistentes, como fenol e
seus derivados, constitui uma alternativa interessante, pois esses mi-
cro-organismos produzem enzimas (celulases, ligninases, peroxidases,
entre outras) que tornam o organopoluente mais acessivel a biode-
gradacdo (RODRIGUES, 2006). Os fungos do género Aspergillus, as-
sim como Geotrichum, Phanerochaete e outros sao capazes de utilizar
compostos aromaticos através da producdo de enzimas catabolicas
(GARCIA et al, 2000, CERETI et al, 2004).

De acordo com Kyriacou et al (2005), varias espécies de Aspergillus
tém demonstrado eficiéncia na degradacido de compostos fendlicos,
especialmente a espécie Aspergillus niger que tem sido utilizada no tra-
tamento de 4guas residuarias com compostos fenélicos por apresentar
boa eficiéncia na remocio do composto pela acéo de enzimas fenol hi-
droxilase e catecol 1,2-dioxigenases (SANTOS; LINARDI, 2004).

Neste trabalho, foi estudado o tratamento de 4gua residuaria sinté-
tica contendo fenol por reator inoculado com Aspergillus niger AN400,

na presenca e na auséncia de fonte primaria de carbono (glicose).

Material e métodos
Meio aquoso sintético

O meio foi preparado conforme descrito por Rodrigues (2006),
sendo sua composicdo em g/L: NH,SO, ) NaNO, 1) KH,PO,
(0,20); MgSO, (0,25); CaCl,2H,0 (0,01); CuSO,.7H,0 (0,08);
H,MoO, (0,05); MnSO,.7H20 (0,05); Fe,(SO,), (0,05) e ZnSO,
(0,04). O fenol (CH, OH) foi adicionado na concentracio de
0,25 g/L. Agua de abastecimento foi utilizada para o preparo das so-
lucoes aquosas e, apos a adicao do fenol e dos sais, o pH foi ajustado
a 4,0 com uso de H,50, 10% /v).

Indculo

Os esporos de Aspergillus niger AN400 foram produzidos em pla-
cas de Petri estéreis contendo 15 mL de meio de cultura Saboraud
Dextrose, previamente esterilizado a 121°C, durante 15 minutos, e 1
mL de solucéo de Vishniac, como fonte de nutrientes para os fungos.
As placas permaneceram a 28°C, durante cinco dias, para o cresci-
mento dos esporos por toda sua superficie, periodo apés o qual os
mesmos foram removidos para tubos de ensaio para posterior conta-
gem. A remocio dos esporos das placas de Petri foi realizada com uso
de alca de Drigalsky e solucao de Tween 80.

Para a contagem dos esporos foi preparada uma solucdo de espo-
ros utilizando 50 pL de suspensdo, previamente agitada em agitador
tipo Vortex, acrescido de 950 pL de solucao Tween 80, resultando em
diluicéo de 1:20. Em seguida, 20 pL da oluc¢do preparada foram trans-
feridos para camara de Newbauer, onde se procedeu a contagem dos

esporos em microscopio optico Bioval com aumento de 400 vezes.

Reator

O reator foi construido em tubo cilindrico de acrilico, diametro
externo de 100 mm, espessura das paredes de 5 mm, altura de 0,85
m e volume total de 4,45 L. A camara de entrada da dagua residuaria
localizava-se na parte inferior e a saida do efluente, no topo do reator,
conforme apresentado na Figura 1. O ar foi fornecido ao meio por
mini-compressor (vazao de ar de 150 L/h e poténcia de 5W).

Ao longo do eixo longitudinal do reator foram colocados trés
contentores, constituidos de placas de PVC perfuradas, presas a uma
haste de aco inoxidavel, fixada, por encaixe, no fundo do reator. A
funcao dos contentores foi a de evitar o deslocamento do meio supor-
te e seu consequente arraste.

O reator recebeu inoculo na forma de suspensao de 2 x 10° esporos/
mL e foi mantido sob recirculacao do efluente durante cinco dias, para
o estabelecimento do biofilme e aclimatacio dos micro-organismos.

Matrizes cuibicas de poliuretano, com arestas de 1 cm e densidade

aparente de 23 kg/m’, foram utilizadas como material suporte.

Eng Sanit Ambient | v.15 n.1 | jan/mar 2010 | 47-52



Remocao bioldgica de fenol por uso de reator continuo com inoculo de Aspergillus niger

Na operacdo do reator de escoamento continuo foi utilizada,
como fonte primaria de carbono, a glicose (0,5 g/L) e o mesmo foi
coberto com revestimento em polietileno preto para prevenir perdas
de fenol por fotodegradaciao (RAO; VIRARAGHAVAN, 2002).

O reator foi submetido a um tempo de detencéo hidraulica de 8
h, em duas fases distintas: afluente constituido pela agua residuaria
com fenol, acrescida de 0,5 g/L de glicose (Fase I) e afluente consti-
tuido apenas por agua residuaria com fenol (Fase II). As Fases I e II

abrangeram, respectivamente, 67 e 83 dias.

Variaveis analisadas

Para acompanhamento do processo foram realizadas analises
de demanda quimica de oxigénio (DQO), potencial hidrogenionico
(pH) e oxigénio dissolvido (OD), segundo com APHA (1998) e fenol,
de acordo com Bolafios (2001), por cromatografia gasosa usando um
GC Perkin Elmer Clarus 500; coluna capilar de 30 m x 0,25 pm com
fase estacionaria cianopropil, temperatura do injetor de 250°C; tem-
peratura do detector de ionizacdo por chama (FID) de 200°C e fluxo
de gas de arraste (N,) de 1,5 mL/min. Para esta determinacao foram
adicionados a 2 mL da amostra: 0,5 g de NaCl, 50 uL de solucao de
2-clorofenol (padrao interno), 0,5 mL de solucdo de H_ SO, (I1Me
1,0 mL de éter etilico. A mistura obtida foi agitada durante um minu-
to em vortex e a fase etéria foi separada para injecio.

A quantificacéo do fenol foi feita padrao interno para uma faixa
de concentracdo entre 0 e 0,25 mg/L. O limite de deteccéo encontra-
do foi de 0,25 mg/L e a recuperacdo estimada de fenol variou entre
87 e 105%.

As analises de nitrogénio amoniacal e de nitrato foram esporadi-
camente realizadas apenas quando da caracterizacao da agua residua-
ria, sendo as mesmas executadas de acordo com APHA (1998).

No final do experimento, a biomassa por grama de espuma de
poliuretano foi quantificada, a partir de analise de solidos totais vola-
teis (STV), promovendo-se o desprendimento do biofilme por uso de
agitacdo manual, com auxilio de pérolas de vidro. Amostras do bio-
filme foram submetidas a exames de microscopia optica de contraste
de fases, em microscopio eletronico.

A obtenc¢do dos valores da relacdo carbono/nitrogénio (C/N)
foi realizada por estequiometria a partir da férmula molecular das
substancias que compuseram o meio sintético utilizado, conforme
Rodrigues (2000).

Capacidade de adsorgao do fenol no material suporte

A massa de fenol adsorvida na espuma de poliuretano foi es-
timada em ensaio realizado antes da adicao do inéculo no reator.
Experimentalmente, foram utilizados 500 mg/L de fenol em agua de
torneira, como agua de alimentacao do reator, medindo-se a concen-

tracdo de fenol no efluente ao longo de 60 minutos, em intervalos de
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Figura 1 — Detalhes do reator com leito fixo e escoamento ascendente
com meio suporte de espuma de poliuretano e contentores

10 minutos. Durante o ensaio, o reator foi operado com TDH de 2
horas e vazao de 1,20 L/h. Os dados obtidos no ensaio foram empre-
gados na Equacéo 1, a qual forneceu a massa de fenol adsorvido na
espuma adsorvente.
m=Y[Q(C, -C)IxAt Equacdo 1
Onde:

m: massa de fenol adsorvida no suporte de poliuretano;

Q: vazido do afluente no reator (1/h);

C,: concentragao de fenol no afluente (mg/L);

C,: concentracao de fenol no efluente (mg/L);

At: intervalo de tempo reacional (h).

Resultados e discussoes

Na Fase I, a remocdo média de matéria organica soluvel foi de
92%, sendo que as maiores remocdes foram em torno de 98%, ocor-
reram no 53° e 56° dias de operacdo, conforme a Figura 2, onde séo
mostradas as remocodes de matéria organica, medidas em DQO, alcan-
cadas tanto na Fase [ (com glicose) quanto na Fase II (sem glicose).

E importante mencionar que a eficiéncia de remocao de matéria

organica solivel apresentou valores superiores a 80%, na maior parte
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da operacéo do reator, com as menores remocdes observadas no ini-
cio da operacao.

De acordo com Rodrigues (1999), eficiéncias menores podem ser
apresentadas na partida (start) do reator, devido ao estagio inicial de
formacéo do biofilme e da adaptacdo dos microrganismos ao meio (fase
lag). Em tempo, a eficiéncia de remocao de matéria organica aumentou
progressivamente ao longo da Fase I, indicando a boa adaptacéo dos
fungos que colonizaram prontamente a superficie do material suporte.

Na Fase II, a perda de eficiencia média de remocdo de DQO
(77%), em relacdo a fase anterior, pode ter ocorrido, possivelmente,
pela colmatacao do leito, acarretada tanto pela provavel producao ex-
cessiva de biomassa quanto de material mucilagenoso. A mucilagem
é geralmente composta de polissacarideos extracelulares, proteinas
e glicoproteinas, com propriedades adesivas, que ajudam na fixacéo
ao suporte e tem a funcdo de proteger os micro-organismos do efeito
toxico de poluentes (COSTA et al, 2004).

O mucilageno produzido por fungos pode conter enzimas, como es-
terases, invertases e peroxidases, entre outras (GRIFFIN, 1994). Contudo,
¢ importante mencionar que a propria diminuicdo da atividade enzima-
tica dos micro-organismos também teria contribuido para os menores
percentuais de eficiéncia registrados na Fase 11, pois provavelmente a
producdo de enzimas catabolicas teria sido prejudicada devido ao com-
prometimento do transporte de nutrientes para o biofilme.

Além disso, a idade do biofilme também exerce influéncia sobre
a producdo de enzimas. De acordo com Blanquez et al (2006), células
mais antigas tém sua morfologia alterada ao longo do tempo e ten-
dem a apresentar diminuicao da atividade enzimatica e, consequen-
temente, na diminuicao da eficiéncia do processo.

Outro aspecto interessante de se observar é sobre a relacdo C/N,
uma vez que a mesma tem relacao com o controle do crescimento do
biofilme e, assim, contribui para o sucesso do processo de tratamento
de aguas residudrias (LOPEZ et al, 2006).

No presente estudo, foram utilizadas relacdes de C/N igual a 1,0
— para a agua residudria contendo fenol e glicose (Fase I) —e de 0,5 —
para agua residuaria contendo apenas fenol (Fase II). Curiosamente,
os melhores resultados foram alcancados para relacio C/N = 1. Na
Fase 11, quando a concentracdo de carbono no afluente ao reator foi
equivalente a metade da concentracéo de nitrogénio (C/N = 0,5), pela
retirada da glicose da alimentacéo, a colmatacao do leito foi quantita-
tiva e houve a perda de eficiéncia no sistema (Figura 2), sendo que o
mesmo somente se apresentou mais estavel no final desta fase.

De acordo com Carlile e Watkinson (1994), uma relacio C/N ele-
vada (50:1) conduzira a producéo de polissacarideos extracelulares,
alcoois e lipidios. Em contrapartida, valores de C/N abaixo de 10:1 fa-
vorecem a producéo de alto conteudo protéico. Porém, os mecanismos
da producio de polissacarideos pelos fungos ainda nio foram total-
mente elucidados e a quantidade e a composicéo destas substancias sao
influenciadas pelo pH, concentracao de oxigénio dissolvido, fonte e

concentracdo de nitrogénio, entre outros fatores (ZHENG et al, 2008).

A concentracdo de nitrogénio no meio, aparentemente, possui
controle sobre a producdo de polissacarideos. Youssef et al (1999)
relataram que em meios com elevada concentracao de NH,*, o meta-
bolismo fungico produz maior quantidade de biomassa em relacdo ao
de polissacarideos extracelulares. Além disso, a producéo de polissa-
carideos extracelulares diminui na presenca de melanina, em meios
com baixa relacio C/N e ricos em nitrato (ZHENG et al, 2008).

A melanina é um polimero multifuncional, de peso molecular
elevado, encontrado em varias espécies de fungos e bactérias e que é
formado a partir da polimerizacio oxidativa de compostos fenolicos,
sob a acdo das enzimas fenol oxidases, em meios contendo nitrato
como fonte de nitrogénio (LANGFELDER et al, 2003).

Nesta pesquisa, a agua residudria possufa concentracio elevada, tan-
to de nitrato como de NH,*, respectivamente, de 160 mg/L e 300 mg/L.
Nos ultimos 15 dias de operacdo do reator, o biofilme formado apresen-
tou coloracdo acentuada, variando de preto ao marrom escuro, sendo uma
evidéncia da degradacdo do fenol. Contudo a pesar do Aspergillus niger
ter reconhecida capacidade de sintetizar melanina (PRENAFETA BOLDU,
2002), a mesma pode também ser produzida por outros micro-organis-
mos, devendo-se levar em consideracio no processo o envolvimento de
bactérias e leveduras que contaminaram o meio, conforme foi constatado
nas analises por microscopia realizadas no final do experimento.

Fato semelhante foi observado por Rodrigues (2006) que tam-
bém avaliou a remocédo de fenol por Aspergillus niger, na auséncia de
substrato primario, em reatores de escoamento continuo. Os reato-
res, operados sob TDH de 6 horas, apresentaram percentuais médios
de remocao de 72% (reator com manta de poliamida como suporte)
e 78% (reator com espuma de poliuretano como suporte), ambos
inferiores aos registrados nesta investigacao.

Desta forma, a producdo de melanina poderia ser uma hipotese
para explicar a melhora da eficiéncia no final da Fase II (C/N = 0,5),
sendo importante mencionar que a ocorréncia de sua producéo ape-
nas no final da Fase II pode ter decorrido de alteracdes metabolicas,
tendo como resultado maior concentracio de nitrato no meio, embo-
ra ndo se possa afirmar devido ao fato de néo terem sido efetuadas
analises de nitrato e amonia no efluente do reator.

Na Fase I, paralelamente & remocéo de DQO, o fenol foi removido
do meio (Figura 3), com eficiéncia média elevada, de 99%. Na Fase
1T a remocdo média de fenol foi somente de 77%. Adicionalmente,
verificou-se que, no 107°, 112° e 120° dias de operacéo, a concentra-
cdo de fenol no efluente do reator apresentou valores elevados, com
variacoes de 170 a 200 mg/L, coincidindo com as maiores concentra-
coes de matéria organica registradas no efluente no mesmo periodo,
entre 334 e 430 mg/L.

Durante quase toda a Fase I, a concentracdo de fenol medido no
efluente permaneceu abaixo de 0,5 mg/L, limite maximo determina-
do pela Resolucdo CONAMA no. 357, de 17 de marco de 2005, para
o lancamento de aguas residuarias em corpos receptores (BRASIL,
2005), exceto nos 9° (5 mg/L) e 67° (7 mg/L) dias de operacéo.
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Ao longo dos 150 dias de operacdo do sistema (Fases I e 1), se-
gundo a Equacéo 1, foi removida massa de fenol estimada em 279 g,
resultando em uma remocao de 4 g de fenol por grama de espuma. O
ensaio de adsorcdo realizado mostrou que a capacidade de adsorcao da
espuma de poliuretano foi de 0,22 g de fenol por grama de espuma de
poliuretano, indicando que a via predominante para remocao do fenol
do meio aquoso sintético ocorreu por assimilacio biologica.

Com relacéo ao pH, apesar do ajuste inicial do afluente (pH =
4,0), condicao mais propicia para o desenvolvimento do Aspergillus
niger (GRIFFIN, 1994) e preferivel para inibicdo de bactérias, o
efluente apresentou-se acido somente até o 12° dia de operacao, pe-
riodo a partir do qual assumindo verificou-se valores de pH entre
7 e 8, os quais persistiram até o final da Fase I (Figura 4). Este fato
provavelmente esta relacionado as interacdes metabolicas entre o
Aspergillus niger e os micro-organismos contaminantes.

Na Fase II, quando houve interrupc¢do na alimentacéo de glicose
e a consequente diminuicdo da relacdo C/N, foi observado efeito ne-
gativo sobre o consumo de fenol pelos micro-organismos, porém os
resultados obtidos ndo permitem afirmar que, nesta fase, as menores
remocdes de fenol e de matéria organica tenham sido influenciadas
pela menor valor da relacao C/N.

Foram registrados aumentos da concentracdo de fenol no afluen-
te do reator, nos 107°, 112° e 120° dias. Assim, é possivel que te-
nha ocorrido maior concentracdo de acido muconico no meio, como
resultado da degradacido biologica do fenol (VAN SCHIE; YOUNG,
2000), o que se refletiu nos valores de pH obtidos, os quais foram
mais baixos na Fase II de alimentacio, variando de 4,8 a 7 4.

Ainda na Fase II, melhores resultados foram obtidos com a de-
sobstrucao do leito do reator pela retirada do excesso de biomassa,
sempre apos a obtencao das menores eficiéncias 12% (117° dia), 26%
(112° dia) e 19% (120° dia).

As analises por microscopia revelaram a presenca de leveduras,
Alternaria sp. e de bactérias que também teriam participado do pro-

cesso, porém Aspergillus niger foi a espécie dominante.

Conclusoes

O tratamento da agua residuaria pelo uso de reator de escoamen-
to continuo, inoculado com Aspergillus niger AN400, resultou em ex-
celentes remocoes de matéria organica e de fenol. Durante a operacio
do reator, sob o tempo de detencdo de 8 horas, na Fase I, com adicao
de glicose (0,5 g/L) no afluente, tendo-se alcancado eficiéncias mé-
dias de remocdo de matéria organica de 92% e de fenol de 99%.

A elevacio do pH, provavelmente, foi influenciada pela existéncia
de outros micro-organismos, conforme revelado nos exames microsco-
picos, como reflexo de interacdes metabolicas entre as espécies presentes
no meio, as quais também participaram do processo de tratamento.

Fatores como producio excessiva de biomassa e de material mu-

cilagenoso e a possivel diminuicao da atividade enzimatica podem
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com TDH de 8 horas, com (Fase I) e sem glicose (Fase Il)
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Figura 3 — Variag0es das concentracoes de fenol no afluente e efluente
do reator de escoamento continuo, operado com TDH de 8 horas, com
(Fase 1) e sem glicose (Fase Il)
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Figura 4 — VariacGes do pH no afluente e efluente do reator de escoamento
continuo, operado com TDH de 8 h, com (Fase I) e sem glicose (Fase Il)

ter contribuido para a perda da eficiéncia do processo, evidenciada
na Fase II. Em relacdo a relacio C/N, os dados obtidos nio foram
suficientes para afirmar que a mesma tenha influenciado o processo,
devendo-se proceder a estudos mais aprofundados para constatacéo

de sua relacdo com o controle do crescimento de biomassa.
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A concentracdo de fenol no efluente sintético, durante a maior par-
te do experimento, ficou abaixo da maxima recomendada pela legislacio
brasileira (BRASIL, 2005), indicando a viabilidade do uso do reator inocu-

lado com fungos para o tratamento da agua residudria contendo fenol.
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