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Remocado de BTEX por fungos em
reator aerobio de escoamento continuo

BTEX removal by fungi in continuous flow aerobic reactor
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RESUMO

Foi estudada a remocao de compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos) em reator de escoamento continuo e mistura perfeita, com indculo de
Aspergillus niger AN 400, operado sob o tempo de detenc¢do hidraulica (TDH)
de 12 horas para avaliar a eficiéncia do sistema na biorremediacdo de agua
poluida com gasolina na presenca (Etapa I) e na auséncia (Etapa ) de glicose
(05 gl A agua poluida com gasolina foi preparada na proporcédo de 101000 mL
(gasolina:dagua). Na primeira etapa foi ainda estudada a influéncia da adicdo de
nutrientes no afluente sobre a eficiéncia do processo. A adicdo de nutrientes
foi benéfica ao processo e, mesmo com a retirada da dglicose, a eficiéncia foi
mantida, devido a metabolizacdo do etanol — presente na gasolina brasileira
em 25% — pelos fungos, sendo ambos fontes de carbono de assimilagdo
mais facil para obtencdo de energia; o etanol e a glicose, foram usados como
cossubstratos na degradacao dos BTEX. Assim, na Etapa 2, quando somente
havia o etanol no meio, chegou-se a percentuais medios de 88% para benzeno,
90% para tolueno, 90% para etilbenzeno, e de 91% para meta, para e ortoxileno
(m, p e oxileno), com formagao de subprodutos fendlicos. A populacao fungica
predominou no meio ao longo de toda a operacao do reator.

Palavras-chave: biomassa imobilizada; reator com fungos; compostos
fendlicos; degradacao de BTEX.
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ABSTRACT

The removal of benzene, toluene, ethylbenzene and xylene BTEX)
compounds by Aspergillus niger AN 400 was studied in a continuous flow
reactor which was operated at hydraulic retention time (HRT) of 12 hours
evaluate the efficiency of the system in the bioremediation of water polluted
with gasoline in the presence (Step 1) and absence (Step 2) of 05 g.L.' glucose.
In the first step it was also studied the influence of the addition of nutrients
in the influent on the efficiency of the process. The addition of nutrients was
beneficial to the process and, with the removal of glucose, the efficiency
was maintained due to the use of ethanol — which is a Brazilian gasoline
constituent (25%) — and was used as co-substrate. Both ethanol and glucose
are more easily assimilated carbon and energy sources for fungi and were
used as co-substrate in the degradation of BTEX. Thus, in Step 2, when only
ethanol was in the biomedia, averages percentage of 88% for benzene, 950%
in toluene, 90% ethylbenzene and 91% for meta, para and orthoxylene (m,
p and oxylene) were reached, with the formation of phenolic by-products
in between. The fungal population in the middle prevailed throughout the
operation of the reactor.

Keywords: immobilized biomass; fungal reactor; phenolic compounds;
BTEX degradation.

INTRODUCAO

De acordo com Tiburtius, Zamora e Leal (2004), com base em dados
contidos em relatorio apresentado em 2001 pela Agéncia Nacional de

Aguas, no Brasil, cerca de 70% dos rios que fazem parte das bacias
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hidrograficas que vdo do Sergipe ao Rio Grande do Sul apresentaram
altos indices de contaminacdo, principalmente por efluentes urbanos
contaminados pelo vazamento de gasolina de postos de combustivel,

substancias lixiviadas de grandes lixdes e agrotoxicos.
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A gasolina é um dos derivados do petréleo mais requisitados no
mundo, tratando-se de uma mistura complexa de hidrocarbonetos, a
qual apresenta ponto de ebuli¢do entre 30 e 250°C e envolve mais de
1.200 compostos de carbono, dentre eles os aromaticos. Os hidrocar-
bonetos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, que possuem o anel
benzénico em sua estrutura, sdo os primeiros constituintes da gaso-
lina que atingem o lengol subterrdneo em casos de vazamentos (SILVA,
2008). Isso ocorre porque eles sdo 0os compostos que possuem maior
solubilidade em agua, com 1.780, 534, 161,2 e 157 mg.L ", para ben-
zeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, respectivamente.

Bono et al. (2001) destacaram que os hidrocarbonetos arométicos
provocam varios males a satide devido a toxicidade e/ou carcinogeni-
cidade do BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos). Os autores
também relataram que a inalagao de tolueno ou xilenos pode indu-
zir disturbios no modo de falar, na visdo, na audicdo, no controle dos
musculos e outros, além de sugerirem que a associagdo entre benzeno
e xilenos esteja relacionada com o surgimento de tumores cerebrais.
Por isso, existe um interesse crescente de se entender o destino e as
formas de degradagdo dos hidrocarbonetos derivados do petrdleo em
geral visando ao desenvolvimento de métodos mais eficientes de remo-
¢d0 dos mesmos do meio ambiente.

Pesquisadores em todo 0 mundo buscam novas tecnologias que tor-
nem o processo de degradagao do BTEX mais eficiente para que sejam
atendidas as exigéncias por parte dos 6rgaos ambientais. Os processos
devem ser menos onerosos com unidades mais compactas, visando a
uma operag¢do mais flexivel e com bom desempenho na remogao dos
compostos, além de apresentar menor custo de instalagdo e manutengao.

A utilizagdo de processos bioldgicos com fungos no tratamento de
dguas residudrias industriais tem sido bastante estudada, podendo-se
citar os trabalhos de D’Annibale et al. (2004), Prenafeta Boldu (2002),
Garcia-Pena et al. (2001), Rodrigues (2006), Sampaio (2005) e Lopes
et al. (2011), sendo os trés ultimos referem-se, especificamente, ao
emprego da linhagem Aspergillus niger AN400. Trata-se de uma linha-
gem geneticamente modificada, tendo sido utilizada na remediagéo de
poluentes, como fendis, nos trabalhos de Rodrigues (2006) e Lopes
et al. (2001) — ainda com estudo do consumo de macronutrientes
em efluente in natura da industria da castanha de caju —, e pesticidas,
avaliados na pesquisa de Sampaio (2005).

A vantagem em se utilizar fungos estd relacionada a sua tolerancia
a maiores concentragdes de produtos toxicos, a capacidade de cres-
cerem sob condi¢oes ambientais de estresse — como em meios com
baixos valores de pH, por exemplo —, e, ainda, por suportarem meios
pobres em nutrientes (GRIFFIN, 1994). Os fungos apresentam, ainda,
segundo Lemos et al. (2008), uma maior capacidade de sobrevivéncia em
meios com baixa atividade de 4gua em relagao as bactérias e leveduras.

Conforme a literatura nacional e internacional, poucos sdo os

trabalhos com utiliza¢do de fungos na degradagio de BTEX, sendo
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boa parte deles com remogao dos poluentes ja a partir da fase
gasosa, em correntes de ar submetidas ao tratamento em biofiltros
fungicos, conforme o trabalho de Rene et al. (2012), que empregou
Exophialia sp. para a remogio de concentragdes de BTEX, variando
de 0,06 a 1,43 mg.L'. Sdo citadas, ainda, as pesquisas de Cheng
et al. (2016), que usaram sistema misto de biofiltros, empregando
fungos e bactérias na degradagdo de 0,20 a 1,00 mg.L "' de tolueno
gasoso, e de Garcia-Pena et al. (2001), que utilizaram Pecilomyces
variotti no tratamento de gases contendo BTEX, em concentragio
em torno de 40 mg.L.

Dessa forma, o presente trabalho procurou avaliar a viabilidade
do uso de fungos na descontaminagio de 4gua contaminada pelo con-
tato com a gasolina, o que no cotidiano pode ser observado conforme
relatado por Tiburtius, Zamora e Leal (2004). Assim, Aspergillus niger
AN400, que ¢ uma linhagem geneticamente modificada para o uso na
area de saneamento, foi empregada como indculo de reator de leito fixo
e escoamento continuo para micorremediagdo dos BTEX presentes na

4gua ap0s contato com a gasolina.

MATERIAL E METODOS

Agua poluida com gasolina

A 4gua poluida com gasolina foi feita em laboratério, de acordo
com procedimentos descritos em Tiburtius, Zamora e Leal (2004).
Durante 12 horas, promoveu-se o contato da 4gua com a gasolina
comercial que continha em sua constitui¢ao 25% de etanol. A dgua
utilizada foi oriunda do sistema de abastecimento local e recebeu adi-
¢80 de macro e micronutrientes. Foi preparado um volume total de
20 L de 4gua e gasolina, em reservatdrio vitreo, sendo empregada a
proporgao de 10 mL de gasolina para cada litro de 4gua, sob tempera-
tura ambiente — em torno dos 25°C.

Os nutrientes foram adicionados ao meio na seguinte concentra-
¢do (gL"): (NH,) SO, (0,2), NaNO, (1,0), MgS0, (0,25), K,HPO, (0,2),
CaCl.2H,0 (0,01), CuSO,.7H,0 (0,08), H,MoO, (0,05), MnSO, 5H,0
(0,05), Fe,(S0O4), (0,05), ZnSO,.7(H,0) (0,04). As concentragdes foram
baseadas em trabalhos anteriores que utilizaram fungos no tratamento
de dguas residudrias: Garcia-Peni et al. (2001), Kapdan & Kargi (2002)
e Rodrigues (2006).

Ap6s o tempo de contato de 12 horas, a fragdo aquosa foi separada
da gasolina por decantagao simples, adicionando-se, ainda, o antibi6-
tico estreptomicina 0,03 mg.L"! (LIU et al., 2008), visando minimizar
a agdo de bactérias. A 4gua poluida foi, entdo, utilizada na alimenta-
¢do do reator, sendo que, previamente, o pH do meio foi ajustado para
4,5 - valor esse propicio para o desenvolvimento dos fungos e dentro
da faixa 6tima para a atividade enzimatica maxima para a maijoria das
enzimas (BOM; FERRARA; CORVO, 2008).
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Amostras da fra¢ido aquosa foram coletadas e caracterizadas
por cromatografia gasosa com injegdo por headspace e pardmetros
fisico-quimicos como amdnia, nitrito, nitrato, sulfato, pH, demanda

quimica de oxigénio (DQO) e fenol.

Cultivo dos fungos

O cultivo e a produgio dos fungos foram realizados de acordo com os
procedimentos descritos em Sampaio (2005). O fungo Aspergillus niger
ANA400, cuja linhagem encontrava-se na micoteca do Laboratério de
Tecnologia Ambiental (LATAM) do Instituto Federal do Ceara (IFCE),
foi cultivado em placas de Petri com meio de cultura Agar Sabouraud
Dextrose, acrescido de 0,03 g.L" do antibidtico estreptomicina, visando
eliminar a proliferagdo de bactérias, e de 1 mL de solugdo Vishniac por
litro de meio de cultura.

O meio foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C, durante
15 minutos. Ap6s a repicagem, as placas com esporos foram incuba-
das a uma temperatura de + 28°C e, ap6s 10 dias, observou-se o cres-
cimento das coldnias por toda a superficie das placas, procedendo-se,
entéo, a remoc¢io dos esporos.

No procedimento de remogao dos esporos foi utilizada a solu¢do
de Tween 80 a 0,5% para facilitar a raspagem. Da suspensao formada,
1000 mL foram transferidos para tubos de ensaio, previamente este-
rilizados. Cada um dos tubos recebeu 50 mL da suspenséo e ainda
mais 950 mL de dgua destilada, obtendo-se dilui¢ao de 1:20. Os tubos
foram agitados em Vortex. Assim, transferiu-se 20 mL da solugdo
preparada para a cimara de Neubauer, com profundidade de 0,1 mm
e area minima de 1/400 mm?, sendo levada ao microscépio 6tico de
campo claro, 400 vezes maior em 16 campos. A partir da contagem
dos esporos fungicos em microscépio foi obtida a concentra¢io da
suspensao de esporos, tendo-se adicionado 2 x 10° esporos.mL"! como

tamanho do indculo.
Reator de leito de escoamento continuo

Imobilizacdo da biomassa fungica
A biomassa foi imobilizada em manta de polipropileno, cortada em
quadrados de 2 x 2 cm, os quais foram acondicionados em redes de
polietileno e colocados no interior de frascos Erlenmeyer de 250 mL,
que receberam 200 mL de 4gua deionizada acrescida dos mesmos macro
e micronutrientes empregados quando do preparo da dgua poluida de
BTEX, nas mesmas concentragdes mencionadas anteriormente, além
da adigio de glicose (5 g.L'") para o crescimento do biofilme fingico
e cloranfenicol (0,10 g.L").

Os frascos permaneceram sob agitacio de 150 rpm durante 72 horas,
de modo que, ao completarem 24 horas, o meio antigo foi substituido
por um novo. As mantas foram previamente lavadas com dgua destilada

e autoclavadas antes do inicio do processo de crescimento do biofilme.

(] Eng Sanit Ambient | v.22 n4 | jul/ago 2017 | 809-820

Apo6s aimobilizagdo da biomassa, as mantas foram transferidas para o
reator de leito fixo e fluxo ascendente para sua partida.
Na Figura 1 sdo mostrados em detalhes os fungos que crescem

imobilizados ao suporte.

Montagem e operacao do reator continuo

O reator de leito fixo e escoamento continuo ascendente foi construido
em acrilico, possuindo estrutura cilindrica e volume total de 4,5 L, dia-
metro externo de 100 mm, espessura das paredes de 5 mm e altura de
0,8 m, com entrada para afluente, saida para efluente e entrada para
aeracdo, fornecida por mini-compressor de ar — vazdo de ar de 150 L.h!
e poténcia de 5 W —, conforme mostrado na Figura 2.

Ao longo do eixo longitudinal dos reatores foram colocados con-
tentores e placas perfuradas de PVC, possuindo em seu centro uma
passagem para uma haste em inox, fixada por encaixe no fundo do
reator, com a fun¢ao de evitar o deslocamento do meio suporte e seu
consequente arraste do reator.

Antes da partida do reator, a biomassa de Aspergillus niger AN400,
imobilizada em manta de poliuretano, foi adicionada ao mesmo. O rea-
tor foi alimentado com 4gua contaminada com gasolina, como descrito
anteriormente, quando do preparo da agua.

A operagao dos reatores foi dividida em duas etapas de alimentagéo:
o Etapal: com adigdo de 0,5 g.L* de glicose no afluente; e

o Etapa II: sem adicdo de glicose no afluente (Tabela 1).

Figura1- Fungos da linhagem Aspergillus niger AN4OO em crescimento
sobre a manta de polipropileno, acondicionada em redes de polietileno,

utilizada como material suporte no reator de escoamento continuo.
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A FEtapaIfoi dividida em duas fases distintas, segundo a nio adi¢ao
(Fase 1) e adigdo de nutrientes (Fase 2) no afluente, sendo a Fase 1 cor-
respondente s coletas de 1 a 5 e a Fase 2 s coletas de 6 a 10. Na Etapa IT

foi mantida a adi¢do de nutrientes.

Ensaio de volatilidade
O ensaio de volatilidade foi realizado para verificar o potencial de volatili-
zagdo dos compostos BTEX nas condi¢des operacionais do reator continuo
aerado sem adigdo de biomassa e de material suporte, a fim de comprovar a
menor relevancia da volatilizagio dos BTEX para sua remogao da fase aquosa.
Foi adotado tempo de detencéo hidraulica (TDH) de 12 horas, sendo
a concentragio de benzeno de 4,07 mg.L", tolueno de 7,14 mg.L", etil-
benzeno de 0,42 mg.L", meta e para-xileno (m e p-xileno) de 0,79 mg.L"!
e orto-xileno (o-xileno) de 0,79 mg.L", as quais sdo acompanhadas ao
longo de intervalos de tempo de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0 3,5; 4,0; 5,0; 6,0;
7,0; 8,0 € 9,0 horas. A volatilidade dos compostos foi avaliada a partir da

sua diferenca na entrada e na saida do reator.

Ensaio de adsorcao

Para isso, a manta de polipropileno foi cortada em cubos de 2 x 2 cm,
resultando em 45 g de meio suporte.

Foi adotado experimentalmente o TDH de 12 horas e a concen-
tragdo de BTEX acompanhada ao longo de intervalos de tempo prees-
tabelecidos, a cada hora, até o ponto de saturagao no meio suporte,
obtido a partir dos dados de concentragiao de BTEX (entrada e saida),
da vazéo resultante do TDH (4,2 L.h '), da variagdo do tempo (0,5 hora)

e do volume util do reator.

Contagem do numero de colbénias

Foi realizada a contagem do niimero de colénias dos micro-organismos
por meio do procedimento de dilui¢do em série com uso do meio seletivo
Martin, empregado para fungos, o qual foi preparado com 1000 mL de
4gua destilada e os seguintes constituintes (g.L"): K,;HPO, (1); peptona (5);
KH,PO, (5); MgSO,.7H,0 (0,5); dextrose (10); extrato de levedura (0,5);

Tabela 1- Cronograma de operacao do reator de escoamento continuo
e leito fixo.

TDH . - Tempo de operacao
Etapa & a"mentagao

O ensaio de adsor¢io foi realizado no reator de leito fixo, a fim de verificar Etapa | - Fase 1 075
aremogio dos BTEX considerando a condigéo abidtica para a remogao dos 12 Etapa | - Fase 2 075
poluentes, ou seja, por adsor¢ao dos BTEX no conjunto manta de polipropi- Etapa |l 300
leno, material suporte empregado, e, por consequéncia, nas paredes do reator. TDH: tempo de detencao hidraulica.
B
Detalhe da placa
Aerador  do contentor
. B
L
!
; [+
M Eixo do contentor
0 Bomba peristaltica
< (L /{
E.Id e Armazenamento
' - do afluente

/ ;
/

Armazenamento
do afluente

Figura 2 - A) Eixo com os contentores de suporte a serem inseridos verticalmente no reator; B) esquema do reator de leito fixo e escoamento
ascendente utilizado na pesquisa para o tratamento de dgua contaminada com BTEX. Adaptado de Rodrigues (2006).
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rosa bengala (0,033) e dgar (18). O antibidtico estreptomicina (3 pg.mL™")
foi adicionado ao meio para evitar a contaminagio do meio por bactérias.

Foram retiradas amostras de 10 mL do conteudo liquido do reator em
operagdo, misturando-as com 90 mL de solugdo salina (0,89%) em tubo de
ensaio de 20 mL, que foi submetido a agitacio em vortex durante 10 minutos.

Em seguida, aliquotas de 0,1 mL foram retiradas das dilui¢des cor-
respondentes a 102,107 e 10 e adicionadas as placas contendo o meio
Martin para fungos. Para promover o espalhamento das colonias, foi
utilizada a al¢a de Drigalski.

Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 28°C
em estufa, durante cinco dias, para permitir o crescimento das cold-
nias fungicas. A contagem foi realizada pela identificagdo visual das
colonias fungicas formadas na placa apds o periodo de incubagio e
multiplicado pelas dilui¢des correspondentes a cada placa.

Paralelamente, amostras dos fungos em placas foram fixadas em
laminulas e submetidas & andlise em microscopio dptico com cdmera
de captura de imagem para identificagdo dos micro-organismos.

Também foi feito o procedimento para a contagem de colonias bac-
terianas. Para isso, foi utilizada a técnica de diluigdes em série, em que
foram retiradas aliquotas das dilui¢cdes correspondentes a 10-%, 10 e 107
e adicionadas as placas contendo o meio Nutriente Agar. As placas foram

incubadas a temperatura de 28°C e a contagem realizada apds trés dias.

Métodos utilizados para a

determinacao das variaveis

Todas as andlises fisico-quimicas foram realizadas segundo métodos des-
critos em APHA (2005), exceto o nitrato — segundo Rodier (1975) — e o
fenol, segundo NBR 10740, (ABNT, 1989).

A determinagdo da concentragio de BTEX foi realizada por meio de
cromatografia, com uso de cromatégrafo gasoso Perkin Elmer — modelo
Clarus 500 — com detector de ionizagio por chama acoplado a um amostra-
dor headspace (GC/FID/HS), com 5 mL da amostra no frasco de headspace
por 30 minutos padronizados para posterior injecao. Foi utlizada a coluna
capilar Elite-5 — 30 m, 0,25 mm e 0,25 pm. As condi¢des cromatograficas
foram: nitrogénio como gas de arraste (1,0 mL.min™), volume de injegao
de 1 L, injetor a 280°C, detector a 280°C, temperatura inicial do forno de
50°C por 2 minutos, seguido de rampa de aquecimento (5 °C.min™*) até a

temperatura final de 100°C com permanéncia de 1 minuto.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizacao da agua contaminada por gasolina

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores médios e desvios-padrao para
as variaveis monitoradas no afluente do reator de leito fixo e fluxo con-
tinuo na Etapa 1 — caracterizada pela adi¢do de 0,5 g.L! de glicose —

e na Etapa II — caracterizada pela auséncia de glicose.
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Os resultados obtidos mostraram que no afluente os valores de
desvios-padrao foram elevados, o que indicou a homogeneidade baixa
dos compostos BTEX presentes na agua contaminada com gasolina
que alimentava o reator. Esse fato ¢ atribuido a varia¢ao da prépria
composi¢ao da gasolina tipo C, utilizada no preparo da 4gua poluida,
a qual tem composicdo varidvel, ainda que ela tenha sido adquirida
em posto padrdo com bandeira.

Segundo Takeshita (2006), a gasolina é uma mistura complexa de
hidrocarbonetos volateis, cuja composigao relativa e caracteristicas sdo
variaveis e dependem da natureza do petroleo que a gerou e da finali-
dade para a qual foi produzida. Além disso, o autor ressaltou a ocor-
réncia frequente da pratica de adulteragdo da gasolina, que envolve a
modificagdo da sua composi¢io original por meio da adigdo de dlcool
etilico anidro em porcentagens superiores ao estabelecido pela Agéncia
Nacional do Petréleo (ANP) e adi¢io de diversos solventes, como rafi-
nados petroquimicos, tolueno e diesel. Essa pratica provoca intensas
alteragdes nas propriedades fisico-quimicas da gasolina.

Contudo, apesar das variages afluentes observadas, o efluente ndo
apresentou oscilagdes elevadas de suas caracteristicas, mostrando que
houve facilidade de adaptagio dos fungos a variagdo da concentragio
das variaveis investigadas e a consequente estabilidade do sistema,
mantendo-se a qualidade do efluente final.

E importante mencionar que, ao fazer um comparativo entre as
EtapasI e II, houve menor concentragdo de nutrientes — amonia, nitrato
e fosforo — no afluente da Etapa I, pois, antes do reator passar a ope-
rar com alimenta¢do com BTEX, o reator foi mantido alimentado com

agua e nutrientes, conforme descrito no Material e Métodos. Porém,

Tabela 2 - Caracterizacdo da agua poluida com gasolina, a qual
alimentou o reator nas Etapas | — com adicdo de 0,5 g.L" de glicose — e
Il — sem adicao de glicose.

Variavel Etapal Etapa ll
(mg.L") (mg.L") (mg.L"

Amonia 72500 + 31100 117800 + 14,300
Nitrito 0000 + 0000 0008 + 0020
Nitrato 23500 £15,700 36,000 10600
Fosforo total 10,300 £10,200 20400 £ 6,700
Sulfato * 177000 £18,200
pH 3900 £ 0070 3900 £ 0400
DQO 3396400 £ 455000 | 2350000 566000
Benzeno 7900 % 7100 7500 3500
Tolueno 12,200 £ 11100 17000 + 9600
Etilbenzeno 2100 1,700 2,000 + 1200
m, p-xileno 2,700 £ 2500 1900 £ 0900
o-xileno 3500 £ 2500 2600 £1,200
Fenol * 3300 + 2,800

*Nao foi possivel realizar as analises de fenol e sulfato na Etapa I.
DQO: demanda quimica de oxigénio.
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esse procedimento foi realizado sem adigdo de BTEX e glicose (1 g.L'"),
tendo, apos alguns dias nessa condigo, apresentado colmatagio de seu
leito suporte pelo crescimento exagerado do Aspergillus niger AN 400.
Entdo, optou-se por retirar os nutrientes da coleta 1 até a 5 (Fase I), de
modo que, a partir da coleta 6 até a 10, houve adi¢ao tanto de glicose
quanto de nutrientes (Fase II), visando verificar melhor, novamente, o
desenvolvimento da biomassa fingica.

Na Etapa I, foram alcangados os percentuais de remogio de 96% na
Fase 1 e 97% na Fase 2 para benzeno; 95% e 93% para tolueno, respec-
tivamente; 65% e 79% para etilbenzeno; 89% e 86% para m e p-xileno e
87% e 88% para o-xileno. Ao se comparar as duas fases, evidenciou-se que

a adi¢do de nutrientes nao resultou, estatisticamente, em uma diferenca

significativa nas eficiéncias de remogao dos poluentes. Os dados experi-
mentais foram obtidos pelo teste ¢ de Student ndo paramétrico, indicando
que as eficiéncias de remogao nas duas fases foram semelhantes (p>0,05)
para benzeno, tolueno, etilbenzeno, m, p-xileno e o-xileno.

Nas Figuras 3 e 4, sdo apresentadas as concentragoes de benzeno, tolueno,
etilbenzeno, m e p-xileno e o-xileno do afluente e efluente ao reator de
leito fixo e fluxo continuo com fungos nas Etapas I e II, respectivamente.

Na Etapa II, as remogdes médias foram de 88% para benzeno, 90%
para tolueno, 90% para etilbenzeno, e de 91% para m, p e o-xileno.

Estatisticamente, ao se comparar a Etapa I com a II, ndo houve
diferenca nas eficiéncias de remogao para tolueno, m e p-xileno e

o-xileno (p>0,05). No entanto, as eficiéncias de remogao de benzeno

Tolueno (mg.L"

Coleta

107

m,p xileno (mg.L"

Fase Il

Coleta

20 ~
181
P i
(@) -
E 124
o ]O_
& 8-
N
c 6 -
B 4
2_
0
0 12
Coleta
6_
~ 57
-
()] -
£ 4
e 34
()
N
g 27
2
T
0 )
0 12
Coleta
10+
9_
~ 8- Fase |
- 74
£ 6-
o 27
o 47
=X 3
o 24
’I_
0 T T
0 2 4
—e— Entrada

«— Saida

814

Figura 3 - Concentracao de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno no afluente e efluente ao reator de leito fixo e fluxo continuo ao longo das coletas da Etapa l.
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e etilbenzeno apresentaram diferenga significativa (p<0,05). Isso demons-
trou que houve diminuigio da eficiéncia de remogao de benzeno de
96% (Etapa I) para 88% (Etapa II) e aumento da eficiéncia de remogéo
de etilbenzeno de 72% (Etapa I) para 90% (Etapa II).

A presenca de glicose favoreceu a obten¢ao de melhores percen-
tuais de remogio de benzeno na Etapa I. Estudos demonstram que a
utiliza¢io de fonte de carbono mais facilmente assimilavel é benéfica
na biodegradacdo de alguns compostos recalcitrantes, pois favorece
o aumento de biomassa e ganho de energia resultando em melhores
remogdes desses compostos (WANG et al.,2013).

Na Etapa II, o aumento da eficiéncia observado foi atribuido a

retirada da glicose do meio. Dessa forma, a presenca da glicose teria

contribuido para que os microrganismos a consumissem preferencial-
mente em relagdo ao etilbenzeno. Segundo Garcia-Pena et al. (2001),
esse composto possui maior resisténcia de ser biodegradado do que
os outros hidrocarbonetos presentes, como o tolueno, por exemplo.
Nardi et al. (2005) utilizaram um reator horizontal de fluxo conti-
nuo e leito anaerdbio para remogio de BTEX; o TDH aplicado foi de
11,4 horas. As concentragdes médias iniciais para cada composto foi
de 14,3 mg.L" de benzeno, 12,8 mg.L" de tolueno, 11,6 mg.L"! de etil-
benzeno, 23 mg.L! de m e p-xileno e 11,9 mg.L " de o-xileno. Ao final
do experimento foram alcangados os percentuais médios de remogao
de 84,6% de benzeno, 86% de tolueno, 86% de etilbenzeno, 85% de m

e p-xileno e 84% de o-xileno. Os resultados alcangados na pesquisa de
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Figura 4 - Concentracdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno no afluente e efluente ao reator de leito fixo e fluxo continuo ao longo das coletas da Etapal ll.
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Nardi et al. (2005) foram proximos dos obtidos na presente pesquisa,
porém com a diferenca de que os autores utilizaram o reator anaerdbio.

Garcia-Pefa et al. (2001) utilizaram reatores inoculados com o
fungo Paecilomyces variotii em regime de batelada para remogio de
BTEX na concentragio de 35 mg.L" de cada composto. Os resultados
obtidos foram de completa remogao de tolueno em apenas dois dias
de operagao dos reatores, 90% de etilbenzeno em dez dias, 60% de m e
p-xileno, 30% de o-xileno e 45% de benzeno ap6s os dez dias de operagao.

Os resultados demonstram que a utiliza¢do de reatores de fluxo
continuo é muito importante, pois potencializam os bons resulta-
dos que vém sendo obtidos com a utilizagao de fungos, a maioria em
regime de batelada como no experimento de Garcia-Pena et al. (2001).
Com isso, fica visivel a eficiéncia do reator de leito fixo de biomassa
fingica e com fluxo continuo.

Fazendo um comparativo entre as Etapas I e II, verificou-se que,
no geral, a eficiéncia média de remogdo dos compostos BTEX nes-
sas etapas ndo apresentou valores muito distantes, ficando acima de
85% na Etapa II. Na Etapa I, a menor eficiéncia média de remogéo
de BTEX foi de 79%.

Segundo Espdsito & Azevedo (2004), a capacidade dos fungos
de adaptarem rapidamente seu metabolismo a diferentes tipos de fon-
tes de carbono é um fator essencial para sua sobrevivéncia. Essa flexi-
bilidade se deve a produgéo de grande quantidade de enzimas intra e
extracelulares nao especificas, capazes de degradar uma série de com-
postos. Os fungos se apresentam como agentes eficientes na biorre-
mediagio gracas a essas enzimas com grande capacidade catalitica e
pela maior superficie de contato — propiciada pela exposigdo de suas
hifas ao meio que contém poluentes.

Muitos fungos filamentosos sdo capazes de degradar compostos
monoaromaticos por meio do sistema enzimatico citocromo P-450
monoxigenase. Por esse sistema enzimadtico, ocorre a epoxidagdo do
anel aromatico para formar um intermedidrio instével, um 6xido de
areno. Esse 0xido é imediatamente hidratado por uma epéxido hidrolase,
formando o transdihidrodiol e, em seguida, por rearranjos nao enzi-
maticos, os fendis. A partir dos fendis e do transdihidrodiol, os fungos
podem produzir quinonas e, em alguns casos, conjugados de glicose,
sulfato, xilose e 4cido glicurénico (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

E importante salientar que o ensaio de volatilidade realizado em
condigdes abidticas mostrou que praticamente ndo ocorreu varia-
¢do da concentragdo dos BTEX no meio. Verificou-se um aumento
médio de 26 p.p. (pontos percentuais) da concentragio, considerando
o total de BTEX no final de 9 horas, o que foi justificado pela presenca
de etanol na gasolina, que teria aumentado a dissolugio dos hidrocar-
bonetos aromaticos em meio aquoso (FERNANDES & CORSEUIL,
1996). Esse fato acarreta no aumento da concentragdo desses hidro-
carbonetos no efluente final, ap6s maior tempo de contato, propiciado

pelo tempo de permanéncia do fluxo de 4gua contaminada no reator.
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Isso é possivel porque o processo tende a ocorrer lentamente na fase
aquosa (NUNES & CORSEUIL, 2007), de modo que, de acordo com
os dados observados, ndo ocorreu perda considerada por volatilizagao.

No que tange 4 remog¢ao de matéria orgénica, o percentual médio
de remogao alcangado ao longo da Etapa II foi de 48% e na Etapa I de
30%, sendo o percentual médio de remocio da Fase 1 de 21% — ausén-
cia de nutrientes — e da Fase 2 — com nutrientes — de 41%. A partir
dos dados obtidos, verificou-se que a adi¢do de nutrientes beneficiou
sensivelmente a eficiéncia de remogdo da matéria organica. Esse fato se
deve nao pela remocéo desses compostos do meio — eles se encontra-
vam em baixas concentragdes —, e sim pelo beneficio a0 metabolismo
fungico que esses macro e micronutrientes proporcionaram. Segundo
Esposito & Azevedo (2004), os macronutrientes, como o nitrogénio, o
fosforo e o enxofre, sdo essenciais para o metabolismo flingico na sintese
de macromoléculas celulares de interesse celular, e os micronutrientes,
muitas vezes chamados de elementos trago, sdo importantes para cum-
prir as fungdes de coenzimas ou cofatores enzimaticos, para transferir
elétrons em reagdes de 6xido-redugdo e como reguladores osmaticos.

A andlise estatistica mostrou que houve diferenca significativa nos
percentuais de remog¢ao de DQO comparando tanto as Fases 1 e 2 da
Etapa I como as Etapas I e II (p<0,05). Foi indicado, ainda, que néo
houve prejuizo ao tratamento com a retirada da glicose, uma vez que
sua presenga no meio contribufa com o aumento da matéria orgénica
a ser consumida, refletindo na menor eficiéncia de remogao da Etapa I.

Piubeli et al. (2012) avaliaram a remoc¢do de DQO em efluentes
resultantes da produgdo de petrdleo utilizando bactérias isoladas do
proprio efluente em reatores de bancada por um tempo reacional de
quatro dias com e sem adi¢do de nutrientes. A concentracao de DQO
inicial foi de 4300 mg.L. No experimento sem adigdo de nutrientes a
remogdo de DQO foi de apenas 20%, ja no experimento com adigdo
de KH,PO,, NH\NO, e alanina, a remocéo foi de 67%. Esses resulta-
dos, assim como os da presente pesquisa, demonstraram a importan-
cia dos nutrientes para o melhor desempenho dos micro-organismos.

Além disso, a 4gua contaminada com gasolina pode ter exercido
toxicidade aos fungos, ainda em adaptagdo ao meio. Ndo apenas os
BTEX sdo toxicos, mas outros compostos presentes na gasolina, bem
como subprodutos formados a partir da degradagdo dos substratos,
contribuindo para o aumento da DQO efluente..

Pinheiro et al. (2008) utilizaram Aspergillus niger para a remogéao
de benzeno e DQO de matriz aquosa em reatores em batelada com
biomassa dispersa. Foram avaliadas em trés concentragdes de benzeno
(v/v): 10, 5 e 1%. As remogdes obtidas foram de 37, 76 e 34%, respec-
tivamente. Os valores de Pinheiro ef al. (2008) foram alcangados em
5 dias de tempo reacional em batelada, enquanto que neste estudo
foram alcancados em TDH de 12 horas.

Portanto, comparando com os resultados obtidos por Pinheiro

et al. (2008), os resultados desta pesquisa apresentaram-se bastante
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favoraveis no tocante a remog¢ao de matéria organica. Provavelmente
a imobilizagdo da biomassa fungica, que, segundo Pietro et al. (2002),
ajuda na adaptagdo do micro-organismo ao composto tdxico, tenha
contribuido para resultados superiores.

Segundo Rodrigues et al. (2011), os micro-organismos assumem
estratégias ecologicas para a assimilagdo de um substrato: uma delas
¢é o cometabolismo. Segundo Khelifi ef al. (2009), ao serem expostos
aos compostos de estrutura complexa, eles utilizam uma fonte mais
facilmente assimilavel para a obtengdo de energia, para sé entdo come-
tabolizar as moléculas mais complexas. A adi¢do de glicose assume,
entdo, importante papel na biodegradagdo dos compostos recalcitran-
tes, sendo justificado seu uso na primeira etapa da pesquisa.

A retirada da glicose na segunda etapa foi justificada por representar
economia no tratamento dos compostos alvo, tendo em vista que o proprio
etanol presente na agua contaminada serviria como cossubstrato. A gasolina
brasileira possui aproximadamente 22% de etanol e esse migra para a fase
aquosa, levando os compostos BTEX por cossolvéncia. O meio, entéo, ndo
ficou sem uma fonte mais facilmente assimilavel pelos fungos, resultando,
assim, ainda que sem adigdo de glicose, em um bom percentual médio de
remogao de matéria orginica para a Etapa II — 48%.

Quanto aos dados de fenois, verificou-se remogao média de 46%,
sendo que houve coletas em que ocorreu aumento da concentragio dos
mesmos no efluente em relagio ao afluente, como resultado da possi-
vel formacio de fenol a partir da rota de degradagdo dos compostos
BTEX. Nas coletas em que a concentragio de fenol diminuiu, prova-
velmente ocorreu a metabolizagdo do fenol e do transdihidrodiol e, a
partir desses dois compostos, os conjugados de glicose, sulfato, xilose
ou acido glicurénico (DAS & CHANDRAN, 2010).

Das & Chandran (2010) afirmaram que na rota de degradagao de
compostos aromaticos por organismos eucarioticos como os fungos,
um 4tomo da molécula de oxigénio presente no meio é incorporado
ao substrato aromatico, enquanto o outro atomo ¢ reduzido a d4gua. O
6xido de areno formado pode ser metabolizado pela sua isomerizacido
para formar fenol, que pode ser conjugado com sulfato, dcido gluconico
ou glicose ou ser também metabolizado pelo fungo, conduzindo, prin-
cipalmente, a formagao de catecol e dcidos organicos. Por outra via, o
6xido de areno conduz a formagio de transdihidrodiol, que pode ser
convertido a catecol, metabdlito chave da metabolizagio de varios com-
postos aromaticos pelos micro-organismos, pois a partir dele ocorre a
ruptura do anel aromatico para futura assimilagao.

Os resultados de sulfato, obtidos na Etapa II, podem indicar que a
degradagao do fenol tenha ocorrido pela rota de metabolizagdo espe-
cifica via catecol, tendo o efluente do reator apresentado concentragdo
maior que o afluente na maioria das coletas monitoradas. Provavelmente,
isso se deu em fungao da formagio de conjugados de sulfato a partir
do fenol e transdihidrodiol oriundos da metabolizagdo do BTEX, con-

forme relatado por Esposito & Azevedo (2004).
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Os fungos ja haviam armazenado o sulfato no inicio da operagao
e, em alguns periodos de caréncia do nutriente, esse era utilizado a
medida que ia ocorrendo a formacio de fenol e transdihidrodiol para
a formagdo dos conjugados. Segundo Leite et al. (2006), os vacuolos
sdo as estruturas fungicas responsaveis pela fun¢ao de armazenamento
de nutrientes que podem ser acumulados ou liberados de acordo com
as necessidades metabdlicas do micro-organismo.

Em relagdo ao pH, o valor médio deste no afluente e no efluente
da Fase 1 da Etapa I foi de 4,0. Ja na Fase 2 dessa mesma etapa, o pH
médio de entrada também foi 4,0, e o pH médio da saida foi 3,0.

Segundo Rodrigues (2006), como resultado da degradagdo da
matéria orgénica presente, os fungos realizam a produgio de acidos
orgénicos como subprodutos de degradagio, e esse fato acarreta na
diminui¢io do pH, como foi observado na Fase 2 da Etapa I. Com isso,
os fungos, possivelmente, encontraram melhores condigées nutricio-
nais e se adaptaram a carga toxica exercida pelos poluentes presentes
no meio, promovendo a degradagdo da matéria organica. Foi obtido
o melhor percentual médio de remogao (41%) em comparagdo com a
fase anterior, o que ficou refletido na diminui¢do do pH do efluente.

Na Etapa II, em que ndo houve a adigdo de glicose como cossubs-
trato, o pH variou mais acentuadamente em relacio a etapa anterior
e apresentou, em termos de valores médios, os valores 3,9 e 2,9 para
afluente e efluente, respectivamente. A retirada da glicose pode ter
influenciado na menor homogeneidade dos resultados, ocorrendo
uma maior variagao nos valores de pH.

O ensaio abidtico de adsor¢do revelou que a remogao de BTEX
deveu-se, principalmente, a biodegradagao. Na Tabela 3, sdo mostra-
dos os resultados de massa total de remogao de BTEX em biorreator
e devido a adsor¢do em suporte de polipropileno. A capacidade de
adsorg¢do do suporte de imobilizagdo foi muito baixa.

A remogido de BTEX em biorreator, de 479,7 mg de benzeno,
976,3 mg de tolueno, 107,9 mg para etilbenzeno, 105,7 mg de m e
p-xileno e 144,2 mg de o-xileno, foi superior a capacidade maxima
do suporte para adsorver os compostos, provando que a sua remo-

¢édo era devido a biodegradagao.

Tabela 3 - Massa total de BTEX removida no bioreator durante a operagcao
e a massa removida por adsor¢dao em meio suporte de polipropileno.

- Zg)é::i de Massa total de Massa total de
p " BTEX removida BTEX removi-
Poluente adsorcdo pelo . .
X no bioreator da pelo meio
meio suporte (mg) suporte (mg)
(mg.g”
Benzeno 0148 479,700 6660
Tolueno 0044 976,300 2,000
Etilbenzeno 006l 107900 0600
m, p-xileno 0007 105,700 0,340
o-xileno 0007 144,200 0340

BTEX: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos.
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A contagem de fungos e bactérias revelou que na primeira
etapa a populagdo de fungos foi superior a bacteriana, respecti-
vamente de 40 x 10°e de 2 x 10’ UFC.mL"}, sendo que na Etapa II,
quando ndo havia glicose no meio, nao foi visualizada nenhuma
coldnia bacteriana.

Miranda et al. (2010) realizaram um trabalho em reatores inocu-
lados com fungos e em condi¢des abidticas, tendo verificado que, nos
reatores que receberam etanol, houve pouca contamina¢do do meio
com bactérias. Portanto, no presente estudo, a presenca de etanol na
composicdo da gasolina também pode ter contribuido para inibir a
contaminagio do meio por bactérias, além de ser um cossubstrato mais
eficiente para a degradacéo especifica de etilbenzeno.

E importante ressaltar que ainda foi detectada outra espécie ftn-
gica, além da espécie inoculada inicialmente. Provavelmente, esse
fungo seja proveniente do ar ou mesmo da gasolina que era utilizada

para o experimento.

Nas Figuras 5 e 6, sio apresentadas imagens do Aspergillus niger
e da espécie contaminante nio identificada em microscépio 6ptico
com aumento de 40 vezes. O fungo contaminante néo foi identificado
pelos métodos tradicionais de identificagdo disponiveis no laboratdrio
e ndo se teve condigdes de proceder a sua identificagao com técnicas
de biologia molecular.

Em estudos realizados por Cerniglia (1997) e Jacques et al.(2007),
varios fungos dos géneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium,
Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus, Bjerkandera e
Chrysosporium se destacaram como possuidores de habilidade para
degradar hidrocarbonetos aromaticos. Esses relatos endossam a habili-
dade do Aspergillus e do Penicillium em degradar os compostos BTEX,
como observado no presente trabalho. O consércio de micro-organis-
mos na biorremedia¢io de dreas contaminadas com BTEX tem sido
muito explorado, pois, segundo Wolicka et al. (2009), a utilizacdo de

apenas uma espécie de micro-organismo na biodegradagio de solos
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Figura 6 - Detalhe do fungo nao identificado encontrado em amostra do biofilme removida do reator no tltimo dia de operacao.
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contaminados por compostos recalcitrantes possui pouca capacidade
de decompor simultaneamente um ou varios hidrocarbonetos. Por isso,
para uma biorremediagéo efetiva de dreas contaminadas por deriva-
dos de petroleo, é necessaria a aplicagdo de comunidades mistas de

micro-organismos.

CONCLUSOES

A operagio do reator de escoamento continuo com biomassa imobili-
zada de Aspergillus niger AN400 foi influenciada pela glicose quanto a
remogao de benzeno e etilbenzeno, obtendo-se maior remogao desses
compostos, respectivamente, na presenga e auséncia de glicose (96%).
Na sua auséncia de glicose, o etanol, oriundo da composi¢ao da gaso-

lina brasileira, cumpriu com o papel de cossubstrato, contribuindo

para a remocéo do etilbenzeno, além de auxiliar na inibi¢do da popu-
lagdo bacteriana e favorecer o estabelecimento de microbiota fungica.

Nao houve diferenga significativa quanto ao uso de glicose ou eta-
nol visando a remocéo de tolueno e xilenos.

Na Etapa I, a eficiéncia de remogao dos BTEX ficou préxima, inde-
pendente da presenga ou auséncia de nutrientes no meio, sem diferenga
significativa, conforme aplicacdo do teste estatistico.

A ndo adi¢do de nutrientes nas primeiras coletas (Fase 1) foi neces-
saria em face do problema de colmatagdo observado, de forma que a
presenca de nutrientes melhorou a remogao de matéria organica, ainda
que a eficiéncia registrada tenha sido baixa (40%). Esse fato foi moti-
vado pela possivel formagdo de subprodutos, particularmente com-
postos fenolicos oriundos da degradagido dos BTEX, segundo rota de

degradagdo, os quais persistiram no efluente final.
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