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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo estudar a viabilidade do Aspergillus niger AN 400
no tratamento de aguas contaminadas por BTX (benzeno, tolueno e xileno). Os
compostos BTX séo hidrocarbonetos aromaticos de elevada acédo tdéxica que quando
liberados no meio ambiente contaminam o solo e as aguas subterraneas, podendo
inviabilizar a exploracdo de aquiferos, os quais atualmente representam uma fonte
alternativa de agua potavel. Compostos BTX fazem parte da composicao do petréleo
e de seus derivados e podem entrar em contato com 0 meio ambiente por meio de
acidentes no transporte e de vazamentos no armazenamento de combustiveis. O
experimento foi dividido em trés etapas: Etapa | com 5¢g/L de glicose, Etapa Il com 1
g/L de glicose e Etapa Ill com 0,5 g/L de glicose. Cada etapa teve quatro ciclos
operacionais, com tempo de reacdo total de sete dias. O reator possuia 5L de
volume, mas foi operado com volume util de 4,5L a biomassa foi imobilizada em
mantas de polipropileno e a concentracdo de esporos utilizadas foi de 2 x 10°
esporos/mL. Em geral, os compostos BTX foram eliminados com 3 dias de operacéo
do reator na etapa |. Quanto ao valores de pH do afluente, 0 mesmo manteve-se em
torno de 4, ja no efluente a média foi de 2,5. A remocao de matéria organica da
etapa | foi de 40%, 69% etapa Il, 49% etapa Ill. Com relacdo aos nutrientes, houve a
utilizacéo preferencial do fungo pelo nitrogénio amoniacal, com remocdo média de
93% de amobnia na etapa |, 74% na etapa Il e 51% na etapa lll, quanto ao nitrito, ao
final de todos os ciclos, a concentracdo permaneceu relativamente constante com
pequena remocdo no 12° ciclo. Houve acumulo de nitrato no meio referente tanto a
repressdo das enzimas nitrito e nitrato redutase devido a presenca de aménia,
guanto a possivel liberacdo do nitrato nos vacuolos fungicos. Adicionalmente foram
alcancados percentuais de remocao de ortofosfato de 70, 96 e 74% para as Etapas
[, Il e lll, respectivamente. Apds testes microbiologicos foi identificada a presenca, de
além da espécie inoculada, de contaminacdo no reator pelo fungo do género
Penicilium, o que aparentemente ndo trouxe prejuizo ao sistema bioldgico em virtude
das altas remocdes alcancadas.

Palavras-Chaves: Aspergillus niger, batelada sequencial, BTX, nutrientes, remocéo,
biomassa imobilizada.
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ABSTRACT

This research aimed to study the viability of the species Aspergillus niger AN 400 in
the treatment of water contaminated with BTX (benzene, toluene and xylene). BTX
compounds are aromatic hydrocarbons with high toxic action that contaminate the
soil and groundwater when released into the environment, and may derail the
exploitation of aquifers, which currently represent an alternative source of potable
water. Compounds are part of the composition of petroleum and its derivatives, and
may come into contact with the environment through accidents in the transportation
and leaks in the storage of these fuels. The experiment was divided into three stages:
Stage | 5 g/L glucose, Stage Il 1 g/L glucose and Stage IIl 0,5 g/L glucose. Each
stage has four operating cycles, with a total reaction time of seven days. The reactor
had 5L volume but a useful volume of 4,5L and its biomass was immobilized in layers
of polypropylene and the concentration of spores used was 2 x 10° spores / mL. The
BTX compounds were eliminated with 3 days of reactor operation. In the remaining
steps, after two days of the operation, the BTX compounds have not been detected
in most cases. Concern to the pH of the effluent, it remained on around 4, while the
effluent average was 2,5. In stage I, the removal of organic matter was of 40%, 69%
in stage Il and 49% in stage Ill. As to the nutrients, there was a preferential use of the
fungus by ammonia, with 93% of ammonia average removal in stage |, 74% in stage
Il and 51% in stage lll, as to nitrite, it remained, approximately, with the same
concentration but with a small removal in 12° cycle. There was an accumulation of
nitrate in the cited middle as to the repression of the nitrate and nitrite reductase
enzymes, due to the presence of ammonia, as the possible nitrate release in the
fungal vacuoles. As a result, the orthophosphate removal percentage were 70, 96
and 74% for stages I, Il and lll, respectively. After microbiological tests, it was
identified the contamination of the reactor by the fungus of the Penicillium genus, in
addition to the inoculated specie, what apparently did not bring damage to the
system biologic, due to the high removal achieved.

Key words: Aspergillus niger, sequential batch, BTX, nutrients, removal, immobilized
biomass.
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1. INTRODUCAO

A escassez de agua motivada pela acentuada poluicdo dos mananciais
superficiais e pela grande demanda de agua, impulsiona o0 homem a buscar novas
fontes de abastecimento e, neste contexto, a 4gua subterranea surge como reflgio
para grande parcela da humanidade que a utiliza para diversos fins, tais como o
abastecimento humano, na irrigacdo e em atividades industriais.

A reserva estratégica de dgua vem tendo sua qualidade ameacada por
compostos oriundos de produtos petroliferos, particularmente, decorrente de
vazamentos em tanques de armazenagem, problema que decorre do fato da maioria
destes tanques estarem no final de sua vida atil, que é de aproximadamente 25 anos
(TIBURTIUS et al., 2004).

Segundo Kao et al. (2008), os vazamentos estdo entre as maiores causas de
contaminacado das aguas subterraneas, sendo importante ressaltar que a dissolucao
de produtos contendo benzeno, tolueno e xileno aumentam a pluma de
contaminacao destas fontes de agua.

De acordo com Silva et al. (2002), os hidrocarbonetos monoaromaticos
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, por estarem presentes em concentracdes
significativas na gasolina, e possuirem razoavel solubilidade em agua (benzeno,
1760 mg/L; tolueno, 532 mg/L; e xileno, 163-185 mg/L) sdo os contaminantes que
primeiro irdo atingir o lencol freatico.

A gasolina brasileira produz maior risco de contaminagdo ao atingir os lencgoéis
subterraneos, uma vez que apresenta o percentual obrigatério de alcool etilico de
aproximadamente 25%, o qual aumenta a solubilizacdo dos compostos BTX na agua
subterrdnea e dificulta ainda mais a remediagdo. Isto ocorre porque o &lcool
misturado aos hidrocarbonetos e a agua poderia causar o efeito de cossolvéncia que
tende a aumentar a solubilidade e o transporte na 4gua dos compostos aromaticos
(CIMA, 2007; SILVA et al., 2002).

A biorremediacdo € uma tecnologia que utiliza microrganismos para minimizar
ou remover poluentes de hidrocarbonetos de petrdleo que podem ser
biorremediados de ambientes contaminados, e que se destaca por ser muito
eficiente na recuperacdo de ambientes poluidos e ndo resulta em alteracdo do
equilibrio ecolégico (SOUZA et al., 2005).



A realizacdo de estudos sobre a biodegradacdo de compostos toxicos, como
0 BTX, com o objetivo de restaurar a qualidade de 4guas subterraneas e superficiais,
até niveis que garantam seus usos multiplos previstos pelos érgdos de fiscalizacao
ambiental, € fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias de
remediagao.

Neste contexto merece destaque a capacidade de fungos filamentosos como
agentes degradadores eficazes para uma ampla diversidade de substancias
organicas, as quais sao comumente encontradas nos efluentes gerados pelas
refinarias e industrias téxteis entre outras bem como em aquiferos contaminados. A
tecnologia de reatores com fungos no saneamento ambiental é uma realidade e
estes microrganismos se constituem em poderosa alternativa aos métodos
convencionais de tratamento (SAMPAIO et al., 2005; RODRIGUES 2006,
SANTAELLA et al., 2009).

Assim, visando contribuir para o fornecimento da tecnologia em prol da
despoluicdo de aguas contendo BTX, neste trabalho foi estudada a utilizacdo de
reator biol6gico com inéculo de Aspergillus niger para a remocédo destes compostos

em meio aquoso.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a remocao de compostos BTX (benzeno, tolueno e xileno) em meio
aguoso por uso de reatores inoculados com Aspergillus niger AN 400 operados em

regime de batelada sequencial.

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar a influéncia da concentracdo de glicose (5, 1 e 0,5 g/L) sobre a
eficiéncia de remoc¢éo de compostos BTX e de matéria organica em reator em
bateladas sequenciais;

e Determinar a eficiéncia de remo¢do de amobnia, nitrato, nitrito e fésforo de
meio aquoso contendo BTX em reator bioldégico sequencial inoculado com
Aspergillus niger AN 400;

¢ Realizar ensaio para determinar o potencial de volatilizacdo do BTX em meio
aerado;

e Avaliar a tolerancia da linhagem Aspergillus niger AN 400 aos compostos BTX
em teste de toxicidade em placas;

e Avaliar a toxicidade dos compostos BTX em bioensaios de toxicidade com

semente de alface (Lactuca sativa).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.A Disponibilidade Hidrica do Brasil e a Contaminagdo Ambiental

Segundo dados da ANA (2009), o Brasil detém 12% da agua doce do planeta.
A maior parte desta agua estd localizada na bacia amazbnica, onde nossas
demandas para usos consuntivos (0s que consomem agua), como o abastecimento
domeéstico e a industria sdo insignificantes. No Nordeste, onde vive 30% de nossa

populacdo, somente 3% destes recursos hidricos estao disponiveis.

O Estado do Ceara esta localizado na regido Nordeste do Brasil e abrange
uma superficie de cerca de 148.000 km? que apresenta regime pluviométrico
marcado por extrema irregularidade de chuvas no tempo e no espaco. Neste
cenario, a agua constitui um bem natural de elevada limitagdo ao desenvolvimento
socioeconémico desta regido e, até mesmo, na subsisténcia da populacdo (IBGE,
2009).

Para efeito de gerenciamento de recursos hidricos em um contexto
emergencial, como é o caso das secas, merece destaque o0 grau de utilizacdo das
fontes de abastecimento de A&agua subterranea, pois este recurso torna-se
significativo no suprimento hidrico da populacédo e dos rebanhos. Adicionalmente a
perfuracdo de pocos tubulares vem sendo realizada de forma generalizada em todo
o Nordeste e, mais particularmente na éarea semi-arida devido as estiagens

prolongadas e a auséncia de controle dos 6rgaos responsaveis (SANTANA, 2008).

A importancia da agua subterranea € extremamente relevante como fonte de
abastecimento doméstico, industrial e agricola, pois mais da metade da agua de
abastecimento publico no Brasil procedem das reservas subterraneas (CETESB,
2004).

Segundo o Censo de 2000, aproximadamente 61% da populacao brasileira é
abastecida com agua subterranea, para fins domésticos, sendo que 10% se auto-
abastece das aguas de pocos rasos, até 30 m de profundidade, 20% de nascentes
ou fontes e 70% de pocos profundos, acima de 50 m de profundidade (IBGE, 2009).

Quase toda a agua subterrdnea existente na Terra tem origem no ciclo
hidrolégico, isto é, no sistema pelo qual a natureza faz a agua circular do oceano
para a atmosfera e dai para os continentes, de onde retorna, superficialmente ou

subterraneamente ao oceano (CPRM, 2009).



Quando as &guas meteodricas se precipitam da atmosfera na superficie da
terra, parte da agua escorre superficialmente até os rios, lagos e oceanos; parte
infiltra e outra parte retorna a atmosfera por evapotranspiracdo que € a soma dos
processos de evaporacédo direta da agua e da transpiracdo da vegetacdo. Assim, 0s
rios representam o sistema de drenagem da agua doce para o mar, enquanto que 0s
aquiferos representam os sistemas de armazenamento de agua doce no continente
(CETESB, 2004).

Conforme Donaire (2007) é importante ressaltar que, de forma sistémica, o
que ocorre com 0 solo repercute nas aguas subterraneas, j4 que fazem parte do
mesmo contexto, podendo resultar em alteragbes na qualidade das mesmas. Assim,
a migracao dos poluentes através do solo para as aguas superficiais e subterraneas
constitui uma ameaca para a qualidade dos recursos hidricos utilizados em
abastecimento publico, industrial, agricola, comercial, lazer e servicos.

Os dados obtidos na Assembléia Legislativa do Estado Ceard, em 2008,
demonstraram que até 2006 existiam na regido Nordeste 96.134 pocos tubulares
cadastrados, dos quais mais de 49 mil (51%) foram perfurados em rochas cristalinas
(aquiferos fissurais). Contudo, os dados demonstram que existe um numero muito
superior a 100 mil pocos no Nordeste, sem considerar o estado de Sergipe e 63%
dos municipios da Bahia (SANTANA, 2008).

Segundo dados recentes da CPRM (Companhia de Pesquisa de Recursos
Minerais), no Brasil em 2009 foram -catalogados 184.393 pocos de &gua
subterréanea, dos quais 20.107 estdo no Estado do Ceara. No entanto, é estimado
que em todo o pais haja pelo menos 400.000 pocos (ZOBY e MATOS, 2002). Na
Figura 1 cada ponto em azul representa um poco de abastecimento de agua
existente no Ceara.

Conforme Tiburtius (2004), a contaminacdo de &aguas subterraneas por
compostos organicos representa sérios problemas a saude publica, principalmente,
compostos como benzeno, tolueno e xilenos (BTX) que sao frequentemente
encontrados em &aguas subterraneas, por causa de vazamentos em tanques de

estocagem.
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Figura 1- Pocos de agua subterrdnea catalogados pelo CPRM, em 2009, no
Estado do Ceard. Fonte: SIAGAS (Sistema de Informacdo de Aguas Subterraneas)
2009.

Conforme Manzochi (2001) citado por Tiburtius (2004), que acompanhou as
atividades operacionais de abastecimento e descarga de combustiveis e troca de
0leo em um posto de abastecimento de combustiveis de Florianépolis (SC) o
material derramado dos postos de gasolina podem contaminar o solo e a agua,
atingindo rios, lencois freaticos e galerias pluviais. Considerando o vazamento de 10
mL de gasolina por dia, durante um ano, estima-se que pode haver
comprometimento de trés milhdes de litros de agua. A extensdo da contaminagéo
depende do vazamento e das condi¢cdes do local onde o posto esta instalado (tipo
do solo). A contaminacdo do solo e da agua pode trazer graves consequéncias,
inclusive riscos a saude publica, principalmente em areas urbanas. Exemplos citados

sao as cidades de Cascavel e Campo Largo (PR), que tiveram durante 2001 o
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abastecimento de agua suspenso, devido a contaminagdo dos mananciais
fornecedores por postos de combustivel da regiéo.

Martins (2004) avaliou as emissfes de compostos organicos volateis em
tanques de armazenamento de produtos quimicos. Os tanques de gasolina
figuraram como a segunda maior fonte de emissdes atmosféricas, com perdas de
65,64 t.ano™. Em 1998, uma pesquisa realizada pela CONCAWE (conservation of
clean air and water in europe), em 64 terminais maritimos da Comunidade Européia,
concluiu que 13,2 mil toneladas de gasolina foram emitidas sem controle para a
atmosfera (CONCAWE, 2002).

Um agravante a este problema é que a deteccao da contaminacdo ambiental
muitas vezes sO é descoberta quando substancias nocivas aparecem nos
reservatorios de agua potavel em niveis que comprometam o Seu uso, que ocorre
quando o contaminante jA se espalhou por uma grande area. A dimensdo deste
problema se expande quando se considera que, aproximadamente, 60% dos
municipios brasileiros utilizam &guas subterrdneas para consumo humano
(CORSEUIL et al., 2004).

Apesar dos aquiferos apresentarem uma protecdo natural contra poluicdo em
funcd@o do solo sobreposto e das camadas confinantes, se a 4gua subterranea for
contaminada, 0s custos e o tempo para a descontaminacdo sao superiores aos da
agua superficial, em muitos casos, inviabilizando seu uso. Em geral quando se
detecta poluicdo nas aguas subterrdneas, necessita-se de um intenso trabalho de
investigacdo para delimitar as plumas e determinar a origem da contaminagéo, que
pode ter ocorrido h& varios anos ou em locais distantes do pog¢o contaminado
(CETESB, 2004).

O maior problema da contaminacdo por gasolina estad relacionado aos
hidrocarbonetos aromaticos, dentre os quais se destacam benzeno, tolueno e xileno.
Estes hidrocarbonetos arométicos sdo geralmente mais toxicos que 0s compostos
alifaticos com o mesmo numero de carbonos e possui uma maior mobilidade em
agua, caracteristica que pode ser representada significativamente pelo menor
coeficiente de particdo octanol-agua. Um menor coeficiente de particdo implica em
uma lenta adsorcdo no solo e um transporte preferencial via agua (TIBURTIUS et al.,
2004).

Dentre os componentes do petréleo, o benzeno, tolueno e xileno constituem a

parcela mais tOxica para 0s moluscos marinhos e peixes quando ocorre um



derramamento de petr6leo no oceano, seja de um navio petroleiro ou de uma
plataforma maritima de exploracéo de petréleo (BAIRD, 2002).

Segundo Baird (2002), os contaminantes organicos tipicos dos suprimentos
de agua subterranea, em geral mais importantes, sdo os solventes clorados, com
destaque para os tricloroeteno (C,HCI3) e percloroeteno (C,Cl;) e os BTX: benzeno
(CsHe), tolueno (CsHsCHg) e os trés isébmeros do xileno (0, m e p - CgH4(CHz3)2).

Diversos contaminantes quimicos tém sido adicionados acidentalmente ou
deliberadamente a agua, alimentos e ao ar, resultando em degradacao da qualidade
ambiental, mesmo em baixas concentragdes. A questdo é se a presenca destes
poluentes, embora a baixas concentracdes, afeta a salude das pessoas e outros
organismos vivos. Os efeitos sao sutis e dificeis de serem detectados, porém estima-
se que 80 a 90% do cancer humano podem ter causa ambiental (BAIRD, 2002).

A existéncia de areas contaminadas causa diversos problemas, como danos a
saude humana, comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, restricdes ao
uso do solo e danos ao patriménio publico e privado, com a desvalorizacdo das
propriedades, além de outros danos incalculaveis ao meio ambiente, muitas vezes
ocasionado pelo desrespeito a procedimentos seguros e a ocorréncia de acidentes
ou vazamentos durante o desenvolvimento dos processos produtivos, de transporte
ou de armazenamento de matérias primas e produtos (CETESB, 2008).

Segundo a CETESB (2001), em uma area contaminada, local ou terreno,
onde ha comprovadamente poluicdo ou contaminacéo pela introducéo de quaisquer
substancias ou residuos que nela tenham sido depositados, acumulados,
armazenados, enterrados ou infiltrados de forma planejada, acidental ou até mesmo
natural, os poluentes ou contaminantes podem se concentrar na sub-superficie ou
nos diferentes compartimentos do ambiente, por exemplo, no solo, nos sedimentos,
nas rochas, nos materiais utilizados para aterrar o0s terrenos, nas aguas
subterrdneas ou, de uma forma geral, nas zonas nado saturada e saturada, além de
poderem concentrar-se nas paredes, nos pisos e nas estruturas de construcoes.

Os poluentes ou contaminantes podem ser transportados a partir desses
meios, propagando-se por diferentes vias, como, por exemplo, o ar, o proprio solo,
as aguas subterrdneas e superficiais, alterando suas caracteristicas naturais ou
gualidades e determinando impactos negativos e/ou riscos sobre os bens a proteger,

localizados na prépria area ou em seus arredores (CETESB, 2010).



As areas comprometidas pela poluicdo os problemas gerados devido a
existéncia destas podem ser originados a partir de grande quantidade de tipos de
fontes potenciais de poluicdo, pois ha maioria das atividades humanas séo geradas
substancias, residuos e/ou efluentes com potencial para comprometer os diferentes
compartimentos do meio ambiente, destacando-se, 0 solo e as 4guas subterraneas
(CETESB, 2010).

De acordo com a CETESB (2004), as principais fontes de poluicdo para as
aguas subterraneas estdo relacionadas com o uso do solo para disposicdo de
residuos e infiltracdo de efluentes das atividades quimica, mecéanica, metalirgica e
curtume, além de fontes consideradas difusas como a agricultura, notadamente a
adubacdo pesada e 0 uso inadequado de pesticidas. Nado sdo raros 0os casos de
pocos tubulares que apresentam contaminagcdo por substancias organicas toxicas.
Isso se deve ao fato da intensa industrializacdo e ao grande numero de postos de
servico com tanques de combustiveis com possibilidade de vazamento, o que faz
dessa atividade uma das principais fontes de poluicdo das aguas subterraneas nos
perimetros urbanos.

Deotti (2005) relatou que a migragcdo de compostos organicos no solo
constitui um fluxo multifasico composto por fases ndo-aquosas (ndo dissolvidas em
agua), uma fase aquosa (do liquido intersticial e compostos solubilizados) e pela
fase de vapor (compreendendo os vazios ndo preenchidos pela dgua na regido néo
saturada e os gases liberados pela volatilizagdo dos compostos organicos), esta
ultima fase podendo néo existir na zona saturada do solo.

Conforme este autor, as caracteristicas mais importantes ao se avaliar o
comportamento de compostos organicos no solo envolvem:

- Solubilidade em &agua: os compostos misciveis em agua tém sua migracao
controlada preferencialmente pela fase aquosa, enquanto 0S compostos nao
misciveis em &gua (também conhecidos como NAPLs — Non-Aqueous Phase
Liquids) sdo controlados pela fase ndo aquosa e podem ser divididos em duas
subfases: a) fase liquida ndo aquosa densa (DNAPL — dense non-aqueous phase
liquids) e b) fase liquida ndo aquosa leve (LNAPL- light non-aqueous phase liquids).

- Densidade relativa a 4gua: em especial, os liguidos menos densos que a agua
(LNAPLS) tende a ficar suspensos, acima do nivel do lencol freatico (podendo ser
com o tempo lentamente dissolvido em agua e transportado), enquanto os mais

densos (DNAPLS), ou seja, os compostos que formam a fase liquida ndo aquosa
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densa tendem a atravessar o0 meio aquoso e pela acéo da gravidade, penetrando no
solo, nas fissuras das rochas até encontrar alguma camada impermeavel.

- Volatilidade: para o composto volétil existira uma frente de vapores que atravessa a
zona nao saturada e chega a superficie.

- Viscosidade relativa: em geral, quanto maior a viscosidade menor a velocidade de
percolacéo.

Segundo Donaire (2007), o comportamento dos compostos organicos que
migram para o lencol freatico depende de sua densidade relativa a da agua (1,0
g/mL). Os chamados LNAPL (Light Non-Aqueous Phase Liquids) se caracterizam
como liquidos ndo soluveis em agua constituidos por COH (Hidrophobic Organic
Compounds), os quais sdo compostos organicos hidrofébicos menos densos do que
a agua e formam, portanto uma pluma de contaminagcédo na subsuperficie do lencol
freético. Todos os hidrocarbonetos que tém uma massa molar pequena ou média
pertencem a esse grupo inclusive a fracdo BTEX da gasolina e outros derivados do
petréleo.

Em contraste, todos os solventes policlorados séo classificados como DNAPL
(Dense Non-Aqueous Phase Liquids), também sdo constituidos de COH e mais
densos do que a agua. Em geral, tendem a descer até a parte mais profunda dos
aquiferos e as principais moléculas envolvem: o cloreto de metileno, o cloroférmio, o
tetracloreto de carbono e o0 1,1,1- tricloroetano.

Na Figura 2 é ilustrado o comportamento das plumas de contaminacdo no
lencol freatico. Outros compostos organicos nao-clorados, mas de massa molar
elevada, como o creosoto e alcatrdo também classificados como DNAPL (BAIRD,
2002).
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Figura 2 - Comportamento dos LNAPL e DNAPL ap0s contaminagdo. Fonte:
(Donaire, 2007).
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Deve-se considerar que, mesmo contendo baixa solubilidade em agua, tanto
0s LNAPL como os DNAPL solubilizam-se gradualmente com o tempo, tornando-se
um suprimento continuo de contaminantes para as aguas subterraneas, aonde
plumas de contaminacdo vado se formando na direcdo do fluxo da &agua,
comprometendo assim todo o volume do aquifero (DONAIRE, 2007).

Mariano (2006) avaliando um vazamento, ocorrido h4 dez anos, em um posto
de gasolina observou uma espessa camada de 6leo acima da agua subterranea,
apos ter sido coletada, a mesma foi analisada e apresentou as seguintes
concentragbes de BTEX: 112.1; 98.5; 115.7 e 865.8 pg/L, respectivamente.
Comprovando a persisténcia destes compostos em aquiferos subterraneos. Na
Figura 3 é mostrado o fluxo multifasico dos compostos derivados de petréleo e

ilustra alguns aspectos da migracédo destes contaminantes.
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Figura 3 - Fluxo multifasico dos (a) LNAPLs e (b) DNAPLs. Fonte: (MIRANDA
NETO, 2002).
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3.2. A Legislagcdo Ambiental

O avanco da industrializacdo de centros urbanos e da concentracdo e
formacao de polos industriais nas décadas recentes tém promovido grande demanda
por derivados de petréleo, o que vem a acarretar em aumento substancial dos riscos
de ocorréncia de acidentes com danos, tanto para a vida humana quanto para o
ambiente (PEDRO, 2006).

A utilizagdo da legislagdo como instrumento de prevencdo e de controle
visando a remediagdo de areas contaminadas é ferramenta eficaz na busca pela
protecdo do meio ambiente. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
pela Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005, estabeleceu critérios de
langamento de efluentes de qualquer fonte poluidora em corpos d’agua receptores.
Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentracbes maximas permitidas de benzeno,

tolueno e xilenos em aguas de dominio nacional, segundo a referida resolucéo.

Tabela 1- Concentragdes maximas de compostos BTX.

Composto Valor maximo em |Valor maximo em

aguas doces aguas salobras
Benzeno 0,005 mg/L 0,700 mg/L
Tolueno 0,002 mg/L 0,215 mg/L
Xilenos 0,300 mg/L -

Fonte: Adaptado do CONAMA (2005).

O Artigo 24 da referida resolugédo determina que os efluentes de qualquer
fonte poluidora somente poderédo ser lancados, direta ou indiretamente, nos corpos
de agua, apds o devido tratamento e desde que obedecam as condi¢des, padrdes e
exigéncias dispostos nesta Resolucao e em outras normas aplicaveis. O Artigo. 28
estabelece que os efluentes lancados ndo devem conferir ao corpo de agua
caracteristicas em desacordo com as metas obrigatérias progressivas,
intermediérias e finais do seu enquadramento.

No Brasil, a legislacdo vigente sobre postos de gasolina segue as Normas
Brasileiras (NBR) desenvolvida pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT). A NBR 7505-1, de agosto de 2000 fixou as condi¢cbes exigiveis para

projetos de instalacbes de armazenagem de liquidos inflamaveis e combustiveis
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contidos em tanques estacionarios, com capacidade superior a 250 L, & pressao
manométrica igual ou inferior a 103,4 kPa (15 psig), medida no topo do tanque.

De acordo com o item 4.3.1.1 desta norma, as bacias de contencdo nas quais
os tanques de armazenamento liquidos inflamaveis estdo inseridos, devem ter
coeficiente de permeabilidade inferior a 10 cm/s, referenciado a agua a 20°C e a
uma coluna de &gua igual a altura do dique de protecdo. Na Tabela 2 séo
apresentadas algumas normas técnicas relacionadas aos postos de servi¢o visando

a prevencao de acidentes.

Tabela 2 - Normas Técnicas e suas especificacdes nos postos de servi¢co de

combustivel.
Norma Técnica Especificacao

NBR 17505/2006 Armazenagem e manuseio de liquidos inflamaveis e combustiveis

NBR 5363/1998 Equipamentos elétricos para atmosferas explosivas tipo de protecdo —
especificacdo

NBR 14867/2002 Posto de servico — tubos metélicos flexiveis

NBR 5418/1995 Instalagbes elétricas em atmosferas explosivas

NBR 14639/2001 Posto de servico — instalacdes elétricas

NBR 7505-1/2000 Armazenagem de liquidos inflamaveis e combustiveis parte de
armazenagem em tanques estacionarios

NBR 14722/2001 Posto de servico — tubulacdo ndo metdlica.

NBR 7505-4/2000 Armazenagem de liquidos inflamaveis e combustiveis para parte
protecdo contra incéndio

NBR 13788/1997 Prote¢éo catddica para sistemas de armazenamento subterrédneo de
combustiveis em posto de servico

NBR 13781/2001 Manuseio e instalacédo de tanques subterraneos de combustiveis

NBR 14605/2000 Posto de servigo — sistema de drenagem oleosa

NBR 13782/1997 Sistema de prote¢do externa para tanque atmosférico subterraneo em
aco carbono e suas tubula¢des para postos de servico

NBR 14623/2000 Poco de monitoramento para deteccdo de vazamento.

NBR 13783/1997 Instalagéo hidraulica de tanques subterraneos em posto

NBR 14606/2000 Entrada em espaco confinado

NBR 13784/1997 Deteccéo de vazamento em postos de servico

NBR 13787/1997 Controle de estoque do sistema de armazenamento subterraneo de
combustivel em posto de servico

NBR 13785/1997 Construgéo de tanque atmosférico subterraneo em aco carbono de
parede dupla metalica ou ndo metalica

NBR 13786/2001 Selecéo de equipamentos e sistemas de instalagdo subterrénea de

combustivel
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No Brasil, o reconhecimento do potencial poluidor dos tanques de
armazenamento subterraneo levou a elaboracdo da Resolugédo n® 273 do CONAMA,
de 19 dezembro de 1997, que estabeleceu normas para instalacdo e operacao de
postos revendedores de combustivel em funcdo de licenciamento prévio do 6rgao
ambiental, pois a ocorréncia de vazamentos, principalmente, em funcdo da
manutencdo inadequada ou insuficiente, da obsolescéncia do sistema e
equipamentos e da falta de treinamento de pessoal aumentou significativamente nos
altimos anos.

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2008), em
novembro de 2004, identificou, no Estado de Sdo Paulo, 1.336 &reas contaminadas
das quais 931 registros (69% do total) eram postos de combustiveis. Em novembro
de 2008, o numero de areas contaminadas, aumentou para 2.514. O aumento
destas areas demonstrou o esforco na identificacdo de novas areas contaminadas,
passando de 2.272 no ano de 2007 para 2.514 o numero de &reas contaminadas
registradas. Na Figura 4 € mostrada a evolucdo do numero de areas contaminadas
cadastradas no pais.

Os postos de combustiveis destacaram-se na lista de novembro de 2008,
conforme Figura 5, com 1.953 registros (78% do total), seguidos das atividades
industriais com 337 (13%), das atividades comerciais com 120 (5%), das instalacbes
para destinacdo de residuos com 80 (3%) e dos casos de acidentes e fonte de
contaminacdo de origem desconhecida com 22 (1%). Esta contribuicdo de 78% do
namero total de &reas contaminadas registradas atribuidas aos postos de
combustiveis é resultado do desenvolvimento do programa de licenciamento que se
iniciou em 2001 que exige a realizacdo de investigacdo confirmatdria, com o objetivo
de verificar a situagcdo ambiental do empreendimento a ser licenciado, bem como a
realizagédo da troca dos equipamentos com mais de 15 anos de operacdo (CETESB,
2008).
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CETESB do ano de 2002 a 2008. Fonte: (CETESB, 2008).

Distribuigao por atividade - novembro de 2008
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Figura 5- Atividades que causam a contaminacao ambiental. Fonte: (CETESB

2008).

3.3 A lmportéancia da Industria Petrolifera no Brasil

15

A industria petrolifera gera muitas riquezas através do petréleo que € uma das

principais fontes de energia utilizadas pela humanidade. Aléem de sua importancia

como fornecedor de energia, os derivados do petréleo sdo a matéria-prima para a
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manufatura de inUmeros bens de consumo, e, deste modo, tém papel cada dia mais
presente e relevante na vida das pessoas (MELLO, 2007).

No ano de 2007, foi processado pelo parque de refino nacional cerca de 1,8
milh&o barris/dia de petréleo (636,8 milhdes de barris no ano), volume 1,8% superior
ao processado no ano de 2006 (ANP, 2008). Ainda de acordo com a ANP (Agéncia
Nacional de Petroleo (2008), no ano de 2007 as reservas provadas de petrdleo no
Brasil atingiram a marca de 12,6 bilhdes de barris. Com isso, o pais subiu duas
posicoes no ranking mundial, passando a deter o 15° maior volume de reservas
provadas de petréleo. A producédo brasileira de derivados de petréleo energéticos e
nao-energéticos no ano 2007 foi de 110 milhdes m® 3% superior ao volume
registrado em 2006. Deste total, 95,6% foram produzidos em refinarias, 3% em
unidades de processamento de gas natural (UPGNs), 0,9% em centrais
petroquimicas e o restante (0,5%) por outros produtores autorizados pela ANP. Os
derivados energéticos representaram 84% do total produzido e seu volume teve um
crescimento de 2,1% em 2007 com relacdo a 2006. Do volume total de derivados
produzidos no Brasil, o 6leo diesel participou com 35,5% (39,1 milhdes m®) e a
gasolina A com 19,6% (21,6 milhdes m®).

Em 2008, as reservas totais de petrdleo, soma das reservas provadas,
provaveis e possiveis, foram contabilizadas em 20,9 bilhdes de barris, o que refletiu
a taxa de crescimento anual de 4,8%, dos ultimos 10 anos. As reservas provadas
corresponderam a 12,8 bilhdes de barris em 2008 (volume 1,4% superior ao
registrado em 2007), representando 61,4% das reservas totais. Nesse mesmo ano, o
Brasil ocupou a 16° posi¢do no ranking mundial quanto as reservas provadas de
petréleo (ANP, 2008).

Das reservas provadas nacionais, 93% localizam-se em mar, com destaque
para o Rio de Janeiro (que detém 80,7% das reservas provadas offshore, localizado
ou operado no mar), e 7% situavam-se em jazidas terrestres. Em 2008, o maior
crescimento das reservas provadas foi registrado nas jazidas offshore do Estado da
Bahia, que aumentou 57,5% (ANP, 2008).

Na Tabela 3 sdo apresentadas as reservas totais de petroleo, por localizagao
(terra e mar), segundo as unidades da federacdo no periodo de 2000 a 2008. Em
termos de consumo de petréleo, segundo dados da ANP, em 2008, o Brasil

consumiu 1,8 milhdo barris/dia, 2,3% do total mundial e 0,1% a mais do que o
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consumido em 2007, ocupando a 122 posi¢cado entre os consumidores de petréleo

(Figura 6).

Tabela 3 - Reservas totais de petrdleo, por localizacdo (terra e mar), segundo

Unidades da Federacéo no periodo de 2000 a 2008.

Unidades da Localizach Reservas totais de petréleo (milhdes barris)

Federago ocalizacdo ™ 5000 2001 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008
Total 12.961 | 12.993 | 13.076 | 15 494 | 14768 |16.132 | 18.175 | 20.380 | 20.855
Subtotal Terra 12241 12151 1371 |4 3607 1299 |1.355 |1.569 |1.458 |1.456

Mar 11.738 | 11778 | 11705 | 15 133 | 13469 |14.778 | 16.606 |18.922 | 19.399

Amazonas Terra 157,0 150,8 140,7 1308 1238 115,7 1212 156.4 164.2
Ceara Terra 22,8 15,6 15,2 14.6 17.6 16,8 14.9 275 231
Mar 206,7 71,9 753 | 724 |95 [704 |706 aal 776

Rio Grande do

Norte Terra 38511 3451 | 3455|5985 |3100 |3282 [371,0 | 357.4| 3495

Mar 1205 1 1145 1 142 14475 |1960 |1386 |1310 | 169.6| 1975

Alagoas Terra 18,2 21,7 19,1 204 24.7 233 203 19,7 15,9
Mar 34 2,5 25154 |20 14 |13 0,9 0,8

Sergipe Terra 2157 | 2345 | 2269 |,959 |3079 |356,8 |334,7 | 3389| 3426
Mar 75,6 59,0 579 1600 |931 |1109 |1288 | 1334| 1374

Bahia, Terra 2505 274,8 8429 | 3704 |a025 |a244 |511.9 4731 | 4756
Mar 22,4 15,1 64 151 |61 202 |351 120,3| 1430

Espirito Santo Terra 174,4 172,0 280,3 1005 |112,7 895 1943 85,1 85,1
Mar 9.9 10,7 8171733 |1531 |1.423 |1.803 | 2390 2381

Rio de Janeiro Mar 11.234 | 11433 | 10.561 | 14 047 | 11514 |12.015 |14.218 | 15.910 | 16.372
Séo Paulo Mar 58 52 45140 |630 |238 |424 377 288
Parana Terra - - - R -1 } 0.0 0.0
Mar 59,5 69.1 660 |19 |a4a0 314 |277 543| 274

Santa Catarina | Mar - - | 289| 210| 332| 480| 318| 331

Fonte: ANP, 2008.
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Figura 6 - Participacdo de paises selecionados no consumo mundial de
petréleo no ano de 2008. Fonte: (ANP, 2008).

No final de 2008, 36.730 postos operavam no pais, nimero 4,9% superior ao
observado no ano anterior. Deste total, 42,3% encontra-se na Regido Sudeste,
21,2% na Regido Sul, 21,3% na Regido Nordeste, 8,8% na Regido Centro Oeste e
6,5% na Regido Norte. Ou seja, 84,8% dos postos revendedores localizavam-se nas
Regides Sudeste, Sul e Nordeste. Sdo Paulo (23,4%), Minas Gerais (11,4%), Rio
Grande do Sul (8,1%), Parana (7,6%) e Rio de Janeiro (5,8%) concentram 56,3%
dos postos revendedores de combustiveis automotivos (ANP, 2008).

No estado do Ceard o numero de postos de gasolina cadastrados pela
Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) foi de 1144, o que representa 3,11% dos postos
de toda federacdo. No Brasil, conforme Brito et al. (2005), o nimero de postos que
apresentam problemas varia de 20 a 30%, sendo que na maioria dos casos, 0S
vazamentos somente sdo detectados depois da descoberta de seus efeitos.

Deste modo é extremamente importante o uso de monitoramento periddico da
qualidade da agua e do solo de pog¢os proximos a postos de gasolina o que deve ser
acompanhado pelo 6rgdo publico competente sobre o assunto para respaldar e
proteger a populacéo local, além de fiscalizar acompanhado de estudos geoldgicos e

analises quimicas efetivas fazendo uso de técnicas de detecgdo cada vez mais

minuciosas.
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3.4Compostos BTX e suas Caracteristicas

O petréleo é constituido de varias centenas de compostos organicos que
podem ser divididos em hidrocarbonetos alifaticos (alcanos, alcenos e ciclicos),
hidrocarbonetos aromaticos (mono e poli aromatico), asfaltenos (fendis acidos
graxos e cetanos e ésteres) e compostos polares que incluem as resinas (piridina,
quinolinas, carbazdleo, amidas, tiofeno entre outros) (MELO e AZEVEDO, 2008).

Segundo Bento (2005), as principais classes de hidrocarbonetos constituintes
do petroleo sdo os alifaticos e os ciclicos. Os hidrocarbonetos alifaticos se dividem
em: n-alcanos ou parafinas, alcanos ramificados ou isoprendides e alcenos. Os
hidrocarbonetos ciclicos sdo divididos em ciclos alcanos ou naftenos e aromaticos.
Em média, o petréleo apresenta cerca de 30% de alcanos, 50% de ciclo alcanos e
15% de aromaticos.

Além de sua importancia como fornecedor de energia, 0s seus derivados sao
a mateéria-prima para a manufatura de inameros bens de consumo, e, deste modo,
tém um papel cada dia mais presente e relevante na vida das pessoas. Como
consequéncia de toda cadeia produtiva do petréleo e de seus derivados ocorre a
geracdo de inUmeros impactos ao meio ambiente, pois 0 mesmo apresenta em sua
composi¢ao hidrocarbonetos aromaticos de dificil biodegradagéo (MELLO, 2007).

No petréleo bruto, as fracdes de hidrocarbonetos leves formam os gases e as
pesadas, o 6leo cru. Entre os hidrocarbonetos alifaticos (alcanos, alcenos e ciclicos),
os alcanos sdo encontrados no petrdleo na faixa de 5 até 40 &tomos de carbono. O
gas natural associado ao petréleo contém os alcanos mais volateis, isto €, aqueles
com baixas massas molares (metano em sua maioria) e quantidades
progressivamente menores de etano propano e butano. Os cicloalcanos séo
conhecidos também por nafténicos e os alcenos, também chamados de olefinas, séo
raros no petréleo (MELO e AZEVEDO, 2008).

Segundo Melo e Azevedo (2008), os hidrocarbonetos arométicos
compreendem o benzeno, os alquilbenzenos, como o tolueno, xilenos etilbenzeno e
outros — e 0s policiclicos, entre os quais se citam o naftaleno, antraceno e o
fenantreno. As resinas e os asfaltenos compreendem a fracéo pesada do petréleo,
com estruturas quimicas complexas e condensacao elevada de anéis aromaticos.
Normalmente, tanto as resinas quanto os asfaltenos contém atomos de nitrogénio,

enxofre e oxigénio.
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A composicdo de 636 petréleos de diversas regides do mundo foi avaliada,
mostrando que as propor¢cbes de hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos
aromaticos, resinas e asfaltenos variam muito dentro das seguintes faixas: 40 a 80%
de hidrocarbonetos alifaticos; 15 a 40% de hidrocarbonetos aromaticos; 0 a 20% de
resinas e asfaltenos o que dificulta a determinagdo de sua composicdo (MELO e
AZEVEDO 2008). Os hidrocarbonetos monoaromaticos, benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno (orto, meta e para), chamados compostos BTEX, sdo os
constituintes da gasolina que tém maior solubilidade em agua e, portanto, sdo os
contaminantes que primeiro irdo atingir o lencol freatico (CORSEUIL, 2005; LEE e
CHO, 2009). Na Figura 7 sdo apresentadas as estruturas quimicas dos compostos
BTX.

Benzeno Tolueno o-Xileno m-Xileno p-Xileno

CH3 CHg H3 |_|3
CHs
@
CH,

Figura 7 - Estrutura quimica dos compostos BTX.

Segundo Tiburtius (2004), os compostos aromaticos (BTEX e outros
alquilbenzenos) perfazem cerca de 10% a 59% da gasolina (massa/massa),
enquanto que os hidrocarbonetos alifaticos compreendem 41% a 62%. Os
compostos BTEX representam uma parcela de 18% a 25% em massa da gasolina os
tornando os hidrocarbonetos mais abundantes na gasolina. Os hidrocarbonetos
aromaticos sdo geralmente mais toxicos que os compostos alifaticos com o0 mesmo
namero de carbonos e possuem maior mobilidade em agua, em funcdo da sua
solubilidade em agua ser da ordem de 3 a 5 vezes maior.

Ainda de acordo com Tiburtius (2004), hidrocarbonetos aromaticos tém
também maior mobilidade em sistemas solo-agua, caracteristica que pode ser
representada significativamente pelo menor coeficiente de particdo entre octanol-

agua, como apresentado na Tabela 4, o que implica em uma lenta adsorcéo no solo
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e, consequentemente, um transporte preferencial via dgua. Além de migrarem mais
rapidamente através das aguas atingindo mananciais de abastecimento, os
compostos aromaticos apresentam uma toxicidade crénica mais significativa do que
os hidrocarbonetos alifaticos.

De acordo com Donaire (2007), a mobilidade dos hidrocarbonetos do petréleo
no solo, na agua e no ar é definida em fungcdo das suas caracteristicas fisico-
guimicas como a massa molar, a solubilidade, a polaridade, a densidade e os
coeficientes de distribuicdo. O peso molecular afeta a densidade e a solubilidade do
composto organico em agua. A solubilidade, definida como sendo a maxima
concentracdo de um composto quimico em agua considerando a influéncia da
temperatura, tem grande importancia na distribuicdo dos contaminantes para a agua
subterranea. A polaridade est4d associada a presenca de cargas positivas e
negativas na molécula, o que influencia na distribuicdo dos contaminantes para a
dgua. Os BTEX sao compostos apolares e, portanto hidrofébicos. A densidade
relativa é a relacdo entre a densidade do composto e a densidade da agua. A

densidade relativa influencia a flotagdo dos compostos quimicos.

Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos de importancia para a mobilidade de
hidrocarbonetos.

Composto | Solubilidade em 4gua (mg/L) | Log Kow
Benzeno 1760 2,12
Tolueno 532 2,73

Xileno 163-185 2,95-3,26
Nonano 0,122 4,67
Decano 0,021 6,69

Dodecano 0,005 7,24

Kow: coeficiente de particdo octanol-agua. Fonte: Tiburtius, 2004.

O aumento de contaminantes constituidos principalmente por compostos
aromaticos tem despertado interesse no estudo da degradacdo destas substancias.
Os hidrocarbonetos aromaticos sdo compostos organicos que contem um ou mais
anéis benzénicos, arranjados de forma linear, angular ou em grupos. A energia
proveniente do efeito de ressonancia das duplas ligacdes entre os atomos de
carbono na estrutura do benzeno, tornando-o altamente resistente a degradacao
promovendo sua persisténcia na natureza (SOLOMONS e FRYHLE, 2004).

Muitos destes compostos aromaticos apresentam grupos funcionais ou

estruturas parciais ndo naturais, ou seja, foram adicionadas por via sintética, sendo
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denominados compostos xenobioticos, ja que sdo estranhos ao meio ambiente. A
grande maioria dos compostos xenobidticos é recalcitrante, entretanto, existem
enzimas microbianas envolvidas na degradacdo destes compostos como as
hidrolases, oxigenases e outras também envolvidas nas reacfes de desalogenacéo
(MELO e AZEVEDO, 2008).

Na Tabela 5 € apresentada relacdo entre a estrutura quimica de alguns
hidrocarbonetos de petrdleo, quais derivados sdo encontrados e sua

biodegradabilidade.

Tabela 5 - Estrutura quimica e biodegradabilidade de compostos orgéanicos

derivados de petroleo.

Biodegradabilidade Exemplo de Constituintes Derivados nos quais 0s

constituintes sao
usualmente encontrados
Mais degradavel n-butano, n-pentano, n- Gasolina
octano
Nonano Oleo diesel
Metilbutano, dimetilpenteno, Gasolina
metiloctanos
Benzeno, tolueno, Gasolina
etilbenzeno, xilenos
Propilbenzenos Oleo diesel, querosene
Decanos Oleo diesel
Dodecanos Querosene
Tridecanos Oleos combustiveis para
aguecimento
Tetradecanos Oleos lubrificantes
Naftalenos Oleo diesel
Fluorantenos Querosene
| Pirenos Oleos combgstl’veis para
aguecimento
Menos degradavel Acenafitenos Oleos lubrificantes

Fonte: MELO e AZEVEDO, 2008.

Os valores maximos permitidos para potabilidade dos diferentes
hidrocarbonetos monoaromaticos, de acordo com o estabelecido pela Portaria
518/2004 do Ministério da Satde (FUNASA, 2004) s&o 0,005 mg L™ para o benzeno,
0,17 mg L™* para o tolueno e 0,3 mgL™ para o xileno. Esses compostos sdo
poderosos depressores do sistema nervoso central, apresentando toxicidade

crdnica, mesmo em pequenas concentracdes o benzeno, por exemplo, é classificado
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como cancerigeno e imunodepressor, pois promove decréscimo na quantidade de
leucécitos, hemécias e plaquetas do sangue. A exposicao prolongada ao benzeno
também pode produzir fadiga, nduseas, perda do apetite, vertigem, dor de cabeca,
irritabilidade e nervosismo (MARIANO, 2001).

O contato prolongado do benzeno com a pele causa secura, dermatite e
danos ao figado, quando da exposicao prolongada. A exposi¢céo crénica ao benzeno
pode produzir um ataque a medula 0ssea, 0 que pode traduzir-se em anemia
aplastica e leucemia aguda. Aberracfes nos cromossomos tém sido observadas em
animais e homens expostos ao benzeno, tanto em células da medula 6ssea como
em linfocitos da corrente sanguinea (MARIANO, 2001).

Por ser muito lipossoluvel, o benzeno é rapidamente absorvido pela via
respiratdria quando inalado, e devido a sua grande afinidade por gordura é
distribuido e armazenado em tecidos ricos em gorduras, tais como 0 sistema
nervoso central e a medula 6ssea. Cerca de 50% do total de benzeno inalado sédo
absorvidos pelo organismo. Do total absorvido, 10 a 50% s&o eliminados pela urina,
apos serem metabolizados no figado. O efeito agudo na via respiratéria € de irritacao
dos brénquios e da laringe, surgindo tosse, rouquiddo e edema pulmonar. Porém, o
benzeno atua predominantemente sobre o sistema nervoso central, agindo como
depressor do mesmo, levando ao aparecimento de fadiga, dores de cabeca,
tonturas, convulsdo, coma e morte em consequéncia de parada respiratéria. O
benzeno predispde a arritmias cardiacas graves, devido a sensibilizacdo do musculo
do miocardio. A exposicdo a altas concentracbes (mais de 20.000 mg/L) é
rapidamente fatal (MARIANO, 2001).

Bono et al. (2001), investigando a poluicdo de aroméaticos no ar, destacam
gue os hidrocarbonetos aromaticos provocam danos a saude, principalmente devido
a toxicidade e/ou mutagenicidade ou carcinogenicidade do BTX. Os autores também
advertem que a inalagéo de tolueno ou xilenos pode induzir distirbios no modo de
falar, na visédo, audi¢do, no controle dos musculos e outros, além de sugerirem a
associacao entre benzeno e xilenos e o surgimento de tumores cerebrais.

O benzeno é reconhecidamente o mais toxico de todos os BTEX, pois se trata
de uma substancia comprovadamente carcinogénica (podendo causar leucemia, ou
seja, cancer dos tecidos que formam os linfocitos do sangue). Uma exposi¢cdo aguda
(altas concentracdes em curtos periodos) por inalacdo ou ingestdo pode causar até

mesmo a morte de uma pessoa (BRITO, 2005).



24

Segundo Ribeiro (2005), o benzeno atua no sistema reprodutivo podendo
causar deformacbes no feto (efeito teratogénico), disfuncbes sexuais como
infertilidade e aborto, podendo ainda agir nos sistemas neurolégico e imunoldgico.
Mas, o principal prejuizo deste toxico para o ser humano € sua comprovada
carcinogenicidade.

De acordo com Gurnham (1965) citado por Mariano (2001), um modo comum
através do quais substancias quimicas promovem intoxicacbes agudas,
particularmente em organismos aquaticos, € a narcose. A narcose ocorre quando
uma substancia quimica se acumula, de maneira ndo especifica, nas membranas
celulares e interfere com o funcionamento normal dessas membranas. A resposta
tipica a este fenbmeno é um decréscimo de atividade, reducdo da reacdo a
estimulos externos e maior pigmentacdo, no caso dos peixes. Os efeitos séo
reversiveis, e 0s organismos normalmente retornam a condi¢do inicial quando a
substancia € removida do meio ambiente no qual eles vivem. Entretanto, a narcose
prolongada pode resultar em morte. O benzeno é uma das substancias quimicas que
provocam a narcose.

Em relacdo ao tolueno, verifica-se que o mesmo esta associado com as
disfuncbes hepaticas e gastrointestinais sendo, também, teratogénico. Os disturbios
mais comuns observados com a exposi¢cao cronica aos vapores de xilenos sao
fadiga, dor de cabeca, irritabilidade, fragueza, perda de memdria, sonoléncia,
distirbio do humor e do equilibrio, zumbido, nauseas, e perda do apetite. Em
concentracdes elevadas pode levar a inconsciéncia e morte, por depressdo do
sistema nervoso central (RIBEIRO, 2005).

A resolucdo normativa - RN 15 do Ministério do Trabalho estabeleceu as
atividades ou operacdes nas quais os trabalhadores ficam expostos a agentes
quimicos, abordando a questdo de insalubridade, que ocorrera quando forem
ultrapassados os limites de tolerancia. De acordo com esta legislacéo, o etilbenzeno,
o tolueno e o xileno possuem grau de insalubridade médio, ja o benzeno, de
potencial muito mais cancerigeno, teve proibida a sua utilizacdo, a partir de 01 de
janeiro de 1997, para qualquer emprego, exceto nas industrias e laboratorios que o
produzem; em processos de sintese quimica ou na producdo de combustiveis
derivados de petréleo; ou em trabalhos de analise ou investigacéo realizados em
laboratério, quando nédo for possivel sua substituicdo; ou na produgcdo de alcool

anidro, até a data a ser definida para a sua substituicao.
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3.5 Métodos Utilizados para Descontaminagcdo de Meio Contaminado por BTX

As atividades de remediacdo podem ser classificadas como in-situ ou ex-situ,
critério que leva em consideracdo o local onde o processo de remediacdo sera
aplicado. Classifica-se também como ativa ou passiva quanto ao tipo de técnica. Sdo
consideradas técnicas passivas aguelas que promovem a descontaminacao do meio
sem que haja a necessidade de fornecimento de energia durante o seu
funcionamento, para que o processo seja efetivo. JA nas técnicas consideradas
ativas ha a necessidade de fornecimento de energia durante o processo de
remediagdo (DEOTTI, 2005).

Algumas tecnologias de remediacdo de aguas subterraneas e solos sao:
Barreira hidraulica; Pump-and-treat, Extracdo multifasica, Oxidacdo quimica,
Extracdo de vapores do solo, Air sparging, Air stripping, Biopilhas, Biorremediacgéo;
Soil flushing, Bioventing, Atenuacdo natural, Biosparging, Dessorcdo térmica e
Fitorremediacdo. Particularmente, conforme os objetivos deste trabalho irdo ser

destacados algumas técnicas utilizadas para remediacédo de areas contaminadas.

3.5.1 Atenuacéo natural

De acordo com Silva (2009), a atenuagcdo natural ou a biorremediacéo
intrinseca € uma técnica que consiste na opcdo de ndo se intervir no local
impactado, deixando que os fendmenos naturais atuem como agentes de
remediacdo. Embora pareca um método cémodo, a biorremediacao intrinseca requer
constante  monitoramento e adequacdo das andlises requeridas ao
acompanhamento do processo que auxiliam na avaliacdo da eficacia do tratamento.

A atenuacdo natural monitorada (ANM) € o0 uso de processos naturais
encontrados em subsuperficie, que reduz as concentragcdes do contaminante a
niveis que nao oferegam riscos a salde humana e ao meio ambiente, num prazo de
tempo razoavel comparado aos oferecidos pelos métodos ativos. Esses processos
fisicos, quimicos e bioldgicos, que atuam sem a acdo do homem na reducéo de
massa, toxicidade, mobilidade, volume ou concentragdo dos contaminantes, incluem
volatilizacdo, disperséo, diluicdo, sorcao, biodegradacédo e reacbes quimicas com
materiais de subsuperficie. A biorremediacdo intrinseca ndo é uma tecnologia
propriamente dita, e sim uma estratégia de remediacdo. O uso desta abordagem
requer avaliagbes da taxa de degradacdo dos contaminantes e de suas vias de

transporte, uso de modelagem matematica para prever as concentracdes dos
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contaminantes a montante de pontos receptores sensiveis (po¢os de abastecimento
de agua, corpos d’agua superficiais), principalmente quando a pluma de
contaminacdo esta ainda se expandindo (MELO e AZEVEDO, 2008).

Silva et al. (2002) estudaram um processo de atenuacao natural de BTEX no
municipio de Itaguai-RJ, num lencol freatico que havia sido contaminado com
gasolina, na época do acidente, a agua analisada estava com as seguintes
concentracdes: 800 ug L-1 de benzeno, 600 pg L-1 para o tolueno e 900 ug L-1 para
o xileno. Devido ao ambiente propicio ao mecanismo de biodegradacdo, ou seja,
presenca de oxigénio dissolvido e nitrato como aceptores de elétrons, observou-se
um decaimento na concentracdo inicial de aproximadamente 97% para o
etilbenzeno, tolueno e xileno. No entanto para o benzeno, o decaimento foi de
apenas 35% com 521 ug/L, isso ap0Os dois anos que havia acontecido o acidente. O

gue demonstra a persisténcia destes compostos, principalmente, do benzeno.

3.5.2 Fitorremediacao

A fitorremediacdo € uma técnica in situ que utiliza vegetais superiores para
facilitar a aeracdo do local, degradar, reter ou eliminar os contaminantes do solo.
Neste processo pode atuar o vegetal e/ou microrganismos colonizadores. No
primeiro caso, 0 crescimento das raizes e sua penetracdo no solo favorecem a
aeracao, podendo ocorrer a adsorgcdo do contaminante em seus tecidos, assim como
metabolizacdo das substancias toxicas (SILVA, 2009).

Ha diversos mecanismos utilizados pelas plantas na fitorremediacdo, tais
como: biodegradacdo na rizosfera, a fito-extracdo ou fito-acumulacdo, a fito
degradacdo a fito-estabilizacdo. Na biodegradacdo da rizosfera substancias
liberadas pelas raizes fornecem nutrientes aos microrganismos que incentivam a
biodegradacdo dos contaminantes. As raizes das plantas também aumentam a
permeabilidade do solo, o que facilta o transporte de agua e sua aeracao,
aumentando a eficiéncia dos processos biodegradativos dos contaminantes (MELO
e AZEVEDO, 2008).

Segundo Melo e Azevedo (2008), a fitorremediacéo pode ser aplicada para a
remediacdo de metais, pesticidas, solventes, explosivos, petréleo e derivados, além
de lixiviados de aterros. A profundidade da zona de tratamento € determinada pelas
raizes. A eficiéncia do processo de fitorremediacdo diminui com o aumento da

sorgdo dos poluentes no solo e os contaminantes podem ser mobilizados para agua
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subterranea ou bioacumulados em animais. Diversas pesquisas tém avaliado a

aplicabilidade desta técnica no tratamento de solos contaminados por metais.

3.5.3 Tratamento quimico

Entre os processos fisico-quimicos de degradacdo de compostos aromaticos
utilizados para a degradagao de compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno) se destaca 0s processos oxidativos avancados, como a fotocatalise
heterogénea, ozoénio, irradiacdo ultravioleta e a fotolise e destes se destaca as
oxidacOes promovidas pelo uso de radiagéo solar sdo as mais promissoras visto que
geram radicais hidroxilas (OH), que possuem carater fortemente oxidante. Dentre as
trés espécies quimicas em estudo, o benzeno costuma ser considerado o mais
resistente frente aos processos de remediacao fisico-quimicos e o seu processo de
degradacdo age sobre a dupla ligacao do anel aromético, gerando intermediérios de
natureza fendlica (TIBURTIUS et al., 2005).

3.5.4 Processos oxidativos avancados (POA)

Os Processos Oxidativos Avancados (POA) séo definidos como processos de
oxidacdo em que radicais hidroxila sdo gerados para atuar como agentes oxidantes
quimicos e, devido a alta reatividade destes radicais, podem reagir com uma grande
variedade de compostos organicos. Estes processos de oxidacdo geram espécies
altamente oxidantes, primariamente os radicais hidroxila OH e em alguns casos o
oxigénio singleto, que quando em quantidade suficiente, provocam a mineralizagéo
da matéria organica a dioxido de carbono, agua e ions inorganicos devido a
capacidade de converter poluentes em espécies quimicas inécuas, tais como gas
carbbnico e agua, levando a mineralizacdo total do poluente (DONAIRE, 2007).

De acordo com Donaire (2007), os radicais hidroxila podem ser gerados por
reacbes envolvendo oxidantes fortes, como ozénio (O3) e perdxido de hidrogénio
(H20,), semicondutores, como o dioxido de titanio (TiO;) e 6xido de zinco (ZnO) e

radiacéo ultravioleta (UV).

3.5.5 Biorremediacgao
Desde meados dos anos 90 estratégias de biorremediagdo vém sendo

adotadas, como alternativas extremamente eficazes e de baixo custo para a
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remediacdo de solos contaminados com petréleo e outros compostos organicos
(TRINDADE, 2002).

A aplicacdo de processos bioldgicos no tratamento de solos e agua
contaminados por hidrocarbonetos aromaticos tem despertado um grande interesse
na comunidade académica, pois a sua utilizacdo tem como principal vantagem o seu
baixo custo em comparagdo com 0s processos convencionais (MELO e AZEVEDO,
2008).

Segundo Trindade (2002), ha basicamente trés técnicas de biorremediacdo: a
bioestimulacéo, baseada no aumento da atividade microbiana nativa pela adicéo de
nutrientes, ou seja, melhoramento dos fatores ambientais e, dentre eles, destacam-
se o pH, o teor de umidade, a temperatura, a correcdo de nutrientes (fontes de
carbono organico, fosforo, nitrogénio, etc.) e de aceptores finais de elétrons;a
bioaumentacdo, baseada na adicdo de linhagens microbianas exdgenas
degradadoras que promove a aceleracéo e aumento da eficiéncia de degradacéo do
poluente pela insercdo de linhagens hidrocarbonoclasticas al6ctones que vao agir
concomitantemente com 0s microrganismos autoctones; e a combinacdo destas
duas técnicas.

A bioestimulacdo de populagbes de microrganismos autdéctones com o
objetivo de aumentar as taxas de biodegradacédo é freqientemente empregada em
projetos de biorremediacdo, mas para se utilizar o processo de bioestimulacao,
deve-se constatar que existe no local contaminado uma populacdo natural de
microrganismos capazes de biodegradar os contaminantes presentes e que as
condicdes ambientais sédo suficientes para se obter altas taxas de atividade
microbiolégica dessa populacdo. Algumas limitagbes naturais comuns a
biodegradacéo de poluentes séo: altos niveis de concentracdo de poluentes, falta de
oxigénio, pH desfavoravel, falta de nutrientes minerais, baixa umidade e
temperaturas desfavoraveis (MARIANO, 2006).

Embora a disponibilidade de oxigénio possa limitar severamente a
biodegradacdo de hidrocarbonetos, outros compostos s&o mais rapidamente
degradados sob condicbes anaerObias. Experiéncias praticas indicam que a
descloragdo de hidrocarbonetos halogenados €& favorecida em condi¢cdes
anaerodbias. Por exemplo, para a biorremediagdo de compostos altamente clorados é

indicado tratamentos alternando condicfes anaerdbias e aerébias o que demonstra
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a necessidade de uma avaliagcdo do composto a ser biodegradado e as condi¢des
favorecidas aos microrganismos (MARIANO, 2006).

Siqueira et al. (1994), definiram os métodos de biorremediacdo em duas
categorias principais quanto ao local de aplicacdo da técnica: a biorremediacao in
situ e ex situ. A biorremediacéo in situ de areas contaminadas pode ser feita atraves
da estimulacdo da microbiota nativa com a adicdo de nutrientes e regulacdo das
condi¢cBes do meio ou através da inoculacdo de microrganismos com habilidade para
a degradacédo. Estes sdo isolados em areas contaminadas e, apos estudo das
condi¢cdes do meio mais favoravel para o crescimento e outros fatores que podem
afetar a degradacdo, sdo enriquecidos e reinoculados. Alguns fatores a serem
observados durante a biorremediacdo, além das condicfes do meio (pH, nutrientes,
aeracado), sao a presenca ou ndo de produtos inibitorios a atividade microbiana e se
os produtos estao disponiveis para a acdo dos microrganismos.

Degradacdes ex-situ podem ser conduzidas em biorreatores aerobios ou
anaerobios, contendo cultura de microrganismos mista ou pura. Geralmente, a
completa mineralizacéo é adquirida por culturas mistas onde metabdlitos produzidos
por uma cultura sdo degradados por outro grupo de microrganismos, produzindo
assim um produto seguro, livre de metabdlitos toxicos. Em geral culturas mistas sédo
estaveis a variacbes de pH, temperatura e composicdo. Células podem ser
imobilizadas de diversas formas dentro do reator, como por exemplo, em pellets ou
em suportes fixos (SIQUEIRA et al., 1994).

Segundo Bento et al. (2005), a melhor performance da bioaumentacédo pode
ser atingida pelo emprego dos microrganismos previamente selecionados
aumentando assim a populacdo e diversidade microbiana. A partir deste
pressuposto, 0 aumento da comunidade microbiana especifica, em conjunto com a
adicdo de nutrientes, promove uma reducdo substancial no tempo de tratamento.
Neste artigo foi obtida, através da bioaumentacdo, uma maior degradacdo de
hidrocarbonetos das fragbes leves (75,2%) e pesadas (72,7%) para um solo
contaminado com 6leo diesel.

O tempo de meia-vida destes compostos no ambiente depende quase que
exclusivamente da estrutura quimica peculiar de cada um. A clivagem do anel
benzénico pode ser considerada o passo mais dificil durante o processo de
biodegradacdo de um composto aromatico devido sua alta estabilidade. As reagfes

envolvidas nesta degradacao podem ser de oxidacdo, quando moléculas de oxigénio
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estdo presentes, ou de reducdo, na qual varias enzimas microbianas estao
geralmente envolvidas. Os grupos substituintes encontrados nestes compostos,
como carboxilas, metilas e hidroxilas, diminuem a energia de ressonancia
removendo elétrons e desestabilizando o anel benzénico, podendo facilitar o
processo de clivagem (MELO e AZEVEDO, 2008).

Os processos ideais de degradagcao levam a mineralizacdo completa dos
compostos organicos, ou seja, a CO, e H,O. Também existem as degradacdes
parciais ou ainda simplesmente a biotransformacdo de um composto aromatico em
alguns respectivos derivados, que podem ao invés de diminuir, aumentar a
toxicidade sobre o meio ambiente (KALBITZ et al., 2003).

O potencial de biodegradacdo de compostos aromaticos depende
principalmente do microrganismo utilizado e da sua capacidade de metabolizar as
estruturas quimicas dos compostos presentes nos residuos disponibilizados para o
tratamento. Devem ser consideradas ainda, as condi¢des ambientais oferecidas para
o desenvolvimento adequado do microrganismo, como a aeracédo, a temperatura, o
pH, a umidade e a disponibilidade de nutrientes que permitam o0 bom
desenvolvimento da populagcéo microbiana local (MELO e AZEVEDO, 2008).

As condicbes ambientais é fator primordial para o crescimento e
desenvolvimento de microrganismos na recuperacdo de ambientes contaminados,
pois muitas substancias depositadas no ambiente sdo adsorvidas pelo solo na forma
de coldides e acidos humicos, e ficam, consequentemente, pouco disponiveis para
os microrganismos dificultando a biodegradacéo (THIELE e BRUMER, 2002).

Um fator limitante a biodegradacdo pode ser a baixa concentracdo do
contaminante no ambiente. A concentracdo do contaminante de interesse é a
guantidade que esta biodisponivel. Mesmo que a quantidade total dos
contaminantes seja alta, ele pode ndo estar necessariamente disponivel aos
organismos degradadores. Em solos, a sor¢do dos contaminantes pode diminuir a
guantidade disponivel para ser degradado (DEOTTI, 2005).

A degradacdo dos hidrocarbonetos no solo também pode ser limitada pela
incapacidade dos microrganismos autoctones em metabolizar eficientemente esses
compostos, pela falta de nutrientes a microbiota degradadora ou pela baixa
biodisponibilidade aos microrganismos degradadores, em vista da baixa solubilidade
em agua e da forte tendéncia de sor¢cdo dos hidrocarbonetos poli aromaticos a fase
sélida do solo (JOHNSEN et al., 2005).
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Outro fator importante para o bom desenvolvimento dos microrganismos € a
utilizacdo do meio suporte, pois segundo Mello (2007) biorreatores com biofilme
aderido apresentam como vantagens: maior concentracdo de biomassa retida com
uma atividade metabdlica mais elevada, maior eficiéncia na remocdo de DBO,
aplicacdo de maior carga organica; apresenta grande area de transferéncia de
massa entre as fases, instalagbes mais compactas, maior capacidade de tolerar
poluentes recalcitrantes e toxicos, bem como outras condi¢des ambientais adversas.

De acordo com Mello (2007), a formacao de biofilmes € um fenbmeno natural,
através do qual os microrganismos aderem a superficies soélidas toda a vez que
estas estiverem em contato com a &gua. Os biofiimes desempenham um papel
importante na natureza e em processos tecnolégicos. Do ponto de vista do interesse
do homem, podem ser benéficos ou ndo. Como exemplo de biofilmes benéficos,
pode-se citar aqueles que sdo utilizados em biotecnologia ambiental com grande
sucesso no tratamento de efluentes, removendo poluentes organicos e inorganicos
de aguas contaminadas; na tecnologia de enzimas; fermentacfes; producdo de
antibioticos. Como exemplo de ndo benéficos, pode-se citar a deterioracdo das
superficies e/ou ambiente circundante; nas ciéncias médicas, ocasionam grande
ndmero de problemas de salde, tais como infec¢des em tecidos e entre outros.

Segundo Maki et al. (2003), é necessario a inclusdo de macros nutrientes na
area contaminada para acelerar o processo de biodegradacédo de petroleo e torna-lo
mais eficiente.

De acordo com Ollivier e Magot (2005), a degradacédo biol6gica pode ocorrer
através do metabolismo de respiracdo aerébia ou anaerdbia. Na primeira atuam
inicialmente as enzimas oxigenases para inserir atomos de oxigénio na molécula de
hidrocarboneto e, posteriormente, este elemento funciona como aceptor final de
elétrons, sendo os produtos finais do metabolismo o diéxido de carbono, agua ou
compostos resultantes da degradacéao parcial dos hidrocarbonetos.

Em estudo realizado por Usaldo et al. (2006) sobre a biodegradacéo de
gasolina por bactérias presentes no solo constataram-se que a biodegradacdo nos
reatores com concentracao de 500 pL de gasolina, foi mais lenta para o Benzeno do
gue as amostras com menores concentracdes e isso, se deve a acdo mais toxica
deste componente em comparagcao com as demais. Observaram-se que algumas
amostras com saturacdo de gasolina de 300 pL e 500 pL n&o houve degradagéo do
BTEX.
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Nardi et al. (2002), analisaram o desempenho na degradacdo de BTEX na
presenca de etanol em um reator anaerobio de fluxo horizontal com biomassa
imobilizada. O reator foi empacotado com espuma de poliuretano para crescimento
da biomassa. Foi avaliada também, a capacidade de adsor¢cédo de BTEX na espuma
de poliuretano, apresentando valores insignificantes, o que permitiu concluir que a
biodegradacédo foi o principal fendmeno responsavel pelo bom desempenho do
reator, que obteve a quase completa biodegradacdo dos compostos BTEX na
presenca de um co-solvente.

Desta forma, a Biorremediacdo € uma opcao atraente de remediacdo por
causa de seu beneficio econémico e tem sido considerada como um dos potenciais
métodos para a limpeza de lugares contaminados com petrdleo e derivados
(SUTHERLAND et al., 2004; CHEN et al., 2006).

3.6 Uso de Fungos na Biodegradacao de Compostos Persistentes

Segundo Griffin (1994) os fungos sdo microrganismos eucariéticos e
heterotroficos, caracterizados por serem unicelulares (leveduras) ou pluricelulares
(fungos filamentosos ou bolores).

O género Aspergillus caracteriza-se pela producdo de esporos assexuais e
seu nome deriva de uma estrutura chamada aspergillum (designacao que se da a
parte superior do seu corpo, ou seja, o conjunto da vesicula e das células
reprodutivas) que € especializada e caracteristica do género. Eles possuem uma
estrutura denominada conidi6foro que € constituido pelo aspergillum e pelo estipe.
Quanto ao género Penicillium, é composto por espécies pouco exigentes
nutricionalmente, capazes de crescer em qualquer ambiente com uma fonte de sais
minerais e qualquer fonte de carbono exceto as mais complexas, numa gama vasta
de condic¢des fisico-quimicas. Eles apresentam hifas septadas e os conidiéforos na
forma de pincéis. Seus esporos assexuados produzem uma estrutura tipica do
género designada de penicillus (penicilli, que em latim significa pincel). Os conidios
nascem em cadeias produzidas pelas fidlides. O penicillus é toda a estrutura
suportada pelo estipe. O conjunto do penicillus e do estipe designa-se por
conidioforo. Os conidios sé@o regra geral de cor verde, as fialides tém pescocos
curtos e paredes lisas (TORTORA, 2000; FASANELLA, 2008).
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Os fungos assim como as algas tém parede celular rigida e podem ser
unicelulares, como as leveduras, ou multicelulares como os bolores (fungos
filamentosos). Os fungos foram considerados como vegetais durante muito tempo, e
s6 a partir de 1969, passaram a ser considerado em um reino a parte, denominado
Fungi (PELCZAR, 1996).

Os fungos podem utilizar um largo espectro de nutrientes e até mesmo tracos
de matéria organica podem estimular seu crescimento, pois as enzimas
extracelulares produzidas pelos fungos podem decompor 0s mais complexos
compostos organicos dentre estas enzimas destaca-se as pectinases, amilases,
proteinases, ligninases, entre outras, alem de acidos organicos e inorganicos (MELO
e AZEVEDO, 2008).

Juntamente com as bactérias, os fungos s&do 0s principais organismos
responsaveis pela decomposicdo do carbono na atmosfera. Mas ecologicamente, 0s
fungos apresentam duas vantagens em relacdo as bactérias: podem crescer em
meios de baixa umidade e também em ambientes de baixo pH (METCALF, 1991),
ainda que archaeas metanogénicas também possam estar metabolicamente ativas
em meios com pH extremamente baixos (TORTORA, 2000).

De modo geral, o ideal para crescimento dos fungos é que o meio tenha pH
de 4 a 6. Contudo, dependendo da espécie em questdo, essa faixa 6tima de pH
pode assumir valores mais especificos, pois os fungos, devido a retirada
diferenciada de cations e anions durante o transporte de substrato, frequentemente
alteram o pH do meio onde se encontram (GRIFFIN, 1994). Em relacdo a sua
reproducdo, os fungos normalmente a fazem por meio de esporos, podendo ser
sexuada ou assexuada (TORTORA, 2000).

Os fungos sao morfologicamente complexos e podem exibir formas
diferentes, sendo que a maioria se desenvolve por hifas que formam redes (micélios)
mais ou menos organizadas como os bolores e os cogumelos (ALEXOUPOULOS et
al., 1996). Quanto ao crescimento de fungos filamentosos, pode ocorrer na forma de
“pellets”, com as hifas formando pequenas esferas, ou na forma filamentosa, com as
hifas dispersas no meio, dependendo de varios fatores, como: espécie do fungo,
meio de cultura, agitacdo, pH, oxigénio dissolvido e o quanto de in6culo que foi
utilizado (concentracdo de esporos, massa de micélio) (PAMBOUKIAN, 1997).

Determinados elementos presentes no meio sdo indispensaveis para o

crescimento dos fungos, tais como: micronutrientes, em concentracdes iguais ou
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inferiores a 10 mol/L, e macronutrientes, em concentragdes em torno de 10 mol/L.
Entre os macroelementos estdo: carbono, hidrogénio, oxigénio, fésforo, potassio,
nitrogénio, enxofre e magnésio. Os micronutrientes mais importantes requeridos
pelos fungos séo: ferro, cobre, zinco, manganés e molibdénio, estes microelementos
atuam como co-fatores de enzimas (GRIFFIN, 1994).

Os carboidratos sdo a fonte de carbono mais facilmente assimilada pelos
fungos para seu crescimento (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004), sendo a glicose a
fonte de carbono mais amplamente utilizada para obtencédo de energia. Na natureza,
a glicose é o acucar mais comum, em funcéo de sua participacdo na composi¢ao da
celulose, do amido e de outros acucares (PUTZKE, 2002). Esses hidratos entram na
célula por difusdo facilitada (sem gasto de energia), utilizando carreadores
especificos para hexoses com diferente afinidade em relagdo a cada acgUcar
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Além da presenca de macronutrientes e micronutrientes, os aspectos fisicos,
tais como temperatura, luz, viscosidade e pressdo hidrostatica podem afetar o
crescimento dos fungos. A umidade possui papel importante na germinacdo dos
esporos, sendo que sua escassez pode limitar a esporulagéo. A luminosidade exerce
maior influéncia sobre a reproducdo que no crescimento dos fungos, contudo, a
maior parte dos estudos esta voltada para a temperatura (GRIFFIN, 1994).

Conforme apresentado por Rodrigues (2006), em relacdo ao crescimento dos
fungos, em culturas no regime de batelada, podem ocorrer mudanc¢as no pH do meio
e na disponibilidade de oxigénio e de fatores nutricionais, que interferem diretamente
na duracdo das diferentes fases do crescimento do microrganismo (fase lag,
exponencial, estacionaria e autolise ou fase enddégena). No regime continuo, se o
suprimento de nutrientes for mantido constante, ocorrerA manutencdo de
crescimento exponencial e descarte de produtos excretados, bem como de
biomassa morta (GRIFFIN, 1994).

Dentre os compostos produzidos pelos fungos durante o seu crescimento, a
partir do consumo do substrato, citam-se alcoois e acidos organicos. O género
Aspergillus é conhecido por sua capacidade de produzir acidos organicos como o
citrico, malico, fumarico, gluconico, entre outros (WITTEVEEN, 1993; GRIFFIN,
1994).

O transporte dos acidos orgéanicos pela membrana celular se da por difusao

ou atraves de sistema especifico, como o que envolve o ciclo do acido tricarboxilico
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e piruvato. Contudo, a difusdo € o mecanismo mais simples e rapido, ocorrendo a
partir da ndo dissociacdo do &cido. Se o pH estiver uma unidade acima do pK, o
acido fica na forma dissociada e o transporte do acido e dos anions organicos sera
mais lento, mas se o pH estiver abaixo do pK, entdo, a forma ndo dissociada é
transportada mais rapidamente e o metabolismo é mais rapido (AINSWORTH e
SUSSMAN, 1966 citado por RODRIGUES 2006).

Desta forma, o micélio de culturas inoculadas com menor concentracdo de
esporos apresentou menor teor de nitrogénio, mostrando que grande parte de
nitrogénio presente no meio de cultura inicial foi transformado em subprodutos
orgéanicos e excretado para o meio (PAMBOUKIAN, 1997).

Segundo Silva (2009), a biodegradabilidade dos componentes do petroleo é
dependente primeiramente de sua estrutura quimica, sendo influenciada também
pelo estado fisico e pela toxicidade dos compostos. O aumento das cadeias implica
em uma maior complexidade estrutural e, consequentemente, em uma diminui¢do do
namero de microrganismos capazes de degradar estes compostos.

A degradacdo microbiolégica possui uma sequéncia preferencial de
compostos a serem degradados. Os hidrocarbonetos aromaticos sdo menos
facilmente biodegradaveis do que os alcanos, pois apresentam elevada estabilidade
termodinamica devido a significativa energia de ressonancia do anel. Dentre os
aromaticos, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo os compostos
mais preocupantes, pois levam a afeitos carcinogénicos e mutagénicos, além de
apresentarem elevada recalcitrancia (SILVA, 2009).

Conforme Silva (2009), a degradacdo abrangente dos HPA se da pela
clivagem de um, dois ou mais anéis. Os grupos substituintes laterais do anel sdo
modificados inicialmente por hidroxilacdo, desmetilacdo ou descarboxilacdo para
producdo de uma ou duas moléculas béasicas que séo, entdo, clivadas por um
segundo grupo de enzimas e, posteriormente, degradadas a moléculas que serdo
percussoras de outras vias metabdlicas.

A biodegradacéo do petroleo envolve fenbmenos de quebra dos componentes
do petroleo para componentes de menor peso molecular ou mais polares. A
capacidade de degradar hidrocarbonetos do petréleo € formada por diversos
géneros microbianos, mas o0s principais sdo as bactérias e os fungos. Os
organismos podem metabolizar somente um namero limitado de hidrocarbonetos

isoladamente, de forma que muitas vezes pode ser necessaria uma mistura de
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populacbes com capacidade enzimatica para degradar todos os hidrocarbonetos
encontrados no petrdleo (BENTO, 2005).

As bactérias, geralmente, empregam dioxigenases para incorporar duas
moléculas de oxigénio no substrato para formar dioxetanos, que sdo entdo oxidados
a cis-dihidrodiois formando produtos dihidroxilados. Os fungos produzem
monoxigenases para incorporar um atomo de oxigénio no substrato formando 6xidos
de arenos, o que é seguido de atuacdo enzimatica para produzir trans- dihidrodiéis e
fendis (SILVA, 2009).

De acordo com Pereira (2008), posteriormente, ocorrem dois mecanismos de
clivagem do anel: na posicdo orto ou meta. O mecanismo mais comum € o que
envolve a posicao orto, seguido por uma série de reacdes enzimaticas até chegar
aos produtos finais: acidos organicos de baixo peso molecular e aldeidos (que sdo
incorporados ao ciclo dos acidos tricarboxilicos).

Como biodegradadores naturais, os fungos encontram as substancias
necessarias para seu desenvolvimento na natureza, principalmente como
macromoléculas insollveis, as quais precisam ser transformadas primeiramente em
unidades monoméricas sollveis antes de serem incorporadas. Os fungos absorvem
nutrientes através da membrana plasmética mediante a secrecdo de enzimas
especiais para 0 meio exterior, conseguindo reduzir o tamanho das moléculas e
atingir a solubilidade (PUTZKE, 2002).

Segundo Rodrigues (2006), a remocéo de poluentes de um meio por fungos
ocorre pelo processo conhecido como biossorcéao, dividido em duas fases distintas:
adsorcao (remocao passiva) e assimilacdo (remocao ativa).

De acordo com Del Rio (2004), a adsorcao € a primeira etapa do processo de
biossorcdo e ndo depende da atividade metabdlica do microrganismo. A assimilacao,
ao contrario, é dependente do metabolismo. A compreensdo do processo de
biossorcdo € importante no tratamento de efluentes liquidos e também em varios
processos industriais como panificagcéo, cervejarias e destilarias.

Dentre os diversos tipos de reatores bioldgicos, os reatores com fungos
representam uma alternativa para o tratamento de efluentes que possuem
compostos de dificil biodecomposi¢cdo, como € o caso dos corantes encontrados nas
aguas residuarias téxteis. Dentro deste contexto, o interesse em se empregar fungos
para solucionar problemas relacionados ao meio ambiente ocorre devido a grande

producdo de enzimas (celulases, ligninases, peroxidases, entre outras) (LUKE e
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BURTON, 2001 citado por RODRIGUES, 2006), as quais tornam o0 poluente mais
acessivel a biodegradacéo.

Rodrigues et al. (2007), ao estudarem a remocéao de fenol de 4gua residuaria
sintética, em reatores em batelada, observaram que a espécie Aspergillus niger AN
400 degradou mais eficientemente o fenol do meio ao usar glicose como co-
substrato, chegando a 100% de remoc¢ao do referido composto, de modo que na
auséncia da glicose, a remocao de fenol do meio foi de apenas 48%.

De acordo com Esposito e Azevedo (2004), os fungos apresentam grande
potencial de degradacao de compostos persistentes, pois possuem a capacidade de
adaptarem rapidamente seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia,
devido a producdo de grande quantidade de enzimas intra e extracelulares, nao
especificas, capazes de degradarem uma série de compostos de elevada
complexidade. Essa flexibilidade metabdlica torna os fungos capazes de degradar
diferentes tipos de compostos, inclusive polimeros complexos, como
hidrocarbonetos, pesticidas, e etc. Entre as enzimas fungicas de maior potencial no
tratamento de despejos industriais sdo citadas as ligninoliticas, como a lignina
peroxidase e a manganés peroxidase, e as hidroliticas, como as proteases,
celulases, amilases, entre outras.

Os fungos tornam-se persistente no meio ambiente, devido sua capacidade
de adaptar-se rapidamente a diferentes fontes de carbono e energia, sendo estes
fatores essenciais a sua sobrevivéncia (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). Estes
organismos sao considerados eficientes sob condi¢des adversas do processo, como
valores extremos de pH, limitagdo de nutrientes e baixo teor de umidade. Dentre os
fungos filamentosos, algumas linhagens de Penicillium sp e Aspergillus sp sao
citadas como sendo capazes de degradar uma maior quantidade de hidrocarbonetos
(ATAGANA et al., 2006).

Oliveira (2001) verificou que um consorcio microbiano constituido por
linhagens dos géneros Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Candida, Aspergillus,
Penicillum e Streptomyces foi capaz de degradar 100% dos n-alcanos,
compreendidos entre o decano e o eicosano, e 40% dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos avaliados (1-metil-naftaleno, 2-metil-naftaleno, fluoreno, pireno, criseno,
fenantreno, benzo (a)antraceno e benzo (b) fluoretano).

Azevedo et al. (2009), avaliando o potencial de biodegradacéo de petroleo por

fungos filamentosos observaram a predominancia de Aspergillus niger, Aspergillus
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terreus e Penicillium, encontradas em todas as amostras e que apresentaram 0
maior nimero de unidades formadoras de colénias comprovando que os géneros de
fungos filamentosos mais frequentes tanto em ambientes terrestres como em
marinhos sédo Aspergillus e Penicillium, também relatados como os mais eficientes
na degradacgédo de hidrocarbonetos.

Soares et al. (2009), em estudo sobre avaliacdo do potencial de fungos
amazonicos na degradacao do petréleo, verificaram que a espécie Aspergillus niger
obteve os melhores resultados utilizando o petrdleo bruto e as fracGes de petréleo
em meio solido. P6de se perceber também que outras espécies como Trichoderma
sp e Aspergillus flavus ndo cresceram no meio contendo petréleo bruto, consumindo
apenas as fracées de petroleo.

Garcia-Pefia et al. (2008), citaram a dificuldade de bactérias em degradar os
BTEX principalmente o o-xileno justificando a utilizagdo de fungos, pois embora
muitos resultados promissores tem sido obtidos na degradagdo de BTEX em
biofiltros com fungos, poucas pesquisas tem sido efetuadas.

Qi et al. (2002), avaliaram cinco espécies de fungos por sua capacidade de
assimilar nove compostos organicos volateis (VOCs), comumente encontrada em
emissoes industriais, hidrocarbonetos aromatico, cetonas e acidos organicos. Esses
autores demonstraram que Exophiala lecanii-corni e Cladosporium sphaerospermum
podem oxidar cada um dos nove compostos organicos volateis, etilbenzeno, tolueno,
estireno, metil-etil-cetona, metil isobutil cetona, metil propil acetato de cetona, n-butil.
O mesmo estudo mostrou que Phanerochaete chrysosporium foi capaz de degradar
todos os VOCs testados exceto estireno e que Cladosporium resinae degradou o0s
acidos organicos, cetonas, e alguns compostos aromaticos, mas nao foi capaz de
crescer com benzeno.

Jou e Huang (2003) citado por Mello (2007) estudaram a degradacéo de
efluentes de uma refinaria de petréleo usando um biorreator com biomassa fixa. O
biorreator foi empacotado com espuma de poliuretano altamente porosa para o
crescimento microbiano. O sistema foi mantido aerado para fornecer oxigénio
necessario ao crescimento. Os autores compararam a degradacdo com lodo ativado
e concluiram que a degradacédo dos residuos foi maior para o sistema com biofilme.
Com lodo ativado, a remocéo de 50 a 60% se dava em 25 horas, enquanto que com
biofilme, em 8 horas, a remocéo foi de 85 a 90%. O resultado também mostrou que

mais de 85% da DQO foi degradada em 2 horas. Os autores apresentaram duas



39

vantagens do método: menor producédo de lodo (lodo ativado: seis toneladas de lodo
em 100 toneladas de efluente, enquanto que para o sistema com biofilme duas
toneladas de lodo em 100 toneladas de efluente) e menor area ocupada para o
processo (lodo ativado 95.7 m? e processa 45 m® de efluente, enquanto que com
biofilme 3.24 m? para tratar 45.6 m* de efluente por dia). Os fatores que contribuiram
para alta remocao foram citados pelos autores como sendo: sistema de biofilme fixo,
0 que provocou uma elevada concentracéo celular (8000 mg/L); a estrutura fisica do
suporte, que gerou uma alta relacdo areal/volume e o sistema de oxigenacdo do
biorreator.

Vendramel et al. (2005), avaliaram o desempenho de um biorreator aerdbio
de leito fixo para tratamento de efluentes de uma refinaria de petroleo. O suporte
utilizado para fixacdo da biomassa foi PVC corrugado. Foram estudados os
parametros DQO, Carbono Organico Total (COT) e Sélidos Suspensos (SS). Os
autores apresentaram como resultados que o biorreator proposto € capaz de tratar o
efluente da refinaria obtendo valores de DQO, COT e SS abaixo dos limites
propostos pelos 6rgdos ambientais locais. O biorreator ndo apresentou nenhum
problema operacional durante o periodo experimental, permitindo que operasse sob
circunstancias estaveis e flexiveis. As remocdes de DQO e COT foram de 75 e de
81%, respectivamente, alcancadas a uma carga organica de 2,36 kg DQO/m>dia.

No entanto, em virtude da dificuldade de degradar estes compostos torna-se
necessario conhecer as espécies que melhor se adaptam a utilizar estas substancias
como substrato, por exemplo, Nikolova e Nenov (2005) avaliaram duas linhagens
fungicas (Cladophialophora sp e Cladosporium sp) para a degradacdo de BTEX num
reator em batelada. Os autores relataram que nenhuma das duas espécies foi capaz
de degradar benzeno. Ja o etilbenzeno foi facilmente degradado em todos os casos,
o m-xileno foi totalmente degradado pela espécie Cladophialophora sp, tanto quando
foi utilizado como Unico substrato como também quando utilizado em misturas com o
tolueno, enquanto isso Cladosporium sp nédo foi capaz de degradar o benzeno e o
m-xileno, quando estes compostos estavam s6, no entanto foram
capaz de degrada-los plenamente quando estava misturado com tolueno. A espécie
Cladophialophora sp apresentou os melhores resultados na degradacdo de BTEX se
comparado com Cladosporium sp., exceto no caso de degradacdo do p-xileno que
foi melhor realizada pelo Cladosporium sp.



40

Kermanshahi et al. (2005), estudaram o desempenho de um biorreator para
biodegradar aerobiamente hidrocarbonetos presentes no petrdleo, tais como p-xileno
e naftaleno. Os microrganismos se fixaram em fibras de poliéster. Foram
investigados tempos de residéncias diferentes (0,5 a 6 h) e concentracbes de
alimentacéo diferentes (14 mg/L, 40 mg/L e 77 mg/L, para o p-xileno e 8 mg/L, 15
mg/L e 22 mg/L, para o naftaleno). Para a completa degradacdo dos compostos, a
taxa volumétrica de biodegradacéo foi de 15 mg/L.h, para o p-xileno e 16 mg/L.h,
para o naftaleno, com uma densidade de biomassa de 720 mg/L.

Em um estudo combinado de bioaumento, que é a extracdo de microrganismos
do proprio solo contaminado, seu crescimento in vitro e re-introducdo no ambiente
contaminado em maior concentracdo e bioestimulo Mancera-Lépez et al. (2008)
descobriram que Rhizopus sp., Penicillium funiculosum e Aspergillus sydowii foram
capazes de crescer numa mistura complexa de hidrocarbonetos de petréleo de
elevado peso molecular, apds sofrerem climatizagdo em meio de cultura liquido. Os
trés fungos removeram, respectivamente, 36%, 30% e 17% mais HAPs do que
guando o tratamento foi feito utilizando sé o bioestimulo.

Desta forma, os fungos filamentosos demonstram ser hdbeis em degradar ou
transformar hidrocarbonetos de estrutura complexa e de cadeia longa em compostos
menores, dentre os fungos que se destacam na biodegradacdo de BTX, os géneros
Aspergillus e Penicillium possuem muitas espécies que assimilam hidrocarbonetos,
contudo, esta especialidade é uma propriedade individual da espécie e néo

necessariamente uma caracteristica particular do género (MARIANO, 2006).

4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada com reator em bateladas sequenciais e com
biomassa fungica imobilizada e visa a eficiéncia de remocédo de compostos toxicos
BTX, de matéria organica e de nutrientes em agua. O experimento com o reator em
batelada sequenciais foi realizado em 12 ciclos, sendo dividido em trés etapas. Na 1°
etapa foi adicionado a agua 5 g/L de glicose; na 2° etapa, 1g/L e na 3° etapa 0,5 g/L.
Cada ciclo operacional apresentava periodo reacional de 7 dias, sendo realizadas

analises fisico-quimicas no 1°, 2°, 3°, 4° e 7° dias de processo.
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4.1. Inéculo

Em virtude dos varios trabalhos apresentados, como os de Rodrigues (2006),
Santos (2001) e Sampaio et al. (2005), das caracteristicas da espécie Aspergillus
niger AN 400, neste trabalho optou-se por utilizar esta espécie como inéculo, na
forma de biomassa imobilizada, para a biorremedia¢éo da dgua contendo compostos
BTX. A suspensédo de esporos utilizada foi de (2 x 10° esporos/mL) de Aspergillus
niger AN 400, fungo filamentoso muito utilizado na remogdo de substancias

persistentes e na producdo de metabdlitos de interesse industrial.

4.2. Cultivo e Producéo dos Esporos

A preparacdo da suspensdo foi feita a partir da repicagem de cepa da
linhagem Aspegillus niger AN40O em placas de Petri contendo meio de cultura
Sabouraud. O meio foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C, durante 15
minutos. Apds a repicagem, as placas com esporos foram mantidas a uma
temperatura de + 28°C e, apds 10 dias, observou-se o crescimento dos esporos por
toda a superficie das placas (Figura 8), procedendo-se, entdo, a remocao dos

mesmos.

Figura 8 - Crescimento dos fungos nas placas de Petri ap6s 10 dias de cultivo.

No procedimento de remocdo dos esporos das placas de Petri foi utilizada
uma solucdo de Tween 80 para facilitar a raspagem. Em seguida, os esporos foram
transferidos para tubos de ensaio, previamente esterilizados, para posterior
contagem.
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Para contagem dos esporos, retirou-se dos tubos de ensaio 50 uL da
suspensao de esporos, previamente agitada em agitador Vortex, mais 950 uL de
agua destilada estéril, perfazendo diluicdo de 1:20, tendo sido transferido 20 uL da
solucéo preparada para uma camara de Neubauer (Figura 9), com profundidade de
0,1 mm e area minima de 1/400 mm?. A contagem dos esporos foi realizada em
microscépio 6tico de campo claro de (PZO Polonés), com aumento de 400 vezes em

16 campos.

Figura 9 - Camera de Neubauer utilizada para a contagem dos esporos.

4.3. Adicdo do BTX e Nutrientes a Agua

Para operacdo em batelada com biomassa imobilizada foi utilizada agua
potavel previamente esterilizada em autoclave por 15 minutos sob pressdo de 1 atm
e temperatura de 121°C e, em seguida, ap0s o seu resfriamento, adicionou-se a
mesma solucdo de nutrientes, cujo reagentes estdo descritos na Tabela 6. A agua
foi acrescida também de 1 g/L de cloranfenicol, antibiético de amplo espectro para
minimizar a contaminacdo por bactérias. A glicose (5 g/L; 1 g/L e 0,5 g/L) foi
empregada como co-substrato visando melhorar a utilizacdo dos poluentes pelos
microrganismos.

Os compostos BTX foram adicionados até concentragbes nominais no meio
de 200 mg/L de benzeno e tolueno e 50 mg/L de xileno. O etanol (3000 mg/L) foi

também adicionado visando a maior solubilizagdo dos compostos BTX.



Tabela 6 - Solugdo de nutrientes utilizada no preparo da 4gua contendo BTX.

Nome do reagente Formula Marca
Sulfato de aménio (NH4)2SO0q4 VETEC QUIMICA
Nitrato de sédio NaNOs3 VETEC QUIMICA
Dihidrogenofosfato de KH2PO4 VETEC QUIMICA
potassio
Sulfato de magnésio MgSO, VETEC QUIMICA
Cloreto de calcio CaCl,.2H,0 VETEC QUIMICA
dihidratado
Sulfato de cobre CuS0,4.7H,0O VETEC QUIMICA
heptahidratado
Acido molibidico H,MoO4 VETEC QUIMICA
Sulfato de manganés MnS0,4.5H,0 VETEC QUIMICA
pentahidratado
Sulfato férrico Fex(S0y)3 VETEC QUIMICA
Sulfato de zinco ZnS0Oq VETEC QUIMICA
Benzeno CeHe VETEC QUIMICA
Tolueno C7Hs VETEC QUIMICA
Xileno CgHio VETEC QUIMICA

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006).

4.4. Teste de Toxicidade em Placas

Aspergillus niger AN 400 foi inoculado em placas de Petri contendo meio de
cultura Sabouraud, agar e uma solucao inicial contendo BTX na concentracdo de 65
mg/L. A toxicidade foi avaliada utilizando as seguintes concentracdes de 16,25 mg/L,
32,5 mg/L e 65 mg/L de BTX, em relacdo ao crescimento do fungo. Ou seja, nas
placas com 16,25 mg/L existia de 4 mL de solucao inicial de BTX e 12 mL de meio
Sabouraud, enquanto que nas placas com 65 mg/L da solucdo inicial ndo havia

Sabouraud, somente a solucdo de BTX.

Cada placa foi inoculada com 2 x 10° esporos de Aspergillus niger/mL e
divididas em lotes, sendo cada lote constituido por uma duplicata. As placas
permaneceram a 30°C, em estufa bacteriologica, durante 5 dias, ao longo dos quais

foi observado o crescimento do fungo.
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4.5. Teste de Toxicidade com Sementes de Alface (Lactuca sativa)

Nesta etapa foram colocadas 20 sementes de alface (Lactuca sativa) sobre
papel de filtro Whatman n°1 em placa de poliestireno (& = 9 cm) contendo 2 mL de
cada solucédo. Foram preparadas duas solu¢cdes com BTX, uma na concentracéo de
300 mg/L (100 mg/L de benzeno, 100 mg/L de tolueno e 100 mg/L de xileno) e outra
na concentracao de 450 mg/L na mesma proporcao. As amostras foram preparadas
da seguinte forma: 300 mg/L da solucéo inicial de BTX, 225 mg/L da solucéo inicial
de BTX, 150 mg/L da solucdo de BTX, 75 mg/L da solucéo e para concentracao de
450 mg/L da solucao inicial de BTX, 337,5 mg/L da solugéo inicial de BTX, 225 mg/L
e 112,5 mg/L.

As placas contendo as amostras foram colocadas em estufa a 28°C, no
escuro e envoltas por folha de aluminio. Apdés 72h foi avaliada a germinacdo das
sementes e o comprimento das radiculas visando o calculo da Clsg (DUTKA, 1989).
A concentracgao inibitoria 50% ou Clsp (ICso em Inglés Inhibitory Concentration 50) é
um teste que mede a concentracdo de uma substancia inibidora necessaria para
inibir a metade os organismos submetidos ao teste. A concentracao inibitoria foi
calculada utilizando a analise de Probit (FINNEY,1971).

Ap6s o fim do tempo de exposicdo, foi medido cuidadosamente o
comprimento da raiz de cada uma das plantulas, correspondente a cada
concentracdo e controle positivo, quantificando-se o nimero de sementes que nao
germinaram e a porcentagem de variacdo do crescimento da raiz. A porcentagem

de inibicdo foi calculada segundo a equagéo abaixo:

% inibicdo =| comprimento médio controle - comprimento médio da amostra [x 100

comprimento médio do controle

4.6. Reator em Batelada Sequencial (RBS) com Biomassa Imobilizada
4.6.1.Imobilizagdo da biomassa fungica

A biomassa foi imobilizada em manta de polipropileno 1 cm? acondicionados
em redes de polietileno, no interior de frascos erlenmeyer de 250 mL. Neste
procedimento as mantas foram previamente esterilizadas possuindo peso total de 5
g, equivalentes a 70 unidades, sendo imersas em 200 mL de meio de crescimento

(item 4.3), contendo glicose na concentragéo de 5 g/L de glicose e cloranfenicol 0,10


http://fr.wikipedia.org/wiki/Inhibiteur_(biochimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Microorganisme
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g/L (Rodrigues, 2006), a fim de promover o crescimento da espécie antes da partida

do reator.

O inéculo, na forma de suspensdo de esporos (2 x 10° esporos/mL), era
adicionado aos frascos que permaneciam sob agitacdo de 150 rpm durante 72 h e a
temperatura de 28°C, de modo que, ao completar 24 horas, o0 meio antigo era
substituido por um novo. Apds a imobilizacdo da biomassa, as mantas de
polipropileno eram transferidas para o reator em batelada sequencial para a partida

do mesmao.

4.6.2 Montagem e operacéao do reator em batelada sequencial (RBS)

O reator, confeccionado em vidro, possuia volume total de 5 litros e recebeu
como inoculo biomassa de Aspergillus niger AN 400 imobilizada em manta de
polipropileno. O reator foi alimentado com 4,5 L de agua contendo BTX, sendo a
aeracdo mantida por uso de mini-compressor como pode ser visto na Figura 10.

O experimento foi realizado em doze ciclos, cada um com duracao total de
sete dias, para avaliacdo da eficiéncia de remocdo de BTX, matéria organica
(medida como DQO) e nutrientes (N-NHz, N-NO3" N-NO,", PO,).

No inicio de cada ciclo, ou seja, a cada semana, o reator era alimentado com
nova agua contendo BTX e os demais compostos ja citados. Ao longo de cada ciclo,
foram retiradas aliquotas diarias para monitoramento da biorremediacéao,

comprometendo-se até 10% do volume reacional do reator.

Figura 10 - llustracdo do reator operado em regime de batelada sequencial
(RBS).
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4.6.3 Analises microscopicas

Ao final da operacgao do reator em batelada repetida foram retiradas amostras
do meio suporte contendo biomassa fungica aderida, as quais eram preparadas e
submetidas ao crescimento em placas com o objetivo de confirmar a presenca da
espécie fungica inicialmente inoculada ou ainda identificar o surgimento de outra
espécie por contaminacao.

A biomassa contida nos meios suportes foi removida fazendo uso de agua
destilada, trés cubos do meio suporte e pérolas de vidro, para aumentar o atrito. A

agitacao foi promovida por meio de sistema Vértex.

Apbs a diluicdo de 1000x em &gua destilada e esterilizada (121°C, 1 atm por
15 minutos adicionada de NaCl 0,9%) retirou-se em seguida, 1 mL dessa solucao
que foi colocada em placas de Petri contendo meio de cultura Sabouraud. As placas
foram mantidas a temperatura ambiente (27°C) durante sete dias para verificacdo do
crescimento das coldnias.

Amostras dos fungos em placas foram fixadas em laminulas e submetidas a
analise microscopica em microscopio 6ptico com camera de captura de imagem para

identificagdo dos microrganismos.

4.7 Ensaio de Volatilidade

A fim de se verificar que a eliminacdo dos compostos BTX se dava por meio
do uso da espécie estudada, foi realizado ensaio similar, utilizando-se das mesmas
condi¢cbes impostas ao reator com fungo (RBS), como aeragao e um reator de vidro
similar ao RBS com o mesmo volume util de 4,5 L, os compostos BTX foram
adicionados até concentracdes nominais no meio de 100 mg/L de benzeno e tolueno
e etanol de 1000 mg/L, com a diferenga de n&o se inocular o Aspergillus niger AN
400. Apos isto as aliguotas foram retiradas ao longo de 24 horas e determinadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

4.8 Métodos Analiticos

Na Tabela 7 sdo apresentadas as variaveis analisadas durante as

diversas etapas da pesquisa.
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Tabela 7 - Variaveis monitoradas durante o desenvolvimento da pesquisa.

Variavel Método Empregado
Concentragao HPLC

de BTX

DQO Refluxacao fechada

pH Potenciometria

Amonia Nesslerizacao Direta

Nitrito Colorimétrico

Nitrato Método colorimétrico do Salicilato

Ortofosfato Método colorimétrico do Acido Ascérbico

As andlises fisico-quimicas para os parametros de DQO bruta, DQO soluvel,
NHs, NOs. NO,, pH e PO4° foram executadas no Laboratério de Tecnologia
Ambiental (LATAM) do IFCE, segundo métodos descritos em APHA (1995), exceto a
determinacao da concentracdo de BTX, que foi realizada por meio de cromatografia
liqguida (HPLC) no Laboratério de Tecnologia Quimica (LTQ) do IFCE. Para
determinacdo dos compostos BTX por HPLC foi utilizado um cromatégrafo marca
Varian Pro Star conectado a um detector UV/visivel, empregando uma coluna Agilent
ZORBAX-C18 5 um, 250 mm x 4,6 mm. A fase movel era constituida de uma mistura
de 80% metanol/ 20% &agua, modo isocratico e comprimento de onda de 200 nm
para o benzeno e 207 nm para o tolueno e xileno com o tempo de corrida de 15
minutos. Junto ao sistema, esta acoplado um microcomputador que monitora a
resposta de saida da coluna cromatografica através de um programa de aquisicao
de dados.

Para cada ponto obteve-se a leitura da area correspondente a concentracao
da amostra. Com os valores obtidos, foram elaborados graficos da area dos picos
versus a concentracdo do composto, obtendo-se a curva de calibracdo para cada
uma das moléculas estudadas. De posse da curva de calibracéo, a concentracéo do
composto de cada aliquota pode ser facilmente determinada. As curvas de

calibracdo estdo apresentadas no apéndice deste trabalho.



48

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Etapa |: Caracterizacdo da Agua Contendo BTX e Alimentada
com 5g/L de Glicose.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores médios e desvios-padrao para as

variaveis monitoradas no afluente e no efluente do reator em batelada.

Tabela 8 - Caracterizacdo das aguas oriundas do afluente e efluente do reator
alimentado com 5g/L de glicose.

Valor médio + Desvio-padrao

PARAMETRO AFLUENTE EFLUENTE FINAL
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Amonia 132+1,5 125+9,8
Nitrito 0,063 + 0,001 0, 068 + 0,013
Nitrato 89 + 3,17 71 + 68
Ortofosfato 88+1,4 50+ 22,2
pH 41+0,6 32+15
DQO bruta 7024 + 598 4554 + 2059
DQO soluvel 6586 + 484 3970 + 2212
Benzeno 65+3 N&ao detectavel
Tolueno 37+ 1 Nao detectavel
Xileno 4+0,2 Nao detectavel

Os resultados mostraram diminui¢cdo do pH, o que provavelmente ocorreu em
virtude da absor¢do de anions e cations pelos microrganismos, durante o transporte
de substratos, ou pela produgédo de acidos organicos, proprios do metabolismo do
fungo (GRIFFIN, 1994).

O afluente apresentou valor médio de pH 4,5 em todas as etapas iniciais e,
posteriormente diminuiu, registrando-se para o efluente dos ciclos em questdo
valores médios de 2,5; provavelmente resultado da intensa degradacdo dos

compostos aromaticos (benzeno, tolueno e xileno), bem como da glicose, utilizada
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como substrato para melhor assimilacdo dos compostos toxicos. A diminui¢cao do pH
ocorreu desde o primeiro dia em todos os ciclos de operagédo, como pode ser Visto
na Figura 11.

Rodrigues et al. (2007) ao empregarem &gua residuaria sintética com 323
mg/L de fenol em reatores em batelada inoculados com Aspergillus niger
observaram reducéo inicial nos valores de pH, e nos reatores com maior
concentracdo de glicose, no caso 5 g/L de glicose, a diminui¢cdo nos valores de pH
foi mais rapida em relacdo aos demais reatores, o que foi atribuido a atividade
microbiana mais intensa.

E importante considerar que, na presente pesquisa, em todas as etapas,
houve adicdo de glicose como co-substrato e isto pode ter contribuido para
diminuicdo do pH do meio em virtude da conversdo de glicose a acidos organicos
(ZNAD et al., 2004).

A diminuigdo do pH, que ocorreu neste experimento, pode também ter sido
favorecida pelo consumo de nitrogénio amoniacal pelos fungos. De acordo com
Griffin (1994) o consumo de NH,4" pelos fungos pode conduzir & diminui¢éo do pH do

meio externo como resultado da liberagéo de H* pela célula.
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Figura 11- Variagcdo de valores de pH ao longo dos ciclos operacionais na

degradacdo de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.

O nitrogénio € um macroelemento essencial para o metabolismo de

aminoacidos, acidos nucléicos, sintese de polissacarideos da parede celular,
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fosfolipideos, vitaminas e outros co-fatores, sintetizados a partir de formas
inorganicas do nitrogénio (GRIFFIN, 1994). Na composicéo elementar de uma célula
fungica, o nitrogénio corresponde, aproximadamente, 12% a 16% da matéria seca
da biomassa (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

De forma geral, os fungos utilizam as fontes inorganicas de nitrogénio, sob a
forma de sais de amodnio ou de nitratos, mas podem também extrai-lo de fontes
organicas, utilizando preferencialmente o ion aménio em detrimento ao nitrato
(GRIFFIN, 1994). A transformacdo de nitrato a amobnia € mediada pela enzima
nitrato redutase, que reduz nitrato a nitrito, e pela enzima nitrito redutase, que reduz
nitrito a amoénia (PUTZKE, 2002).

Nesta etapa, no final de cada ciclo operacional, alcangcou-se boa eficiéncia de
remocao de nitrogénio amoniacal, em torno de 90%, sendo que no 4° ciclo a
remocdo chegou a 100%. A concentracdo média de nitrogénio amoniacal
inicialmente presente no meio foi de 132 mg/L e a concentracdo média registrada no
efluente foi de 12,5 mg/L. Na Figura 12 é mostrada a diminui¢do da concentracéo de

amonia no meio.
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Figura 12 - Variagdo da concentragcdo de amoénia ao longo dos ciclos

operacionais na degradagcdo de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.

Segundo Foster (1949) citado por Rodrigues (1999), a preferéncia por amoénia

esta sujeita a mudancas, dependendo do organismo, das condi¢cbes do meio e do
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seu cultivo, o que justificaria a utilizagdo do nitrato, haja vista ndo ser este fonte
preferida dos fungos em relag&o ao nitrogénio.

Sampaio et al. (2004) avaliaram a remoc¢édo de aménia da agua residuéria de
industria de beneficiamento de castanha de caju, rica em fenol, por reator biol6gico
com fungos para diferentes tempos de detencao hidraulica. Os autores observaram
baixos percentuais de remocao de nitrogénio amoniacal, sendo a maior remocao de
aproximadamente 22% para um tempo de detencéao hidraulica (TDH) de 4 h.

De acordo com Celar (2003), em estudos com cinco espécies de fungos, a
forma preferencial de assimilagdo de nitrogénio se da pela forma amoniacal ou pelo
nitrato. A preferéncia dos fungos pela amonia foi observada, porém para algumas
espécies, enquanto o consumo de nitrato sé se dar apds a forma amoniacal ja ter se
esgotado. Em contrapartida, ha espécies que apresentam a capacidade de assimilar
0 nitrato muito mais rapido do que outras e existem ainda certas espécies que
utilizam as duas fontes de nitrogénio simultaneamente.

Neste trabalho, houve remocao simultdnea de amoénia e nitrato com destaque
para o 2° ciclo que alcancou 97% de remocédo deste ion, ainda que em relacdo ao
nitrato tenha ocorrido, ao longo dos ciclos, aumento de sua concentragdo no meio.
Semelhantemente, no trabalho desenvolvido por Freitas Neto et al. (2007) sobre a
remocdo de compostos nitrogenados de aguas residuéarias de refinarias de petréleo
através de reatores biolégicos com fungos, foi verificado acimulo de nitrato no meio.
Os autores operaram reator em escoamento continuo durante 59 dias com carga
organica volumétrica (COV) de 78,5 mg DQO/L.h, TDH de 8 h e adi¢do de 0,5 g de
glicose/L de afluente, como fonte primaria de carbono. Foi observado que no periodo
entre 0 21° a 42° dia houve grande producdo de nitrato e a concentracdo deste ion
foi quase o triplo da concentracao inicial.

Leite et al. (2006) relataram que os fungos possuem estruturas denominadas
vacuolos que realizam as funcBes de armazenamento de nitrogénio e fosfato, os
guais podem ser acumulados e liberados em resposta as necessidades metabdlicas
do microrganismo.

Na Figura 13 € apresentada a variacdo da concentracdo de nitrato ao longo

dos ciclos biologicos de degradacao.
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Figura 13 - Variagdo das concentragdes de nitrato ao longo dos ciclos
operacionais na degradacdo de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.

Os aumentos da concentracao de nitrato nos ciclos 3 e 4 podem ser resultado
de resposta metabdlica da célula fungica que pode ter liberado parte dos nutrientes
armazenados em seus vacuolos ao longo dos ciclos operacionais, uma vez que
estes podem ter ficado completamente preenchidos durante o processo bioldgico.

Em relacdo ao nitrito, como pode ser observado na Figura 14, ndo foi
verificado praticamente nenhuma remocéo, ocorrendo aumento deste ion no 4° ciclo
e nos demais ciclos permanecendo praticamente constante.

No trabalho de Freitas Neto et al. (2007), embora no final de 59 dias de
operacdo os autores tenham conseguido percentual de remocédo de 60% de NO;,
verificaram-se periodos que a concentracdo de nitrito dobrou e este incremento foi
ainda maior quando o reator passou a operar com TDH de 4 h, 1 g glicose/L e COV
de 236 mg DQOJ/L.h, com valores de concentracéo final dez vezes maior do que a

inicial.
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Figura 14 - Variacdo das concentracdes de nitrito ao longo dos ciclos

operacionais na degradacdo de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.

Os resultados desta pesquisa mostraram elevadas remocdes de ortofosfato,

com eficiéncia de 70,5% no fim do primeiro ciclo (Figura 15), embora no 3° ciclo este

percentual tenha diminuido para 7%.

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Ortofosfato (mg/L)

H Ciclo1

111

Ciclo2 M Ciclo 3 OCiclo4d

1\:\

Tempo Reacional (dias)

Figura 15 - Variacdo das concentracdes de ortofosfato ao longo dos ciclos

operacionais na degradacéao de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.



54

Um fator que pode ter contribuido para a boa remocdo de ortofosfato
verificada pode ser atribuida ao desempenho da espécie estudada quanto ao uso de
NH;", bem como a presenca de acidos organicos no meio resulta na diminuicdo do
pH (GRIFFIN, 1994; PAPAGIANI et al., 2005), o que aumenta a disponibilidade do
fésforo, pois 0 mesmo torna-se mais sollvel, e portanto mais biodisponivel para os
microrganismos.

A adicao de glicose que se constitui em um substrato de facil assimilacao, &
capaz de melhorar o nivel de remocéo de compostos toxicos pelos fungos (SINGH,
2006). Na presente pesquisa, embora os compostos BTX tenham sido totalmente
removidos do meio até o terceiro dia de cada ciclo, a remoc¢do de matéria organica
carbonacea nesta etapa nao foi boa.

Provavelmente, em funcdo da fase de adaptacdo, no 1°ciclo ndo ocorreu
remocdo de matéria organica, o que contribuiu para a baixa eficiéncia de remocéao
registrada na Etapa |, de apenas 34%. Ainda assim, verificou-se melhora da
remocao da matéria organica no 4° ciclo operacional onde foi alcancado percentual
de eficiéncia de 54% de remocdo de matéria organica bruta. A baixa eficiéncia
registrada no 1° ciclo para remocao de matéria organica carbonacea pode ter sido
influenciado pela grande quantidade de matéria organica presente em quantidade
muito superior as necessidades da espécie, conforme apresentado na Figura 16.
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Figura 16 - Variagdo das concentracdes de DQO bruta ao longo dos ciclos

operacionais na degradacao de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.
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Quanto a remocado de DQO das amostras apos centrifugacdo, o percentual de
maior eficiéncia encontrado também se deu no 4°ciclo de operacdo, em torno de

63%, conforme apresentado na Figura 17.
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Figura 17- Variagdo das concentragdes de DQO solavel ao longo dos ciclos
operacionais na degradacdo de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.

Desta forma, verificou-se que a grande quantidade de glicose (5 g/L)
disponibilizada a espécie fungica proporcionou uma certa inibicao, resultando em
percentuais baixos de remoc¢éo de matéria organica carbonacea.

Este comportamento é diferente do observado no estudo realizado por
Rodrigues (2006), que utilizando reatores biolégicos com fungos para remocéo de
fenol de agua residuéria sintética, comparou o tratamento de aguas residuarias com
e sem a adicdo de glicose (co-substrato) sobre a eficiéncia do tratamento. O autor
constatou que a biodegradacdo de matéria organica foi mais significativa quando se
usou glicose, alcancando remocdes de DQO de 27% sem o uso da glicose e de
100% com a sua utilizac&o.

De acordo com Rodrigues (2007) a presenca de um co-substrato auxilia o
microrganismo em seu metabolismo, uma vez que serve como fonte primaria de
carbono, entretanto a presenca do co-substrato, glicose, também pode inibir a
remocao de outros compostos mais complexos se estiver em excesso.

Damasceno et al. (2007) avaliando a remocéao de fenol de agua residuéria de

uma refinaria de petroleo por Aspergillus niger AN 400 em reatores em batelada sem
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agitacdo e com aeragao artificial encontraram remocdes de DQO, correspondentes a
82% no reator contendo biomassa imobilizada adicionada de acucar, 85% no reator
com biomassa fungica dispersa adicionada de acucar, e 95,5% no reator com
biomassa fungica dispersa. Se comparassemos estes resultados com os obtidos na
presente pesquisa no 4° ciclo, pode-se considerar que o percentual de 63% obtido
por ser considerado apropriado, pois os autores utlizaram 0,5 g/L de acgucar
sacarose, concentracdo 10 vezes inferior a de glicose utilizada na presente
pesquisa, o fenol € um composto de facil assimilacdo pela espécie fungica quando
comparado com os BTX que geram diversos metabdlitos que podem contribuir para
o0 incremento da matéria orgéanica final.

Ainda que a remocao de matéria organica carbonacea nao tenha sido boa,
houve eficiéncia de remocdo dos compostos BTX, pois mesmo para uma
concentracéo de glicose 5 g/L foi possivel remover o benzeno, com 3 dias (72 horas)
e tolueno com dois dias (48 horas) de operagédo do reator, conforme pode ser visto
nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Variacdo das concentragcdes benzeno ao longo dos ciclos

operacionais na degradagdo de BTX em agua adicionada de 5 g/L de glicose.

O maior tempo encontrado para completa remocédo de benzeno foi de 72
horas no 3° ciclo, na presenca de 450 mg/L de BTX (Figura 18), em contrapartida os
resultados obtidos por Fulekar e Singh (2010), que avaliaram a biorremediacéo de

benzeno utilizando biorreatores inoculados com fungos e bactérias sob condicdes
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aerdbias. Os autores conseguiram remocdes na ordem de 100% e 67,5%, em
concentracoes iniciais de 100 mg/L e 250 mg/L no prazo de 72 horas e 168 horas,
respectivamente, mas quando o reator foi submetido a uma maior concentracao (500
mg/L), o benzeno inibiu as espécies.

Lee e Cho (2009) examinando a interagcdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno como substrato por Rhodococcus sp constataram que esta espécie poderia
degradar aerobiamente todos os quatro componentes de forma isolada. Por outro
lado a degradacdo de benzeno s6 se deu apoés ter se esgotado todo o tolueno
presente. Nesta etapa da pesquisa nao foi possivel observar diferenca nos tempos
de degradacdo entre o benzeno e o tolueno. Na Figura 19 é observado o
comportamento de remocédo do tolueno, destacando-se o 3° ciclo no qual foi obtido
menor percentual de remocao de 93% apds 48 horas de operacdo, enquanto os 1°,
2° e 4° ciclos com 0 mesmo tempo reacional ja alcangcavam uma remoc¢ao de 100%.

Garcia-Pefia et al. (2008), avaliando biofiltros com o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii na degradacdo de BTEX, constatou que o tolueno foi
completamente degradado, seguido de etilbenzeno. O benzeno foi sé parcialmente
assimilado com 45% de remocdo e o-xileno, apenas de 30%. Em misturas de
benzeno, tolueno, etilbenzeno e benzeno, a taxa de degradagédo de tolueno foi
inferior & taxa obtida apenas com tolueno. J& para etilbenzeno em mistura com
benzeno a taxa foi nula, ou seja, a degradacdo do benzeno foi negativamente
afetada tanto pelo tolueno quanto etilbenzeno. Os resultados obtidos mostraram leve
diferenca da ordem de degradacdo do benzeno se comparado ao tolueno, que

permaneceu dois dias no reator, enquanto o benzeno permaneceu trés dias.
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Figura 19 - Variacdo das concentracdes de tolueno ao longo dos ciclos

operacionais na degradacdo de BTX em &gua adicionada de 5 g/L de glicose.

Embora o xileno seja, dentre os compostos BTX, o mais dificil de ser
degradado, sendo resistente por mais tempo a degradacédo bioldgica (Garcia-Pefia
et al.,, 2008), na presente pesquisa este composto foi o primeiro a ndo ser mais
detectado nas andlises cromatogréficas. Provavelmente isto ocorreu em virtude da
concentracédo teorica do benzeno e do tolueno no meio ser maior (200 mg/L), com a
do xileno de 50 mg/L, de modo que este ultimo, como era de dificil solubilizacdo no
meio, encontrava-se disponibilizado ao microrganismos em concentracfes ainda
menores, em média foi encontrado 3 mg/L nas amostras afluentes ao reator.

Com base na ordem de degradacdo dos compostos BTX, em concentracdes
similares, relatada em diversos trabalhos, tais como Littlejohns e Daugulis (2008);
Garcia-Pefia et al. (2008); Qi et al. (2002), foi de que o primeiro composto a ser
degradado no meio seja o tolueno, seguido do benzeno e sé por fim o xileno.

Na Figura 20 esta apresentado o decaimento de xileno logo ap6s um dia de
operacao (24 horas). Em geral, o benzeno e os xilenos sdo os menos degradaveis,
se comparado aos outros compostos do grupo do BTEX, tanto por fungos como por
bactérias. Alguns autores relataram que dos isbmeros do xileno seja o-xileno 0 mais
dificil de degradar, atribuindo este fato a posi¢cao do grupo funcional dos diferentes
isdmeros do xileno (GARCIA-PENA, 2008).
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Figura 20 - Variacdo das concentracdes de xileno ao longo dos ciclos

operacionais na degradacdo de BTX em a&gua adicionada de 5 g/L de glicose.

5.2. Etapa Il: Caracterizagdo da Agua Contendo BTX e Alimentada com
1g/L de Glicose.

Nesta etapa foi variada a concentracdo do co-substrato e 0 meio passou a
conter 1g/L de glicose. Na Tabela 9 s@o apresentados os valores médios e desvios-
padrées para cada variavel monitorada no afluente e no efluente do reator em

batelada.

Tabela 9 - Caracterizacdo das aguas oriundas do afluente e efluente do

reator alimentado com 1g/L de glicose.

Valor médio + Desvio-padrao

PARAMETRO AFLUENTE EFLUENTE FINAL
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Amaonia 132+2,8 36 +35
Nitrito 0, 074 + 0, 009 0, 036 + 0, 0094
Nitrato 84,4+ 3,2 60 £ 35
Ortofosfato 8614 51+49
pH 4,3+0,1 25+0,2
DQO bruta 3156 + 96 1514 + 992
DQO soluvel 3128 + 24 966 = 570
Benzeno 60 + 2 N&o detectavel
Tolueno 331 N&o detectavel

Xileno 43+0,5 N&o detectavel
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Na presente etapa foi verificado que ao longo dos ciclos operacionais, 0 meio
tendeu a acidificagdo e atingiu, no ultimo tempo de reacdo de cada ciclo, o valor
meédio de pH de 2,5. O afluente apresentava valor médio de pH 4,2 como pode ser

visto na Figura 21.
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Figura 21- Variagcao das concentra¢cdes de pH ao longo dos ciclos operacionais

na degradacdo de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

Quanto as variacdes de amébnia durante o tratamento, no final de cada ciclo
operacional foi alcancada eficiéncia de remocao média de nitrogénio amoniacal de
81%. Vale destacar o maior percentual encontrado no 7° ciclo que chegou a 97% de
remocao.

A concentracdo de amdnia no inicio da operacdo era em média de 132 mg/L
e, apos o tratamento a mesma foi de 36 mg/L no efluente final. Nos demais ciclos
foram mantidos bons percentuais de remocao de amdnia (Figura 22), observando-se
o decaimento da concentracdo de aménia no final de cada ciclo estudado, sendo a

pior resposta obtida no 6° ciclo, onde a remocéo final foi de apenas 33%.
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Figura 22 - Variagdo das concentragcdes de amodnia ao longo dos ciclos
operacionais na degradacdo de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

Quanto a remocéao de nitrato é possivel observar que a melhor eficiéncia de
tratamento se deu no 7° ciclo com 64% de remoc¢&o. Nos demais ciclos ndo houve
significativa remocéo deste composto. A variagdo das concentragdes de nitrato ao
longo dos ciclos operacionais desta etapa (1 g/L de glicose) é apresentada na Figura
23.
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Figura 23 - Variacdo das concentracfes de nitrato ao longo dos ciclos
operacionais na degradacao de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.
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No 8° ciclo, ja ndo houve remocgdo de nitrato, ocorrendo incremento desta
variavel no meio. Segundo Griffin (1994), esta baixa remoc¢éo de nitrato pode estar
associada a presenca de ions amonio, ja que quando ha no meio tanto o ion aménio
(NH;") como nitrato (NO3z), observa-se uma tendéncia ao consumo preferencial
pelos fungos de NH;". De acordo com este autor os fungos reduzem nitrato a
amonia na fase catabdlica do seu metabolismo através da atividade das enzimas
nitrato redutase e nitrito redutase. A enzima nitrato redutase é induzida pela
presenca de nitrato no meio, mas pode ser reprimida pela presenca de amoénia,
mesmo na presenca de nitrato.

Esta possivel repressdo quanto ao consumo de nitrato pode ter ocorrido em
virtude da grande quantidade de NH," no meio, pois neste ciclo foram encontrada as
maiores concentra¢des de NH4" do estudo, com até 213 mg/L durante o tratamento.
O percentual de remocao de amonia variou de 97% no 7° ciclo para 80% no 8° ciclo.

Em relag&o ao nitrito, € possivel observar que a melhor eficiéncia de remogé&o
se deu no 7° ciclo de tratamento e no 3° dia de operagcdo, com 29% de remocéao.
Nos demais ciclos houve uma grande variacdo das concentracdes de nitrito ao longo

dos ciclos operacionais como apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Variagcdo das concentragdes de nitrito ao longo dos ciclos
operacionais na degradacéao de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

Quanto a concentracdo de ortofosfato nesta etapa, a melhor remocéo se deu

no 8° ciclo, correspondente a 96%, sendo esta remocdo a melhor de todo o
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experimento. A média de remocao dos quatro ciclos foi de 45% como pode ser visto

na Figura 25.
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Figura 25 - Variagdo das concentragdes de ortofosfato ao longo dos ciclos

operacionais na degradacédo de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

A remocao média em termos de matéria organica de DQO bruta, nesta etapa
foi de 60%, embora no 8° ciclo operacional o percentual de remocéo alcancado

tenha sido de 93%, como pode ser visto na Figura 26.
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Figura 26 - Variagdo das concentracdes de DQO bruta ao longo dos ciclos

operacionais na degradagcdo de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.
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Sampaio et al. (2005) ao estudarem o efeito da glicose na remocéo de metil
paration, composto de dificil degradacao, presente em meio sintético usando in6culo
de Aspergillus niger, obtiveram 82% de remog&o do composto nos reatores que
continham glicose, evidenciando que uso deste composto favorece a uma melhor
remocao de compostos recalcitrantes. Este fato também foi constatado neste estudo
onde foram alcancados resultados satisfatorios na remocéo de DQO, pois a média
dos quatro ciclos foi de 60% e se avaliado o 8° ciclo individualmente foram
alcancadas remocoes de 86%.

Na remocao de DQO soluvel a média de remocdo encontrada foi de 71%,
sendo a maxima remocao de 92%, no 8° ciclo operagcdo, como pode ser visto na
Figura 27. Esta similaridade nos percentuais de remocao de DQO bruta e a solavel,
provavelmente, esta associada a diminuicdo da concentracdo de glicose no meio,
pois para a condicdo de 1g/L de glicose, os fungos aparentemente cresceram de
maneira equilibrada, evitando grande desprendimento de biomassa, 0 que ocorreu

na etapa anterior.
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Figura 27 - Variagdo das concentragdes de DQO soluvel ao longo dos ciclos

operacionais na degradacéao de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

Quanto a remocgdo do benzeno nesta etapa do trabalho foi possivel observar
qgue a diminuigdo da concentracédo de glicose nao inibiu a remog¢édo dos compostos

BTX, sendo possivel remover totalmente tanto o benzeno quanto o tolueno, em
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apenas 2 dias (48 horas) de operacdo, como pode ser observado nas Figuras 28 e
29.
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Figura 28 - Variagdo das concentragcbes de benzeno ao longo dos ciclos
operacionais na degradacdo de BTX em &gua adicionada de 1 g/L de glicose.
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Figura 29 - Variagcdo das concentragcbes de tolueno ao longo dos ciclos

operacionais na degradacéao de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

A degradacdo de xileno pode ser vista na Figura 30, e como verificado na
Etapa I, a remocédo deste aromatico € muito rapida logo no 1° dia de operacéo,

provavelmente em funcdo da sua menor concentracdo no meio.
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Figura 30 - Variacdo das concentracdes de xileno ao longo dos ciclos

operacionais na degradacédo de BTX em agua adicionada de 1 g/L de glicose.

Apesar da variacdo da concentracdo de glicose imposta, foi possivel constatar
que a espécie estudada suportou bem a diminuicao de glicose para o nivel de 1g/L,
permitindo eficiéncias de remocéo de amoénia e ortofosfato superiores as observadas
na etapa | (5g/L). Quanto a remocdo de BTX na etapa Il, foi possivel remover

completamente os compostos logo no 2° dia de operacgao (48 horas).

5.3. Etapa |ll: Caracterizacdo da Agua Contendo BTX e Alimentada com
0,5g/L de Glicose.

Na presente etapa, semelhante as etapas | e Il, foi verificado que ao longo
dos ciclos operacionais, 0 meio tendeu a acidificacdo e atingiu, no altimo tempo de
reacdo de cada ciclo, um valor médio de pH de 2,3 (Figura 31). Na Tabela 10 sao
apresentados os valores médios e desvios-padréo para cada variavel monitorada no

afluente e no efluente do reator em batelada.
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Tabela 10 - Caracterizagcdo das aguas oriundas do afluente e efluente do

reator alimentado com 0,5 g/L de glicose.

Valor médio + Desvio-padréo

PARAMETRO AFLUENTE EFLUENTE FINAL
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Amonia 132+ 2 64 + 49
Nitrito 0, 069 + 0, 003 0, 090 + 0, 029
Nitrato 84 +3,1 59 +53
Ortofosfato 83+2,6 24+98
pH 4,1+0,2 2,3+0,2
DQO b 3155 + 92 1901 + 1416
DQO soluvel 3032 +11 946 + 927
Benzeno 67 £3 Nao detectavel
Tolueno 33+2 Nao detectavel
Xileno 45+0,5 N&o detectavel

Segundo EI-Rahim et al., (2009) avaliando a influéncia do pH, variando o pH
de 2-11, na biorremediacdo de corantes violeta téxteis de dificil degradacdo por
Aspergillus niger observou-se que 0s percentuais maximos atingidos na remocao do
corante foram de 98,9%, 97,3% apds 72 h de incubacédo e os valores de pH 6timo
foram de 2 e 3 respectivamente. No final dos experimentos, o tratamento com 0s
fungos possibilitou 91% de remocédo de DQO. Isto comprova a excelente capacidade
da espécie na degradacdo de compostos recalcitrantes em valores de baixos pH,
exatamente como ocorreu na presente pesquisa onde este valor permaneceu nesta

faixa de 2 a 3.
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Figura 31- Variacdo das concentracdes de pH ao longo dos ciclos operacionais

na degradacao de BTX em 4gua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

Quanto ao percentual de remocdo de amobnia, no final de cada ciclo
operacional desta etapa, foi alcancada eficiéncia de remocdo média de nitrogénio
amoniacal de 51%. Vale destacar o bom percentual encontrado no 9° ciclo desta
etapa que chegou a 95% de remocdo. A concentracdo de amodnia no inicio da
operacao era em média de 132 mg/L e no final, apés o tratamento a média foi de 64

mg/L. O perfil de remoc¢éo de NH3 é apresentado na Figura 32.
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Figura 32 - Variagcdo das concentragcdes de amoénia ao longo dos ciclos

operacionais na degradagdo de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.
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Os fatores que podem ter contribuido para o incremento na concentragdo de
amonia, observado no 10° ciclo, pode ser resultado de resposta metabdlica da célula
fungica, podendo a mesma ter liberado parte dos nutrientes armazenados nos
vacuolos como citado por Leite et al. (2006) ou pela conversao de nitrato e nitrito em
amonia, bem como pela quebra de compostos nitrogenados na agua residuaria
(GRIFFIN, 1994).

Na remocao de nitrato é possivel observar que a melhor eficiéncia de
remocao se deu no 12° ciclo com 66% de remoc¢édo. Nos demais ciclos ndo houve
remogao deste composto, principalmente no 10° e 11° ciclos onde se verificou
aumento deste composto. A variacdo das concentracdes de nitrato ao longo dos

ciclos operacionais desta etapa é apresentada na Figura 33.
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Figura 33 - Variacdo das concentracfes de nitrato ao longo dos ciclos

operacionais na degradacdo de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

Na remocdo de nitrito é possivel observar que a melhor eficiéncia de remocédo se
deu no 12° ciclo, com 13% de remocao. Nos demais ciclos houve uma grande
variacdo das concentracbes de nitrito ao longo dos ciclos operacionais como é
apresentada na Figura 34. Nao havendo consideravel remocédo quando se compara

0 inicio e o fim da operagéo.
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Figura 34 - Variacdo das concentracdes de nitrito ao longo dos ciclos

operacionais na degradacdo de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

Quanto a concentracdo de ortofosfato nesta etapa, a melhor remocéo (49%)

se deu no 10° ciclo de operacéao (Figura 35).
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Figura 35 - Variacdo das concentracdes de ortofosfato ao longo dos ciclos

operacionais na degradagcdo de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

A remocéo média de matéria organica, em termos de DQO bruta, nesta etapa
foi de 35%, embora no 9° ciclo o percentual de remoc¢éo alcancado tenha sido de

77% como pode ser visto na Figura 36.
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Figura 36 - Variacdo das concentracdes de DQO bruta ao longo dos ciclos

operacionais na degradacao de BTX em 4gua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

Na remocdo de DQO sollvel a média de remoc¢éo encontrada foi de 65% e a

maxima foi no 9° ciclo com 83% como pode ser visto na Figura 37.
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Figura 37- Variacdo das concentragcfes de DQO soluvel ao longo dos ciclos

operacionais na degradagcdo de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

Na presente etapa, mesmo quando a alimentacdo recebeu a mais baixa
adicdo de glicose (0,5 g/L), ndo foi possivel constatar nenhuma inibicdo quanto a
degradagcédo dos compostos BTX, pois todos os compostos foram degradados,

diferentemente do que observado por Littlejohns e Daugulis (2008) que avaliando a
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biodegradacdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno (BTEX) por consércio
bacteriano, constataram a inibicdo da degradagdo do benzeno na presenca de
tolueno. Além disso, estes autores verificaram degradacéo acelerada do benzeno na
presenca de xileno e degradacédo favoravel do tolueno na presenca de benzeno.
Ainda verificou-se que o xileno foi co-metabolizado na presenca de tolueno e
benzeno, o que indicou a preferéncia pelo tolueno e sé depois o benzeno.

Nas Figuras 38 a 40 é apresentada a diminuicdo da concentracdo de
benzeno, tolueno e xileno logo apds as primeiras 24 h de tratamento com a espécie
fungica AN 400.
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Figura 38 - Variagdo das concentragbes de benzeno ao longo dos ciclos

operacionais na degradacédo de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.
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Figura 39 - Variagcdo das concentracdes de tolueno ao longo dos ciclos
operacionais na degradacéao de BTX em agua adicionada de 0,5 g/L de glicose.
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Li e Liu (2006) utilizaram biorreator composto por duas zonas, uma contendo
uma suspensao bacteriana e outro com fungos, para tratar os isbmeros do xileno. A
capacidade de eliminacdo média de xileno, com a concentracdo de 62 g/m>h foi de
90%, sendo 24% alcancado na primeira zona e 67,6% na segunda zona onde
estavam os fungos. Diversas populagdes microbianas foram encontradas nas duas
zonas do reator, de modo que os xilenos foram degradados por diferentes tipos de
microrganismos, embora os autores destacassem dois fungos o Aspergillus candidus
e 0 Penicillium os quais puderam crescer com o xileno como unica fonte de carbono

e energia.

=
=]
1

Xileno (mg/L)
[ e L S N & e A« s I Co ]

0 1° 2° 3° 4° 7°
W Ciclo9 H Ciclo 10 EmCicloll OCiclo12

Tempo Reacional (dias)

Figura 40 - Variacdo das concentragcdes de xileno ao longo dos ciclos

operacionais na degradacédo de BTX em 4gua adicionada de 0,5 g/L de glicose.

Lee e Cho (2009), examinando a interacdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno como substrato por Rhodococcus sp., constataram que a espécie poderia
degradar aerobiamente todos o0s quatro componentes. Quanto a degradacdo de
benzeno, essa s6 se deu apos ter se esgotado o tolueno, quando ambos estavam
presentes.

Na presente pesquisa nos tempos reacionais em que foram retiradas
aliquotas para investigacao obteve-se remocdes, aparentemente, simultdneas sendo
dificil estabelecer a ordem de degradacado, uma vez que pode ter ocorrido a remogao

dos compostos em tempos reacionais inferiores aos estudados.
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No entanto, é possivel constatar que o reator em batelada com in6culo
fungico pode ser uma alternativa para o tratamento de aguas contendo BTX, pois
estes compostos foram completamente eliminados, até 3° dia de operacdo. Os
melhores percentuais encontrados na remocdo de matéria organica foram de 69%
na etapa Il. Em relagdo aos nutrientes o melhor percentual foi na etapa I, onde
houve a utilizacdo preferencial do fungo por nitrogénio amoniacal, com remogao
média de 93% e 74% na etapa Il que garantiu um bom percentual de remocéo.
Quanto ao ortofosfato foram alcancados percentuais de remocéo de 96% na etapa
.

Desta forma, € possivel concluir que em virtude dos resultados apresentados
a melhor remocao foi encontrada na etapa Il de 1 g/L com vantagem sobre a etapa |
com 5 g/L, alids nesta etapa foi possivel ver grande desprendimento de biomassa e
maior permanéncia dos compostos BTX no reator com 3 dias, enquanto que nas
etapas Il e lll com 2 dias ja ndo era mais detectados os compostos aromaticos.

No entanto, a pesquisa deve ser analisada submetendo os ciclos reacionais a
um menor tempo de duracdo, bem como a identificacdo dos metabdlitos produzidos.
Para verificacdo de que concentracao de glicose é suficiente € necesséario que a
partida do reator seja em igual periodo, pois a adaptacdo da espécie pode ter sido
relevante para os melhores resultado na etapa Il e Ill.

5.4 Toxicidade com Sementes de Alface (Lactuca sativa)

Segundo Rand et al. (1995), a ecotoxicologia tem como objetivo proteger
populacées e comunidades de diferentes espécies da acao de substancias toxicas
em concentracdes que podem estar associadas a efeitos adversos. No entanto, é
impossivel conhecer e testar todas as espécies a serem protegidas. Embora seja
comum o uso das espécies em questdo serem utilizadas como organismos-teste,
estes vivem em ambientes variaveis e a determinacéo da concentracao e da dose de
absorcédo é determinada somente por experimentos complexos de bioacumulacéo e
metabolismo. Desta forma foi realizado ensaio com sementes de alface com intuito
de avaliar o potencial de inibicdo de crescimento quando em presenca de BTX e

determinar o valor da Clso (Tabela 11).
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Tabela 11 - Porcentagens de inibicdo sobre o crescimento das radiculas de
alface para a agua tratada e néo tratada.

Tratamentos | Concentracdes | Solugdo | Solucdo | Solugéo | Solucéo

[BTX] com 1:4 | com 1:2 |com 3:4| com
da [BTX] da da [BTX]
mg/L [BTX] [BTX]
CI50
450 mg/L 375 1,0 12,0 15,0 85,0
300 mg/L 497 1,0 4,25 16,0 16,0
Apés 2 dias * 50,3 |64,5 84,4 90,78

de tratamento
com 450 mg/L
de BTX

Apos 2 dias * 3,0 28,0 29,0 55,0
de tratamento
com 450 mg/L
de BTX

*N&o foi possivel avaliar a concentragao inicial.

Os resultados obtidos dos testes de toxicidade de BTX em contato com as
sementes de alface evidenciam que nas concentracdes avaliadas os compostos
exerceram efeitos prejudiciais e dificultaram a germinagdo das sementes,
principalmente nas concentracfes acima de 450 mg/L do composto. Quanto a
diferenca encontrada nos dois testes realizados com a mesma concentracdo de BTX
apos dois dias de tratamento, destaca-se o fato de que no primeiro teste realizado a
qualidade do efluente tratado estava inferior do que quando foi realizado o segundo
teste, vale a pena destacar que este segundo teste ocorreu trés ciclos apos, o que
contribuiu para a melhor qualidade do efluente o que culminou numa menor
toxicidade para espécie estudada.

Como testes para avaliagdo de carater quantitativo estdo sujeitos, entretanto,
a varios fatores aleatérios que vao desde a qualidade da semente adquirida no
mercado, até as condi¢cdes ambientais no laboratério se faz necessario uma maior
guantidade de testes para se comprovar os resultados obtidos.

Minatti (2009), realizando testes de toxicidade aguda de compostos BTX de
um efluente petroquimico sintético, expondo individuos jovens do microcrustaceo
Daphnia magna, constatou que a maioria dos compostos analisados apresentou

toxicidade aguda acima do limite maximo permitido. O composto benzeno, tolueno,
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o-xileno e BT (benzeno e xileno) sdo os compostos mais téxicos e o TX (tolueno e
xileno) e BTX sdo os de menor toxicidade no efluente apés seu tratamento. Com o0s
resultados obtidos, pode-se concluir que o fator de toxicidade dos compostos BTX
apos o tratamento com biofilmes é menor do que o fator de toxicidade do composto
nao tratado.

5.5 Teste de Toxicidade em Placas

No teste de toxicidade a espécie fungica exposta a solucdo de BTX nas
concentracbes de 16,25 mg/L e 32,5 mg/L apresentou crescimento logo nos
primeiros dias apds o inicio do ensaio, 0 que ndo se verificou para a concentracao
de 100%.

S&o apresentadas as fotos das placas no quinto dia de cultivo na Figura 41. A
espécie Aspergillus niger AN 400 cresceu nas placas com 16,25 mg/L e 32,5 mg/L e
apresentou crescimento muito pequeno e disperso na placa com 65 mg/L. Deve-se
considerar que na placa com 65 mg/L havia somente Agar e BTX (solucao inicial),
enguanto que nas placas com 16,25 mg/L e 32,5 mg/L havia a diluicho com meio de

cultura Sabouraud para se obter as mesmas relacdes volume/volume.

(b)
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Figura 41 - (a) Placa com 16,25 mg/L de BTX, (b) 32,5 mg/L de BTX, (c) e 65
mg/L de BTX no quinto dia de cultivo para os testes de toxicidade.

Houve limitacdo do crescimento da espécie fangica com o aumento da
concentracdo dos compostos téxicos empregados na pesquisa, evidenciando o
potencial nocivo e de dificil degradacdo dos compostos aromaticos BTX que também
foram comprovados por Bergauer et al. (2005) ao avaliarem o efeito téxico de 32
espécies de fungos quanto ao uso de benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno, fenol e
outros hidrocarbonetos. Os autores constataram que o crescimento de todas as 32
espécies estudadas foi inibido por etilbenzeno e pelos trés isdbmeros do xileno
qguando na placa havia 100% destes compostos na concentracdo de 50 mg/L, ou
seja, sem nenhum outro composto de facil assimilacdo. Ja o tolueno inibiu o
crescimento de 12 espécies quando as placas havia 90% do composto na
concentracdo de 50 mg/L, quando as placas eram submetidas a 50% a inibic&o foi
de apenas 5 espécies. O benzeno e nitrobenzeno nédo inibiram o crescimento de
qualquer uma das 32 espécies quando estava na diluicdo de 50%. Uma inibicdo do
crescimento de 76%, 18% e 7% foi calculada para o tolueno, nitrobenzeno e
benzeno, respectivamente, numa concentracédo de 100 mg/L.

Realizando pesquisas com meio de cultura contendo fenol para avaliar a
toxicidade deste composto sobre a espécie Aspergillus awamori, em concentracdes
de 0,3; 0,6 e 1,0 g/L, Stoilova et al. (2006) verificaram que em concentracao superior
a 0,6 g/L de fenol, nenhum crescimento da espécie fungica era visualizado.

Por outro lado, quando se disponibiliza condicdes mais favoraveis ao fungo,
podem-se obter melhores resultados, como demonstra o trabalho de Andrade et al.
(2009), no qual utilizaram Aspergillus niger para degradacdo também de compostos

fendlicos, assim como Stoilova et al. (2006), de agua residuaria adicionada de co-
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substrato primério, solu¢cdo de micronurientes e ajuste de pH até faixa favoravel aos
fungos em bateladas repetidas, em um total de dezessete ciclos. Foi avaliada a
concentracdo afluente de até 64 mg/L de fendis, obtendo-se remocao de até 96%
desses fendis, o que demonstrou que o desenvolvimento dos fungos depende nao
apenas da concentracdo das substancias toxicas no substrato, como também, das
caracteristicas da dgua residuéria e do tempo de contato entre fungo e poluente. Por
isso € necessario conhecer a especificidade de substrato, os padrées de toxicidade
para cada espécie a fim de selecionar linhagens com as condi¢cdes necessarias para

biorremediagéao.

5.6 Microscopia da Biomassa do Reator

Nesta etapa do trabalho foi observada a contaminacéo do reator no 9° ciclo de
operacdao, logo no inicio da Etapa Ill, por outra espécie fungica, cujas caracteristicas

eram visualmente distintas das da espécie Aspergillus niger.

A presenca da espécie contaminante alterou a coloracdo do meio no interior
do reator, a qual se apresentou escura e esverdeada (Figura 42b). A realizacdo das
andalises de microscopia confirmou a contaminacdo do reator por outro género de
fungo, posteriormente identificado morfologicamente como Penicillium sp., fungo
também de natureza filamentosa que em virtude dos seus conidios de coloracdo

verde tornou o reator visivelmente esverdeado (Figuras 43 e 44).

(a) (b)

Figura 42 - (a) Reator Original, (b) Contaminagc&o do Reator.
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Figura 43 - Cultivo em placa de amostra da biomassa contida no meio suporte
mostrando a superficie da placa com crescimento de Aspergillus niger e

contaminacao por Penicillium sp.

Figura 44 - Isolamento, em placas de Petri, do fungo Penicilium sp., que

contaminou o reator em batelada sequencial com inéculo de A. niger AN 400.

Na Figura 45 sdo mostradas placas com o micro-cultivo de fungos, a partir do
isolamento em lamina.
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Figura 45 - Penicilium sp. : hifas e respectivas cabecas conidiais presentes no
reator em batelada sequencial com inéculo de A. niger AN400. Aumento de 400
X.

A pesar da contaminacdo do meio com Penicillium sp., o crescimento em
placas confirmou também a presenca da espécie inicialmente inoculada, Aspergillus

niger, conforme mostrado na Figura 46.

v e
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Figura 46 - Aspergillus niger: hifas e respectivas cabecas conidiais da espécie

inoculada presentes no reator em batelada sequencial.

Em estudos realizados por Cerniglia (1997) e Jacques et al. (2007) varios
fungos dos géneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium, Candida, Penicillium,

Pleorotus, Trametes, Aspergillus, Bjerkandera, Chrysosporium, se destacaram como
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possuidores de habilidade para degradar hidrocarbonetos aromaticos. Estes relatos
endossam a habilidade do Aspergillus e do Penicillium em degradar os compostos
BTX, como observado no presente trabalho. O consorcio de microrganismos na
biorremediacdo de areas contaminadas com BTEX tem sido muito explorado, pois
segundo D. Wolicka et al., (2009) a utilizacdo de apenas uma espécie de
microrganismo na biodegradacdo de solos contaminados por compostos
recalcitrantes possui pouca capacidade de decompor simultaneamente um ou varios
hidrocarbonetos. Por isso, para uma biorremediacéo efetiva de areas contaminadas
por derivados de petréleo requer a aplicagdo de comunidades mistas de

microrganismos.

5.7 Ensaio de Volatilidade

Como pode ser observado na Figura 47, ndo foi observada através das
analises feitas no HPLC, a volatilizacdo dos compostos BTX, pelo menos, até as
primeiras 24 horas, tendo-se mantido estavel a concentracdo dos BTX no final desse
periodo, principalmente em relagdo ao benzeno. Vale destacar o comportamento
dos compostos que nas primeiras horas aumentaram as concentracoes,
provavelmente, em virtude de sua maior solubilizagcdo ao passar das horas. Este

aumento ocorreu até as primeiras 24 horas.
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Figura 47 - Variacao das concentragcdes de BTX no ensaio de volatilidade.
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O ultimo ponto analisado apds 24 horas ainda apresentava concentragéo de
benzeno proximo a 45 mg/L e 5 mg/L de tolueno, o que comprova que o percentual
volatilizado € muito pequeno, pois a concentragcdo encontrada no inicio do teste era
similar este fato é confirmado por trabalho realizado por Finotti et al. (2009),
avaliando a influéncia do etanol sobre o grau de volatilizacdo BTEX em solos
impactados por derrames de gasolina/etanol utilizando-se de frascos de vidro, com
capacidade para 50 mL e contendo as amostras controladas que foram fechados
com septo de borracha butilica, selados com anéis de aluminio e mantidos em
repouso, durante 24 horas concluiram através de ensaios com amostras
controladas, com excecdo do tolueno, a adicdo de etanol a gasolina tem um
importante efeito de reducdo da volatilizacdo destes compostos, mas destaca que
além das caracteristicas fisico-quimicas de cada BTEX, as condi¢cdes ambientais
devem exercer grande influéncia sobre a volatilizacdo destes compostos e, por isto,
devem ser estudadas com maior profundidade.

De acordo com Bento (2005), os alcanos de baixo peso molecular degradam
rapidamente, nas primeiras horas, ap0s o derramamento (N0 maximo até uma
semana), enquanto que os hidrocarbonetos de alto peso molecular (alifaticos e
aromaticos como os BTX) sofrem lenta degradacao, alguns com tempo de meia-vida
superior a 1400 dias no caso do benzo(a)pireno e de 14 a 320 dias para o naftaleno
0 que comprova a degradacdo dos compostos BTX pela espécie estudada.

Outro ponto a ser analisado € o tempo necessario para dissolucdo dos
compostos BTX, pois a diferenca entre a massa total de BTX que deveria ter sido
encontrada inicialmente e a massa real de BTX encontrada no meio pode ser
atribuida ao lento processo de dissolucdo dos hidrocarbonetos monoaromaticos
(Nunes e Corseuil, 2007). Estes autores avaliando a importancia do etanol na
atenuacdo natural de &guas subterrdneas impactadas por gasolina realizando
monitoramento por 6,5 anos constataram que o0 pico maximo de etanol foi aos 16
meses. Quanto aos compostos BTEX, a massa maxima encontrada foi de 8,6% da
massa total disponivel na fonte e ocorreu aos 32 meses. Em relacdo a atenuacgéo
natural dos substratos etanol e BTEX, constatou-se que a massa de etanol
desapareceu totalmente 32 meses apds o derramamento e que O processo de
atenuacado natural da massa dos hidrocarbonetos monoaromaticos ainda continuava

na Ultima coleta realizada 6,6 anos apds o derramamento.
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6. CONCLUSOES

Os resultados alcancados nesta pesquisa permitiram concluir que:

Para os niveis de concentracdo estudados a ordem de degradacdo dos
compostos BTX no experimento foi primeiramente o xileno, seguido por
tolueno e benzeno, porém o ideal seria trabalhar com concentracdes idénticas
e em tempos reacionais menores. Foi constatado que nas etapas Il e lll apés
dois dias de operagdo os compostos BTX ja ndo foram mais detectados,
enguanto na etapa | isto ocoreu com trés dias.

A remocao de matéria organica da etapa | foi de 40%, na etapa Il 69% e na
etapa Ill 49%. Com relacdo aos nutrientes, houve a utilizacéo preferencial do
fungo por nitrogénio amoniacal, com remocédo media de 93% de aménia na
etapa |, 74% na etapa Il e 51% na Etapa lll, quanto ao nitrito, ao final de totos
0s ciclos, permaneceu com aproximadamente a mesma concentracao inicial
com pequena remocédo no 12° ciclo.

Em geral, foram alcancados percentuais de remocéo de ortofosfato de 70%,
96% e 74% para as etapas |, Il e Ill, respectivamente. ApoOs testes
microbioldgicos foi identificada a presenca, de além da espécie inoculada,
contaminagao do reator pelo fungo do género Penicilium. No entanto, esse
consércio aparentemente ndo trouxe prejuizo ao sistema em virtude das altas
remocdes alcancadas.

Independente das concentracdes (5, 1 e 0,5 g/L) de glicose utilizada houve
remocgéo de BTX ndo sendo observada diferenca significativa.

No teste de toxicidade em placas houve crescimento da espécie flngica nas
placas com concentracbes de 16,25 e 32,5 mg/L dos compostos téxicos
empregados.

Os resultados obtidos dos testes de toxicidade de BTX em contato com
sementes de alface evidenciam que nas concentracdes avaliadas dos
compostos houve efeitos prejudiciais na germinacdo das sementes,
principalmente nas concentragdes acima de 450 mg/L do composto.

Né&o foi constatado perda de BTX por volatilizacdo nas primeiras 24 horas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar ensaio com trés reatores dando partida nos reatores ao mesmo
periodo e variando apenas a concentracao de glicose.

Avaliar a capacidade do Aspergillus em degradar uma agua contaminada
com gasolina comercial.

Realizar ensaio no reator apenas com Penicillium para verificar seu potencial
de degradacéo.

Realizar ensaio utilizando reator de leito fixo e escoamento continuo.
Promover a identificacdo dos metabdlitos produzidos pela espécie na

degradacéo dos BTX.
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Cromatograma no inicio da operacdo com os picos de Benzeno, Tolueno e

Xileno narespectiva ordem.
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Cromatograma apés o 1° dia de operacdo, jA na auséncia dos picos de

Benzeno, Tolueno e Xileno.



