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RESUMO

O uso intenso de agrotdéxico pode causar degradacdo ambiental, da mesma maneira que
efluentes com altas cargas dessas substancias desequilibram e poluem os recursos hidricos.
Nesta pesquisa foi estudada a remocao do pesticida paraquat de 4gua sintética em reatores em
bateladas, utilizando biomassa fungica de Aspergillus niger AN 400, dispersa e imobilizada.
Na pesquisa foram operados reatores em bateladas com biomassa dispersa e em bateladas
sequenciais com biomassa imobilizada. O trabalho foi dividido em quatro etapas: cultivo,
producao e contagem de esporos de Aspergillus niger AN 400; teste de toxicidade em placas
com Aspergillus niger AN 400; operacdo em bateladas aeradas com biomassa dispersa de
Aspergillus niger AN 400 e operagcdo em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada de
Aspergillus niger AN 400. O teste de toxicidade foi realizado em duplicata, onde foram
preparados 12 placas de Petri com cultura Agar Sabouraud Dextrose e o paraquat nas
concentragdes de 30 mg.L!, 75 mg.L"!, 150 mg.L!, 300 mg.L!, 400 mg.L!, e 750 mg.L",
além do controle que ndo possuia o poluente. Os reatores em bateladas aeradas com biomassa
dispersa foram montados em duplicatas, no qual 18 eram reatores de controle (RC), 18 de
reatores com fungo (RF) e 18 de reatores com fungo e glicose (RFG), totalizando 54 reatores.
Os tempos de desmontes foram 0,5 dia, 1 dia, 2 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias, 25 dias
e 30 dias. Nas bateladas com biomassa imobilizada foi utilizado um reator com volume util de
4 litros operado nos tempos reacionais de 8 dias, 48, 24 e 12 horas, cada um com 10 ciclos.
Foi realizado ensaio de adsor¢do no material suporte para determinagdo da quantidade de
pesticida adsorvido em comparagdo com a massa de paraquat removida pela acdo microbiana.
O teste biologico foi realizado para verificar quais micro-organismos predominavam no
reator. O ensaio de toxicidade em placas indicou que a espécie Aspergillus niger AN 400
cresceu em todas as concentragdes testadas. Na operagdo dos reatores em bateladas aeradas
com biomassa dispersa, foram obtidos percentuais de remocdo do paraquat da ordem de 44%
para os RFG em uma concentragio de 30 mg.L!. Nas bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada, as maiores remocdes aconteceram nos ciclos no TR de 8 dias, com eficiéncia
média de remog¢ao de 40%. Desta forma, o tratamento biologico com o Aspergillus niger AN
400 em reatores em bateladas pode ser uma alternativa vidvel para o tratamento de efluente

com paraquat.

Palavras-Chaves: Pesticidas, Biodegradacio, Fungos, Aguas residuarias.



ABSTRACT

The intensive use of pesticides can cause environmental degradation, just as effluents with
high loads of these substances disrupt and pollute water resources. In this research we studied
the removal of paraquat synthetic water reactors in batches, using fungal biomass of
Aspergillus niger AN 400, dispersed and immobilized. The research was conducted for six
months in which were operated in batch reactors with dispersed biomass and sequencing
batch with immobilized biomass. The work was divided into four stages: cultivation,
production and counting of Aspergillus niger AN 400 spores; In toxicity tests on plates with
Aspergillus niger AN 400; bubbled with batch operation dispersed Aspergillus niger biomass
and AN 400 operating in sequential batches with immobilized Aspergillus niger biomass AN
400. The toxicity test was performed in duplicate, which were prepared 12 Petri dishes with
Sabouraud Dextrose Agar culture and paraquat at concentrations of 30 mg.L™!, 75 mg.L!,
150 mg.L"!, 300 mg.L"!, 400 mg.L"! to 750 mg.L"!, in addition to the control that did not have
the pollutant. The reactors in batch aerated with dispersed biomass were assembled in
duplicate, in which 18 were control reactors (CR), 18 reactors with fungus (RF) and 18
reactors with fungus and glucose (RFG), a total of 54 reactors. The stopes times were 0.5
days, 1 day, 2 days 5 days 10 days 15 days 20 days 25 days and 30 days. In the batch with
immobilized biomass was used a reactor with a volume operated in a 4 liter reaction time of 8
days 48, 24 and 12 hours, each of 10 cycles. Adsorption test was carried out on the support
material determining the amount of pesticide adsorbed mass in comparison with the paraquat
removed by microbial action. The biological test was performed to determine which
microorganisms prevalent in the reactor. The toxicity test on plates indicated that the species
Aspergillus niger AN 400 increased in all concentrations tested. In operating the reactor in
batch bubbled with dispersed biomass were obtained paraquat removal percentage of about
44% to GFR in a concentration of 30 mg.L"!. In sequencing batch with immobilized biomass,
the largest removals occurred in cycles in TR 8 days, with average removal efficiency of 40%.
Thus, biological treatment with Aspergillus niger AN 400 in batch reactors can be a viable

alternative for the treatment of effluent with paraquat.

Keywords: Pesticides, Biodegradation, Fungi, Residual waters.
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1 INTRODUCAO

Os assuntos relacionados a exploragdo da natureza e a qualidade da saude humana
sdo temas recorrentes e sempre atuais. Entretanto, os problemas ocasionados pelos usos dos
pesticidas, apesar da evidéncia de sua nocividade a saude, sao crescentes a um nivel
insustentavel.

O aumento populacional pode agravar essa problematica no tocante a produgado de
produtos perigosos, como relatado pela Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU, 2008) que até
2050 a populagao mundial pode chegar a 9 bilhdes de habitantes, ocasionando maior demanda
por alimentos e matérias-primas.

Os defensivos agricolas apresentam papel importante na agricultura (AUGUSTO,
2012). Para Spadotto (2009) eles protegem as lavouras das pragas e doengas. Porém, podem
oferecer riscos a satide humana e ao meio ambiente.

Durante séculos o homem utiliza agrotéxicos em suas atividades, sobretudo, na
agricultura. Uma andlise histdrica aponta que os Sumérios utilizavam enxofre no combate a
insetos. Os chineses, no século XIV utilizavam arsénio e mercurio para controle de pragas
(VALENCIA, 2007).

Foi a partir da Revolucdo Industrial que novas praticas agricolas, como por
exemplo, uso de fertilizantes, aumentaram a necessidade de uso de agrotoxicos no combate as
pragas (BARROS e SILVA, 2010). De acordo com Harbhajan (2006) os pesticidas sao
conhecidos desde 1939 e sdo usados intensivamente na agricultura.

Segundo Peres e Moreira (2003) existem diversas denominagdes para os
agrotoxicos, tais como, defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, remédios de planta ou
veneno. Portanto, essas nomenclaturas estao relacionadas a um grupo de substancias quimicas
utilizadas no controle de pragas e doengas de plantas.

As técnicas de aplicacdo de agrotdxicos podem contribuir para a contaminagao de
varios ecossistemas, entre eles, o terrestre e o aquatico. Os produtos que atingem o solo
podem ser adsorvidos, degradados, lixiviados, ou levados pelas aguas superficiais. As areas
agricolas representam riscos para o meio ambiente quando contaminam as aguas superficiais e
subterraneas (AUGUSTO, 2012).

Essas 4guas quando ndo tratadas podem comprometer sua qualidade fisica,
quimica ou bioldgica. Por isso Augusto (2012) ressalta a importancia de tratamentos

especificos para dguas poluidas com pesticidas.
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Nessa perspectiva estdo os tratamentos bioldgicos, os quais se apresentam viaveis
para a biorremediagcdo desses poluentes, destacando-se o emprego de fungos neste processo.
Segundo Aratjo (2010) as espécies de Penicillium e Fusarium utilizam a maior parte desses
pesticidas como as unicas fontes de carbono e de energia.

Segundo Sampaio (2005) os fungos apresentam vantagens para a remocdo de
poluentes recalcitrantes, em decorréncia de produzirem uma grande variedade de enzimas.
Estes organismos tém respondido as interferéncias externas que dificultam a remog¢do dos
poluentes pelos mesmos.

Dessa forma, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
remogao do pesticida paraquat de meio sintético em reatores em bateladas aeradas com

biomassa dispersa e imobilizada, pela acao do fungo Aspergillus niger AN 400.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade do fungo filamentoso Aspergillus niger AN 400 em degradar
o pesticida paraquat de agua sintética em reatores no regime de bateladas com biomassa

dispersa e imobilizada, acrescido de glicose.

2.2 Objetivos especificos

> Testar a toxicidade de paraquat nas concentragdes de 30 mg.L!, 75 mg.L!, 150 mg.L"
1,300 mg.L!, 400 mg.L! e 750 mg.L™! ao Aspergillus niger AN 400.

» Verificar a eficiéncia de degradagdo do paraquat em reatores em bateladas aeradas
com biomassa dispersa, e em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada.

» Comparar a eficiéncia de degradag@o do paraquat pelo Aspergillus niger AN 400 em
reatores com biomassa dispersa e imobilizada.

» Verificar a influéncia da glicose na degradagao do paraquat.

» Verificar se as concentragdes finais de paraquat, DQO e amonia estdo de acordo com
os valores maximos permitidos pela Legislagdo Ambiental.

» Verificar se a maior parcela de paraquat foi removida por ac¢do bioldgica por meio de
testes de adsor¢do no material suporte.

» Verificar se espécie de Aspergillus niger AN 400 foi predominante no reator por meio

do teste de microscopia.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Agrotoxicos

A poluicao ambiental tem sido vista como um problema sério devido seu efeito
adverso sobre a saude humana, as plantas e os animais. Os impactos gerados pelo uso de
agrotoxicos tém sido motivo de preocupagdo em diferentes areas do conhecimento (KHALID
etal.,2013).

O marco historico acerca do uso de agrotoxicos foi dado a partir da segunda
guerra mundial, pois segundo Lloyd-Smith (2014) essa guerra delimitou uma nova era para o
desenvolvimento de muitas tecnologias e avangos industriais, como também o
desenvolvimento de substancias quimicas sintéticas. Essas substancias foram inicialmente
desenvolvidas, sobretudo nos anos de 1930 e 1940, a fim de utiliza-las como armas quimicas.
Com o fim da segunda guerra mundial os fabricantes de armas quimicas encontraram na
agricultura um novo mercado de produg¢ao, surgindo entdo a necessidade do desenvolvimento
de substancias que contribuissem para a agricultura na eliminacdo de pragas (LONDRES,
2011).

Nesse cenario alguns pesticidas foram ganhando espago no mercado agricola,
entre eles, o DDT (KHALID et al., 2013). Branco (2003) relatou que O DDT 1,1,1-tricloro-
2,2-di(p-clorofenil) etano (Figura 1), foi sintetizado em 1939, sendo utilizado apenas em 1943

para combater os piolhos que infestavam as tropas norte-americanas.

Figura 1 - Férmula estrutural do DDT
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Fonte: SAUR et al. (2009).

E importante nesse texto trazer uma defini¢do legal para os agrotoxicos. Contudo,

de acordo com a lei 7.802 de 11 de julho de 1989 os agrotoxicos sdo definidos como:
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[...] produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na prote¢do de florestas nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composigdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa
de seres vivos considerados nocivos (Art. 2;§ I itens a e b).

Com o surgimento de agrotdxicos frente ao novo desenvolvimento, deu-se inicio
um movimento agricola em favor de uma revolugdo verde, no qual Lloyd-Smith (2014)
descreveu que essa revolugdo consistiu no desenvolvimento tecnoldgico da agricultura no
Meéxico em 1940 e no resto do mundo entre 1950 e 1960.

No Brasil a revolugdo verde iniciou-se na década de 50, que de acordo com
Mentem (2008) objetivou aumentar a produgdo de alimentos pela inser¢do de novas
tecnologias, as quais se configuraram principalmente no uso extensivo de agentes quimicos e
na mecanizacgao.

Para Moreira (2002) essas tecnologias contribuiram para o crescimento e
desenvolvimento do setor agricola no pais. Contudo, ndo se pode negar que a insercao destas
sem planejamento, amparo e de modo indiscriminado e extensivo de diversas substincias
quimicas, provoca serias consequéncias no meio rural (MENTEM, 2008).

Em 1976, durante a ditadura militar, foi lancada no Brasil a politica nacional de
defesa agricola, que obrigava os agricultores a usar parte do crédito rural para a compra
compulsiva de venenos (AUGUSTO, 2012). Como consequéncia disso, nos anos entre 1977 e
2006 o mercado brasileiro de agrotdxicos aumentou, com o consumo de até¢ 10% ao ano,
colocando o Brasil como sexto maior consumidor de agrotoxicos no mundo (GIBSON E
KOIFMAN, 2008).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA) essa informagdo ndo ¢ mais
real, pois uma pesquisa realizada no ano de 2009 por esse Ministério revelou que o Brasil ¢ o
maior consumidor de pesticidas do mundo. O Pais mantém a segunda posi¢do de maior
mercado mundial para agrotoxicos, com crescimento do mercado em 14,4% no ano de 2012
(SINDAG 2012). No Brasil a principal regido produtora de soja transgénica ¢ o Estado do
Mato Grosso, no qual existe o uso intensivo de pesticidas (AUGUSTO, 2012).

Sudo et al. (2002) destacaram que os pesticidas sdo altamente persistentes, toxicos
e acumulativos no meio ambiente devido a sua mobilidade e sua meia-vida na agua e no solo.
Segundo Procopio et al. (2011) os agrotoxicos possuem propriedades ainda mais agressivas a

saude humana, tais como doencas relacionadas com cancer.
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A presenca de agrotoxicos tem sido observada em 4guas superficiais,
subterraneas, em aguas da chuva e na atmosfera, mesmo em zonas distantes de areas agricolas
(AUGUSTO, 2012).

A ingestdo de dgua ou alimento contaminado seja por homens ou animais causa a
dispersdo e biocumulagdo dos agrotdxicos pela cadeia alimentar, contaminando niveis tréficos
distantes do alvo do pesticida (ALVES, 2002). Pinto et al. (2012) explicaram que a difusao de
pesticidas no ambiente se da geralmente por duas formas: perdas diretas e percolacao.
Embora exista infiltracdo dos pesticidas no solo, somente uma parte chega a contaminar as
aguas subterraneas e superficiais.

As perdas diretas causadas pelo manuseio impréprio de pesticidas antes ou depois
das aplicacdes, sdo identificadas como a parcela mais significante da deterioracdo da
qualidade das fontes naturais de agua (DUBUS et al., 2000).

Os vazamentos a partir de transporte dos produtos, operagdo e lavagem de
equipamentos de pulverizagdo também sdo importantes fontes poluidoras (CARTER, 2000
apud HAI et al., 2012), bem como, o esgoto gerado em instalagdes de lavagem de vegetais e
fabricas de pesticidas.

De acordo com os dados da Agrow Report (2007), os tipos de agrotdoxicos com
maior taxa de produ¢do no mundo sdo aqueles destinados ao combate de ervas daninhas,

correspondendo a 48% da produ¢ao mundial.

3.2 Classificaciao dos agrotoxicos

Os agrotoxicos sdo classificados com base em suas aplicagdes na agricultura,
animais, e seres humanos, e sdo divididos em inseticidas, herbicidas e fungicidas
(HARBHAJAN, 2006). Podem ser classificados também de acordo com a sua persisténcia,
que representa o tempo necessario para que tenha sua eficicia reduzida a metade depois da
aplicagdo (SINITOX, 1996).

Carter (2000) escreveu em seu trabalho que os pesticidas sdo classificados em:
fungicidas (combatem fungos), inseticidas (combatem insetos), herbicidas (combatem ervas
daninhas), raticidas (combatem de roedores), acaricidas (combatem a diversos tipos de
acaros), nematicidas (combatem nematoides), moluscocidas (combatema moluscos),
fumigantes (combatem formigas).

Dentro do grupo dos inseticidas, sdo encontrados os seguintes grupos quimicos:

organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretroides, dentre os fungicidas os grupos
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quimicos sdo: etileno-bis-dicarbonatos, trifenil estanico, captan e hexaclorobenzeno e dentre o
grupo dos herbicidas os grupos quimicos sdo: fenoxiacéticos, dipiridilos e bipiridilos
(HARBHAJAN, 2006).

O contato humano com agrotoxicos pode causar intoxicacdo ocasionando sérios

danos a saude, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Sintomas de intoxicacao por agrotoxicos

Classificacao Sintomas da intoxicacio aguda Sintomas da intoxicacio
cronica
Inseticidas Efeitos neuroldgicos retardados,

Fraqueza, colica abdominal, .
. alteragdes cromossomais,
vOmito, espasmos musculares, ) o
dermatites de contato, arritmias
convulsdo, nausea, contracoes )
_ o cardiacas, lesdes renais,
musculares involuntarias, irritagdo _ o _
o ‘ ' neuropatias periféricas, alergias,
das conjuntivas, espirros, excitagao. o
asma bronquica, irritagdo das

mucosas, hipersensibilidade.

Fungicidas Tonteira, vomito, tremores Alergias respiratorias, dermatites,
musculares, dor de cabeca, doenga de Parkinson, canceres,
dificuldade respiratoria, teratogénese, cloroacnes.

hipertermia, convulsao.

Herbicidas Perda de apetite, enjoo, vomito, Indugdo da produ¢ao de enzimas
fasciculacdao muscular, hepaticas, canceres, teratogénese,
sangramento nasal, fraqueza, lesdes hepaticas, dermatites de
desmaio, conjuntivites. contato, fibrose pulmonar.

Fonte: Peres e Moreira (2003).

Quanto a classificagdo quimica os agrotdxicos podem sao divididos em compostos
organicos ou inorganicos. Os organicos constituem um grupo de maior importancia, sendo
divididos em sintéticos e naturais (SUCEN, 2001). Além disso, a literatura destaca que os

agrotoxicos sao constituidos de principios ativos, no qual:



23

[...] os principios ativos dos agrotdxicos descrevem os compostos responsaveis pela

atividade biologica desejada. O mesmo principio ativo pode ser vendido sob

diferentes formula¢des e diversos nomes comerciais, ¢ também podemos encontrar

produtos com mais de um principio ativo [...] (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012, p.13).

Os agrotoxicos quando em contato com a agua causam graves danos ao sistema
metabolico dos peixes além de ocasionar o desequilibrio desse ecossistema (AGBOHESSI et
al., 2015). Entretanto, segundo Serra et al. (2003), a exposi¢do ao paraquat nao acarreta
perigo para a saude, desde que sejam obedecidas as medidas de seguranca para a manipulagao

desse pesticida. Peres e Moreira (2003) ressaltaram que alguns agrotoxicos podem causar

danos ao ser humano em decorréncia de sua dose letal, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificagdo toxicoldgica dos agrotoxicos a partir da dose letal (DL 50)

Classe toxicoldgica Toxicidade DL50 (mg/Kg)
1 Extremamente toxico - <5
Vermelho
11 Altamente toxico - Amarelo Entre 5 ¢ 50
111 Moderadamente toxico - Entre 50 e 500
Azul
v Levemente toxico - Verde Entre 500 e 5.000

Fonte: Adaptado Peres e Moreira (2003).

3.3 Paraquat

O paraquat ¢ um herbicida de contato ndo seletivo utilizado em mais de 120
paises, incluindo o Brasil (SRINIVASAN, 2004). Destaca-se que na América do Sul existe
uma utilizacdo intensa desse herbicida, isso em decorréncia da agricultura dos paises sul-
americanos. Em regides de desenvolvimento agricola, com plantagdes elevadas, o paraquat ¢ a
principal fonte de polui¢do dos recursos hidricos e do solo (SOROLLA ef al., 2012). Na

Figura 2 esta apresentada a estrutura molecular do paraquat.
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Figura 2 - Estrutura molecular do paraquat
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Fonte: Yao et al. (2013).

Yao et al. (2013) relataram que o paraquat ¢ um herbicida pertencente ao grupo
dos bipiridilos, que sdo compostos quaternarios nitrogenados e estruturalmente sdao cations
bivalentes, altamente soluveis em agua. O paraquat ¢ um herbicida de contato ndo seletivo,
cuja agdo ¢ prejudicar somente as folhas e o caule, inibindo o processo fotossintético,
interrompendo assim a vida normal da planta (JASZEK et al., 2006).

Sua classificacdo quanto ao potencial de periculosidade ambiental ¢ II (Muito
Perigoso) e sua classe toxicoldgica ¢ de tipo I (Altamente Toxico) (ANVISA, 2005). Em
geral, ¢ conhecido e comercializado como gramoxone, gramocil, agroquat, gramuron,
paraquat e paraquol, ou também como constituinte em misturas com outros principios ativos,
como no secamato (SERRA, DOMINGOS e PRATA, 2003).

As propriedades fisico-quimicas do paraquat estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do paraquat

Propriedades fisico-quimicas do paraquat

Nome quimico 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto
Formula molecular C12H14N2Cl2
Massa molar 257,16 g/mol
Toxicologia DL50 em humanos ¢ aproximadamente 35
mg/Kg
pH 6,5-7,5
Densidade 1,25 g/em?, sélido
Ponto de fusao 175 - 180 °C (Decompde-se a 300 °C)
Ponto de ebulicao 300 °C
Solubilidade em agua 700 mg/L a 20 °C

Fonte: ANVISA (2009).



25

O paraquat tem longa vida no ambiente devido a sua baixa biodisponibilidade, por
ser resistente a degradacdo por micro-organismos e decomposi¢do na presenca de luz (YAO et
al., 2013). A decomposicao foto-quimica e microbioldogica promove a fragmentagdo
molecular, formando diversos compostos como o 4acido hidroxi-4-picolinico, a N-
formilglicina, o 4.,4-bipiridil, o ion 4-carboxi-1-metilpiridona, oxalato e succinato
(ADHOUM e DHAOUADI, 2009).

Na atuacao do paraquat nos vegetais ¢ destacado que:

[...] o paraquat age na presenca de luz, desidratando as partes verdes de todas as
plantas com as quais entra em contato. Apds a aplicag@o, a penetragdo ocorre quase
imediatamente. O local de ag¢do do paraquat ¢ o cloroplasto contendo os sistemas
fotossintéticos das plantas que absorvem a energia luminosa usada para produzir
acucares. Este herbicida ¢ conhecido por agir no sistema da membrana
fotossintética, chamado Fotossistema I. Os elétrons livres do Fotossistema I reagem
com o ion do Paraquat resultando na forma de radical livre. O oxigénio rapidamente
reconverte esse radical e nesse processo produz superoxido, altamente reativo, que
ataca os 4acidos graxos insaturados das membranas, rapidamente abrindo e

desidratando as membranas e tecidos das células [...]. (MARTINS, 2013, p. 177).

O paraquat ¢ um composto extremamente toxico, podendo causar intoxicagoes
fatais em humanos e animais. Os pulmdes sao os primeiros 0rgaos atingindos pela toxicidade
do paraquat afetando todas as vias orais, sendo a mais letal e menos tratavel (ROEDE e
MILLER, 2014).

O Paraquat ¢ um agente neurotdxico muito empregado, com agdo contribuinte ao
Mal de Parkinson e de acordo com estudos a exposi¢ao experimental ao agrotdéxico demonstra
ser capaz de induzir a perda significativa de neurdnios dopaminérgicos do Sistema nervoso

Central (SAUR et al., 2009).

3.4 Utilizacdo de fungos no processo de biorremediacio e no tratamento biolégico de

aguas residuarias

Os fungos sdo agentes muito importantes na ciclagem de nutrientes nos
ecossistemas (ESPOSITO E AZEVEDO, 2010). Pertencem ao Dominio Eukarya e sdo
heterétrofos e eucariotos. Os esporos, normalmente, sdo sua forma de reproducdo e pode ser

assexuada ou sexuada.
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As utilizagdes de fungos filamentosos nos processos de biorremediacdo vém
crescendo nas ultimas décadas em virtude do alto potencial degradativo, biossortivo (metais e
corantes) e dos mecanismos de resisténcia em condi¢des ambientais adversas (CONCEICAO,
2005). Quanto a reproducao eles podem crescer na forma filamentosa ou pellets. Os pellets se
formam a partir de uma unica célula, nas quais as estruturas de hifas se unem formando
camadas pequenas (PAMBOUKIAM, 1997).

Lemos et al. (2008) ressaltaram que os fungos sdo encontrados na natureza em
ambientes variados, pois sdo organismos capazes de sobreviver em diversas condigdes,
possuem natureza saprofitica ou parasitaria € em sua maioria sao aerobios, podendo ser
unicelulares (leveduras) ou pluricelulares (fungos filamentosos ou bolores). Sua estrutura ¢
formada por um conjunto de longos filamentos chamados hifas e denominados de micélio. Os
fungos formam também pseudomicélio que podem agrupar-se ou justapor-se, porém nunca
formando tecidos verdadeiros (SIQUEIRA, 2011).

More et al. (2010) mostraram a aplicacdo dos fungos em sistemas de
biorremediacdo, no qual apresentam uma série de caracteristicas que os tornam eficientes
nessa atividade. Algumas caracteristicas dos fungos para esse processo pode ser citado como
parte integrante do seu metabolismo, entre elas, a capacidade de crescer sob as condi¢des de
estresse ambiental, bem como o seu modo de crescimento e seu sistema de biodegradagdo
fingica, realizados por enzimas extracelulares (CHANDER, ARORA, BATH, 2004).

Na pesquisa realizada por Souza (2003) os fungos da podriddo branca foram
capazes de degradar naturalmente lignina, celulose e hemicelulose. O sistema enzimatico
destes organismos tem sido estudado na degradacdo de outras moléculas recalcitrantes
(MORE et al., 2010).

Hai et al. (2012) também comentaram o uso de alguns fungos e bactérias na
remocao de metais pesados de efluentes industriais. Sayer et al. (2001) explicaram que um
grande nimero de compostos ligantes e metais sdo produzidos por estes micro-organismos,
como por exemplo, os acidos organicos simples, alcoois, polissacarideos, 4cidos humicos e
favico, mucopolissacarideos e proteinas. Além disso, esses micro-organismos podem absorver
os metais presentes na superficie da parede celular e bioacumuléa-los em organelas, ou liga-los
a proteinas de seu interior celular (MELO e AZEVEDO, 2008). Alguns fungos apresentam
capacidade em absorver metais em baixas concentra¢des. No entanto altas concentragdes de
metais podem ser fatais para eles (MORE et al., 2010).

Na Figura 3 estdo representadas as etapas da degradacdo bioldgica de poluentes

organicos.
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Figura 3 - Etapas envolvidas na remogao (A) e na biodegradacao (B) de poluentes organicos
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Fonte: Peixoto (2014).

Segundo Lemos et al. (2008), tratamentos bioldgicos consistem na utilizagdo de
micro-organismos para degradacdo de poluentes organicos ou persistentes. S3o tratamentos
menos onerosos e eficazes para uma vasta gama de contaminantes organicos. O tratamento
consiste na biotransformagao do poluente, pela acdo do micro-organismo, que o utiliza como
fonte de carbono e energia, resultando na mineralizagdo ou em produtos menos toxicos
(BRAND, 2006). More et al. (2010) destacaram que na maioria das vezes o tratamento com
fungos ¢ vantajoso em decorréncia do baixo custo e de apresentar pequenos impactos
negativos no meio ambiente.

Os fungos aparentemente toleram maiores concentragcdes de produtos toxicos no
microambiente externo do que no seu interior. Sdo capazes de crescer sob condigdes
ambientais de estresse, como em meios com baixos valores de pH, e ainda suportar meios
pobres em nutrientes (HARBHAJAN, 2006). Dessa forma realizam o processo de
biotransformacao, no qual consiste num conjunto de reagdes catalisadas por enzimas, c€lulas
ou tecidos de origem animal, vegetal ou microbiana (GIRI ef al., 2001). Para Viraraghavan e
Fu (2002) uma das vantagens de se trabalhar com biomassa fiingica ¢ que esta pode ser

produzida com baixos custos e de forma relativamente simples por técnicas de fermentagao.
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O crescimento micelial permite que o fungo se desenvolva rapidamente sob o
substrato, digerindo-o através da excre¢do de enzimas extracelulares (LEMOS et al., 2008).

A literatura apresenta alguns trabalhos acerca da remogado bioldgica de poluentes
persistentes. Um exemplo ¢ o trabalho de Lopes ef al. (2012) que estudou a influéncia do
cossubstrato na remo¢do de nutrientes e de matéria organica de 4gua residuaria sintética
contendo fenol, por uso de reator com biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN 400. O
estudo foi realizado em duas fases, no qual o fungo foi imobilizado em meio suporte e usou-
se erlenmeys contendo solucdo de nutrientes e manta de polipropileno. Foram utilizados
reatores em bateladas sequenciais, nas quais as variaveis monitoradas foram pH, amonia,
nitrito, nitrato, fosforo total, ortofosfato, fenol e DQO.

Os reatores foram alimentados com concentracdes diferentes de glicose. No reator
com alimentagio de 5g.L"! de glicose a matéria organica bruta foi removida em 87%. Em
todos os ciclo o pH tendeu a neutralidade com valor final médio de 6,9. A remocao final
média da amonia foi 58%, nitrato 74%, fosforo total 73%, ortofosfato 67% e fenol 77%. No
reator com 1g.L! de glicose a remogdo final de matéria organica bruta foi de 59%. O pH
tendeu a aumentar com valor médio final de 5,8. Nao houve eficiéncia quanto a remogao de
amonia e nitrato.

Silva et al. (2012) realizou analises laboratoriais para verificar a remog¢ao de fenol
por Aspergillus ornatos em reatores bioldgicos, encontrando remog¢do de 86,5% do poluente
nos reatores com fungo (RF). O fungo foi isolado de um efluente de industria de refinaria de
petroleo. A sacarose foi utilizada como cossubstrato em quatro concentragdes. Foram
montados 24 reatores, sendo 12 do tipo controle e 12 com fungos. O pH inicial do reator
controle foi 5. J& nos reatores com fungo o pH e a DQO diminuiram e os sélidos suspensos
volateis (SSV) sofreram pouca variagao.

Martins et al. (2009) avaliaram a biodegradacdo de atrazina em reatores em
batelada aerada, com in6culo de Aspergillus niger AN 400. Os reatores foram divididos em
trés lotes: reatores de controle (RC), reatores com fungos (RF), reatores com fungo e glicose
(RFG). O experimento foi realizado em cinco dias. Os parametros analisados foram: pH,
DQO, nitrito, nitrato, amonia e atrazina. A remog¢ao de atrazina foi de 60% nos reatores com
fungo no 3° dia de operagdo.

Vilar et al. (2012) que realizaram um tratamento biologico e fisico de efluente
contendo pesticidas alcancaram remocao de 54% de matéria organica expressa na forma de

DQO, utilizando um reator com biomassa imobilizada no tratamento biolégico. Logo em
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seguida, foi realizado o tratamento fisico por meio de processos oxidativos avancados, no qual
apresentou remogao de matéria organica expressa na forma de DQO de 98%.
Com isso o tratamento de efluentes contendo pesticidas apresentou-se mais

eficiente ao utilizar esse processo combinado de tratamento.

3.5 Classificacoes dos corpos de agua e instrumentos normativos relacionados as
condic¢oes e padroes de lancamento de efluentes.

A legislacdio ambiental brasileira aborda alguns aspectos legais para as
classificagdes dos corpos de dgua bem como para padrdes de lancamentos de efluentes. No
ambito Federal a Resolugdo CONAMA n° 357/2005 (complementada e alterada pelas
Resolucdes 410/2009 e 430/2011) dispde sobre a classificagao dos corpos de dgua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢des e padrdes de
langamento de efluentes. A resolugdo citada apresenta os padrdes de qualidade da dgua para

consumo humano apds tratamento, como descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Padrdes de qualidade da agua para consumo humano descritos na Resolugdo
CONAMA 357/2005

Pariametros Valores
pH 6,0-9,0
OD Em qualquer amostra, ndo inferior a 5 mg.L™!
0))
DBOs 20°C até 5 mg/L O
Nitrogénio Amoniacal Total 2,0 mg/L N, para 7,5 <pH < 8,0
Nitrato 10,0 mg L' N
Nitrito 1,0 mg. L' N

Fonte: Adaptado da Resolugdo n® 357 (2005).

A Resolugdo CONAMA 430/2011 que complementou e alterou a Resolugdo n°
357/2005, dispde sobre as condi¢des e padrdes de lancamento de efluentes. A resolugdo
CONAMA 430/2011 no seu Artigo 16 destaca que os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser langados diretamente no corpo receptor desde que obedecam as

condi¢des e padrdes previstos neste artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis.
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A Tabela 5 destaca alguns padrdes de langamentos de efluentes segundo a

Resolugao CONAMA 430/2011.

Tabela 5 - Padrdes de langamento de efluentes estabelecidos pela Resolugio CONAMA
430/2011

Parametros Valores
pH 5,0-9,0
Temperatura Inferior a 40°C
DBO:s Remog¢ao minima de 60%

Fonte: Adaptado da Resolugdo n® 430 (2011).

A nivel Estadual, a Portaria da SEMACE n° 154/2002 dispde sobre padroes e
condi¢des para langcamento de efluentes liquidos gerados por fontes poluidoras. O Artigo 4°
da Resolucao citada destaca que as industrias ou qualquer fonte poluidora localizadas em
areas ndo dotadas de rede publica de esgoto provida de sistema de tratamento, deverdo possuir
estacdo de tratamento propria, de maneira a atender aos padroes de qualidade dos cursos de
agua estabelecidos em funcao de sua classe, segundo seus usos preponderantes. A Tabela 6
apresenta algumas caracteristicas desses efluentes e seus limites méximos aceitaveis para

industrias que possuem sistema de tratamento proprio.

Tabela 6 - Parametros de langamentos de efluente segundo Portaria SEMACE n°® 154/2002

Parametros Valores
pH 5-9
Temperatura Inferior a 40° C
DQO 200 mg.L!
DBO 60 mg/L sob condigdes controladas
>3,0mg.L!
Ambnia Total 5,0 mg.L!
Compostos organoclorados como pesticidas, 0,05 mg.L!

solventes, etc.

Fonte: Adaptado da Portaria n® 154 (2002).



31

Com relagdo a variavel amonia total, a Portaria da SEMACE n° 111 de 2011
alterou a Portaria n° 154/2002, no qual o valor maximo permitido da amonia total passou de
5,0 mg.L! para 20 mg.L!, ressaltando que somente poderd ser langado, direta ou
indiretamente, nos corpos de agua, desde que o responsavel pelo langamento assuma o

controle rigido do pardmetro pH, mantendo-o dentro dos niveis aceitaveis (pH < 8).
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4 MATERIAS E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM) do
Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE). O poluente escolhido
foi o paraquat em decorréncia do seu grau de polui¢do e persisténcia no meio ambiente. A
pesquisa foi dividida em quatro etapas: Cultivo, producdo e contagem de esporos de
Aspergillus niger AN 400; Teste de toxicidade em placas com Aspergillus niger AN 400;
Operagdo em bateladas aeradas com biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400 e
Operagdo em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN 400.

Na Figura 4 estd apresentado o fluxograma das etapas estudadas.

Figura 4 - Fluxograma das etapas estudadas durante a pesquisa

Etapa I: Cultivo, produgdo e contagem de esporos de Aspergillus niger AN 400

!

Etapa II: Teste de toxicidade em placas com Aspergillus niger AN 400

!

Etapa III: Bateladas aeradas com biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400

!

Etapa IV: Bateladas sequenciais com biomassa imobilizada de Aspergillus niger
AN 400

Fonte: Autor (2015).

4.1 Reagentes

Para a realizacdo das analises desta pesquisa foram utilizados os reagentes listados
na Tabela 7.
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Tabela 7 - Reagentes utilizados nos experimentos ao longo da pesquisa

REAGENTES

FORNECEDOR

Agar Sabouraud Dextrose
Glicose (C¢H1206)

Sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
Nitrato de s6dio (NaNO3)

Sulfato de magnésio (MgSQO4.7H>0)

Fosfato de Potassio dibasico anidro (KoHPOj4)

Cloreto de calcio (CaCl,.2H20)
Sulfato de cobre (CuSO4.7H>0)
Acido molibidico (H2M0O4)

Sulfato de manganés (MnSO4.5H>0)
Sulfato férrico (Fe2(SO4)3)

Sulfato de zinco (ZnSO4)

Etanol (C.HsOH)

Peptona

Extrato de levedura

Rosa bengala (C20H2Cl4lsNazOs)

Extrato de carne

Corante Indigo carmim (C16HsOsN2S>Na)

Hidrossulfito de sédio (NaxS204)

BioAmerica — Inc

Cromoline Quimica Fina LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
VETEC Quimica Fina LTDA

Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
VETEC Quimica Fina LTDA

Dinamica Quimica Contemporanea LTDA

ISOFAR - Industria e Comércio de Produtos
Quimicos LTDA

ISOFAR - Industria e Comércio de Produtos
Quimicos LTDA

VETEC Quimica Fina LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
VETEC Quimica Fina LTDA
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA

Dinamica Quimica Contemporanea LTDA




34

Acido sulfarico (H2S0,) Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Acido bérico (H;BO3) Cromoline Quimica Fina LTDA

Cloreto Ferroso Tetrahidratado (FeCl,. 4H,O)  Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Cloreto de zinco (ZnCl») Dinamica Quimica Contemporanea LTDA

Cloreto de manganés (II) tetrahidratado (MnCl,.

4H>0) Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Cloreto de cobre (II) di-hidrato (CuCl,. 2H>0) Dinamica Quimica Contemporanea LTDA
Cloreto de aluminio Hidratado (AICl;. H20) Dinamica Quimica Contemporanea LTDA

Cloreto de cobalto (II) hexahidrato (CoCl..
6H-0) Dinamica Quimica Contemporanea LTDA

Fosfato de Potassio monobasico (KH2PO4) Dinamica Quimica Contemporanea LTDA

ISOFAR - Industria e Comércio de Produtos

Bactoagar ]
Quimicos LTDA

Cloreto de Soédio (NaCl) Cromoline Quimica Fina LTDA

Fonte: Autor (2015).

4.2 Cultivo, producio e contagem de esporos de Aspergillus niger AN 400

O cultivo e producdo da espécie fungica foram realizados de acordo com os
procedimentos descritos em Sampaio (2005), tendo sido o Aspergillus niger AN 400
cultivado em placa de Petri com meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose, acrescido de 1
mg.L! da solu¢do de Vishniac por litro de meio de cultura, como fonte de nutriente, cuja a
composicao esta apresentada na Tabela 8.

Apos a solidificagdo do meio de cultura, os esporos foram inoculados nas placas,
e estas foram mantidas sob temperatura de 28°C por sete dias, periodo apds o qual foi

verificado o crescimento dos fungos.
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Ap6s o periodo de incubagdo nas placas, os esporos de Aspergillus niger AN 400
foram removidos com o auxilio de alca de Drigalsky estéril com 4 mL.L" de solugdo de
Tween 80 o que resultou numa suspensao de esporos, que foi retirada da superficie das placas

com o uso de pipeta automatica, previamente esterilizada e transferidos para tubos de ensaio.

Tabela 8 - Composi¢ao quimica da solugdo de Vishniac

Composicao g.L! de solucdo
EDTA 10,0
ZnS0O4. TH,O 4,40
MnCl; . 4H-0 1,00
CoCl>. 6H20 0,32
(NH4)6M07024 . 4H20 0,22
CaCly.2H>O 1,47
FeSO4. TH20 1,00

Fonte: Sampaio (2005).

Para a contagem de esporos foi preparada uma solu¢do de esporos utilizando 50
uL da suspensdao previamente agitada em agitador tipo Vortex, acrescida de 950 pL de
solugdo de Tween 80, resultando em dilui¢do de 1:20.

Em seguida foram transferidos para a camara de Neubauer, 20 pL da solucdo
preparada, na qual procedeu-se a contagem dos esporos em microscopio Optico Bioval com

aumento de 400 vezes. Para o calculo do numero de esporos foi empregada a Equacao 1.

(Esporos.mL! = esporos contados x dilui¢do x 2,5x10°). (Equagdo 1)

4.3 Teste de toxicidade do paraquat ao Aspergillus niger AN 400

Apbs o cultivo, producdo e contagem de esporos de Aspergillus niger AN 400, foi
realizado o teste de toxicidade para avaliar visualmente o efeito do pesticida paraquat sobre o
crescimento do fungo estudado. Esse teste avaliou em qual maior concentragdo desse poluente
este fungo poderia crescer em até 7 dias.

O teste foi realizado em duplicata, onde foram preparados 12 placas de Petri com

cultura Agar Sabouraud Dextrose para o paraquat com concentragdes variadas de 30 mg.L!,
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75 mg.L!, 150 mg.L!, 300 mg.L!, 400 mg.L!, e 750 mg.L"!, além do controle que nio
possuia o pesticida. A concentra¢do de esporos de Aspergillus niger AN 400 inoculados por
placa foi 2x10° esporos/mL. As placas foram incubadas numa estufa microbiolégica a 28°C

durante sete dias a fim de se verificar o crescimento do fungo.

4.4 Composicao da agua sintética dos reatores em bateladas aeradas com biomassa

fungica dispersa

A composi¢io da dgua dos reatores controle (RC) foi 4gua de torneira, 1 mL.L'de
Vishniac e 30 mg.L! de Paraquat para um volume reacional de 1 L. Nos reatores com fungo
(RF) foi 4gua de torneira, 1 mL.L'de Vishniac, 30 mg.L"! de Paraquat e 2x10° esporos/ mL.L"
! de fungo Aspergillus niger AN 400 para um volume reacional de 1 L. Para os reatores com
fungo e glicose a composicdo da 4dgua foi 4gua de torneira, 1 mL.L! de Vishniac, 30 mg.L"!
de paraquat e 2x10° esporos/ mL.L! de fungo Aspergillus niger AN 400 ¢ 0,5 g.L! de glicose

para um volume reacional de 1,0 L.

4.5 Montagem dos reatores em bateladas aeradas com biomassa fingica dispersa

Foram utilizados reatores de vidros com volume total de 1,5 L tendo cada um
recebido 1 L de agua sintética. Os reatores foram montados em duplicatas, nos quais 18 eram
reatores de controle (RC), 18 reatores com fungo (RF) e 18 eram reatores com fungo e glicose
(RFG), totalizando 54 reatores (Figura 5). Os tempos reacionais (TR) foram 0,5 dia, 1 dia, 2
dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias, 25 dias e 30 dias.

Figura 5 - Reatores RC, RF e RFG em bateladas aeradas com biomassa dispersa

Fonte: Autor (2015).
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4.6 Operacao dos reatores em bateladas aeradas com biomassa fungica dispersa

e variaveis analisadas

A operacdo dos reatores abrangeu um periodo de 30 dias, ao longo dos quais
foram desmontados em cada tempo reacional definido.

Foram feitas analises para determinacdo da concentra¢do de matéria orgénica em
termos de DQO, pH, soélidos suspensos volateis (SSV), nitrito, nitrato, amdnia e paraquat.
Todas as analises seguiram a metodologia descrita por APHA (2005), a excecdo da
determinagdo do paraquat que foi por analise colorimétrica descrita no Método AOAC 969.09
(2000), configurada por meio da reagao entre ditionito de sodio 1%, preparado em solugdo de
hidréxido de sédio 0,1 mol L™! e solu¢des contendo paraquat. As leituras foram realizadas em

um espectrofotdmetro num comprimento de onda de 600 nm.

4.7 Imobilizacao da biomassa flingica para a operaciao do RBS aeradas

A imobilizagdo da biomassa foi realizada de acordo com os procedimentos
descritos em Sampaio (2005), tendo-se usado cubos de poliuretano (meio suporte) com 1 cm
de aresta, totalizando 15 g, procedendo-se ao acondicionamento dos mesmos em trés redes de
polietileno para posterior introducdo no reator (Figura 6). O meio suporte foi esterilizado em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Segundo Covizzi et al, (2007) a utilizacdo de suportes
porosos como a espuma de poliuretano apresenta alta resisténcia mecanica, além de serem

inertes.

Figura 6 - Imobilizagao da biomassa fungica dentro do reator nas bateladas sequenciais

Fonte: Autor (2015).
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Em seguida, foi inoculado 2 x 10° esporos/ mL da suspensio de esporos dentro do
reator que ja continha as espumas de poliuretano (15 g) esterilizadas, e meio de crescimento.
O reator permaneceu sob aeracdo durante 24 horas, sendo alimentado com o referido meio de
crescimento, durante 7 dias, até a formagdo do biofilme na superficie do material suporte.
Apbs esse periodo, o reator foi operado em regime de bateladas sequenciais. Os
Macronutrientes adicionados para composicdo da agua residudria estdo representados na

Tabela 9.

Tabela 9 - Macronutrientes adicionados para composi¢do da dgua residuaria

COMPOSTO CONCENTRACAO g.L!
(NHa)2SO4 0,5
NaNOs 0,25
KH,PO4 0,20
MgSOq4 0,25
CaCl,.2H,0 0,01
CuSO4.7H,0 0,08
H>MoO4 0,05
MnS04.5H,0 0,05
Fex(SO4)3 0,05
ZnSOy4 0,04
CsH1206 0,5

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006).

Apds o preparo do meio sintético, este foi transferido para o reator RBS e
inoculou-se a solu¢do de esporos, na concentragdo de 2x10° esporos/ mL. A imobilizagio teve
duragdo de 7 dias, e a cada trés dias o meio sintético era trocado para melhor crescimento do

fungo, conforme descrito em Rodrigues e Marinho (2012).
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4.8 Montagem e operacio do RBS com biomassa fingica imobilizada

A 4gua sintética foi preparada com 4agua de torneira, acrescida de 1 mL.L'de
Vischiniac (solugio de nutrientes), 0,5 g.L"! de glicose e o pesticida paraquat na concentragio
de 30 mg.L!. O reator consistia de um recipiente de vidro que apresentava volume total de 5
L e volume util de 4 L, vedado com tampa plastica especifica. O ar era fornecido por mini-
compressores € a alimentacdo foi a partir da 4gua sintética preparada.

O reator foi operado com TR (tempo de reagdo) de 8 dias, 48, 24 e 12 horas,
sendo que para cada TR foram realizados 10 ciclos. No inicio de cada ciclo a agua sintética
era renovada. O volume amostral retirado em cada ciclo para a realizagdo das andlises de
DQO, pH e paraquat ndo comprometia os 10% do volume qutil do reator por ciclo estudado.

As analises foram feitas de acordo com os métodos descritos por APHA (2005).

4.9 Microscopia

No final das bateladas sequenciais com biomassa imobilizada foram realizadas
analises microbioldgicas do biofilme onde eram retiradas amostras do meio suporte (espumas
de poliuretano) que possuia biomassa fungica aderida. O procedimento de remog¢ao da
biomassa fungica do meio suporte ocorreu em erlenmeyer contendo solucao salina e pérola de
vidro, que foram introduzidas com o intuito de aumentar o atrito através da agitacdo
promovida por meio do Vortex.

ApoOs o desprendimento da biomassa fungica do meio suporte, a mesma foi
preparada e submetida ao crescimento em placas de Petri, visando a comprovacao da presenga
da espécie fungica inicialmente inoculada ou a identifica¢do de outras espécies que poderiam
surgir.

A contagem de micro-organismos foi feita com procedimento de dilui¢do em série
e plaqueamento em placas de Petri contendo meios seletivos: meio Martin — usado para a
contagem de coldnias de fungos — e meio Nutriente-dgar — para contagem do niimero de
colonias de bactérias. Além disso, foi adicionado 3pug/mL de estreptomicina, antibidtico usado
para evitar contaminacdo do meio por bactérias.

Os constituintes do meio Martin ¢ a composi¢do do meio Nutriente-agar estao

descritos nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.



Tabela 10 - Nutrientes constituintes do meio Martin

Compostos Concentragio (mg.L")
1000mL de agua

K>HPO4 1
Peptona 5
KH2PO4 5
MgS0O4.7H20 0,5
Dextrose 10
Extrato de levedura 0,5

Rosa bengala 0,033
Agar 18

Fonte: Autor (2015).

Tabela 11 - Componentes do Nutriente-agar

Compostos Massa (g)/ 1000mL de agua
Bactoagar 15
Extrato de carne 2
Peptona 5
NaCl 8

Fonte: Autor (2015).
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A amostra da dgua residuaria (10 mL) foi misturada em 90 mL de solugdo salina

(0,89%) em tubos que foram agitados em vortex por 10 min para posterior retirada de aliquota

de 1 mL, a qual foram transferidas para 9 mL de solugdo salina e, desta forma, o mesmo

procedimento foi realizado sucessivamente até obter-se concentra¢des de 10!; 102; 10; 10

e 107,
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Em seguida, as dilui¢des em série obtidas foram plaqueadas nos meios seletivos
de Martin e Nutriente — Agar, com ajuda de alca de Drigalski. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente durante 7 dias, onde se prosseguiu com a contagem de colonias em
microscopio optico Acrom L1000, com aumento de até 1600 vezes a fim de identificar com

base nas estruturas morfoldgicas os micro-organismos presentes no reator.

4.10 Ensaios de adsorcio do meio suporte do reator em bateladas sequenciais aeradas

com biomassa fungica imobilizada

Foi utilizado para o ensaio de adsor¢cdo um frasco de vidro de 4L, onde foram
adicionados 15 g de espuma de poliuretano, com aresta de lcm, previamente secos e agua
contendo o pesticida paraquat a uma concentragio de 30 mg.L™".

A capacidade maxima de adsorcdo do pesticida na espuma de poliuretano foi
monitorada a partir da sua concentracao inicial e final, no meio, durante um periodo de 35
minutos, sendo retiradas aliquotas nos tempos de 0, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30 e¢ 35
minutos, ndo ultrapassando 10% do volume reacional.

A equacdo 2 foi utilizada para encontrar a massa total de paraquat adsorvido no

material suporte.

(mg) = (Co- Ce) x V (mg.L) (Equacao 2)
Sendo,

mg: Massa de paraquat adsorvida

Co: Concentracdo de paraquat afluente (mg.L™);

C.: Concentragio de paraquat no efluente (mg.L™);

V: Volume (L)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Toxicidade do paraquat ao Aspergillus niger AN 400

O teste de toxicidade em placas mostrou que a espécie Aspergillus niger AN 400
cresceu em todas as concentragdes testadas (30 mg.L!, 75 mg.L"!, 150 mg.L!, 300 mg.L",
400 mg.L!, 750 mg.L"), além do controle que ndo possuia o paraquat. Apos o 1° dia de
incubac¢do foi verificado o crescimento discreto de esporos de Aspergillus niger AN 400 no
controle e nas concentragdes de 30 mg.L!, 75 mg.L! e 150 mg.L".

No 6° dia de incubagdo verificou-se a presenca de esporos de fungos nas placas
com concentracdo de 300 mg.L™!, 400 mg/L! e 750 mg/L"!. Nesse mesmo dia os esporos de
fungos comecaram a se espalhar pela superficie das placas de Petri nas mesmas concentragdes
em que cresceram apds as 24 horas de incubagdo (30 mg.L!, 75 mg.L!' e 150 mg.L!).

O crescimento dos fungos sobre a superficie das placas ao longo do teste de

toxicidade esta representado nas Figuras 7, 8,9, 10, 11, 12 e 13.

Figura 7 - Visualizagdo do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade sem paraquat

Tempo zero
: I
; A\ (’?‘\\
4° dia 5° dia 6° dia 7° dia

Fonte: Autor (2015).
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Figura 8 - Visualizagdo do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade com 30 mg.L"! de paraquat

Fonte: Autor (2015).

Figura 9 - Visualizagdo do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade com 75 mg.L"! de paraquat

Tempo zero 1° dia 2° dia 3° dia

4° dia
Fonte: Autor (2015).

Figura 10 - Visualiza¢do do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade com 150 mg.L! de paraquat

Tempo zero 1° dia 2° dia
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Fonte: Autor (2015).

Figura 11 - Visualiza¢do do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade com 300 mg.L™! de paraquat

Tempo zero

Fonte: Autor (2015).

Figura 12 - Visualiza¢do do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade com 400 mg.L"! de paraquat

Tempo zero 1° dia 2° dia

4° dia 5° dia 6° dia 7° dia
Fonte: Autor (2015).
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Figura 13 - Visualizagdo do crescimento do fungo Aspergillus niger AN 400 no teste de
toxicidade com 750 mg.L™!' de paraquat

4° dia
Fonte: Autor (2015).

A literatura apresenta alguns trabalhos que estudaram a toxicidade de pesticidas
em diversos sistemas com diferentes metodologias.

Koutsotoli et al. (2005) testando a toxicidade da E. coli ao herbicida atrazina,
verificaram que a concentracdo limite para a inibi¢cdo do crescimento bacteriano foi de 0,1
mg.L! de atrazina, diferentemente de outro trabalho, que testaram a toxicidade do paraquat a
mesma bactéria utilizando placas de microdilui¢do com E. coli exposta a varias formulagdes

comerciais de herbicidas, entre elas, o paraquat. A pesquisa relatou que:

[...] ap6s 5 horas de exposicdo, o herbicida paraquat na concentragio de 0,08 mg.L!
foi o Unico capaz de impedir a multiplicacdo de E. coli, caracterizado como
bacteriostatico. O herbicida paraquat foi o mais téxico para a bactéria Escherichia
coli, com potencial agdo bacteriostatica e bactericida. Ao final do periodo de
incubagdo (10 horas), foi possivel estabelecer a seguinte escala decrescente de
intoxicacao dos herbicidas sobre E. coli: Gramoxone > Gliz > Roundup = Fusilade =
MSMA = Fortex = Padron = Atranex = Combine = herbitrin = Dual > Siptran =
Agimix > DMA > Tordon =. Trifluralina [...]. (BOTELHO et al., 2010, p. 1).

Dessa forma, entende-se que o Aspergillus niger AN 400 foi mais resistente ao
paraquat do que a Escherichia coli, uma em vez que a espécie fingica cresceu em todas as
concentragdes testadas nesta pesquisa, sendo essas concentragdes superiores as utilizadas no
teste de toxicidade sobre a bactéria.

Souza Neto (2012) estudou o grau de toxicidade ao fungo Aspergillus niger AN
400 de 4gua sintética dopada com a mistura dos pesticidas atrazina, metil paration, paraquat e

deltametrina. Esse teste foi realizado em duplicata onde foram preparadas 10 placas de Petri
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divididas em 5 lotes, no qual cada pesticida apresentava as concentragdes de 7,5 mg.L! , 15
mg. L', 22,5 mg.L"' e 30 mg.L!.O tempo de incubagio nesse teste foi de 216 horas (9 dias).
Observou-se que as placas apresentaram crescimento do fungo, entretanto, o menor
crescimento ocorreu na placa de 30 mg.L!, ao contrario desta pesquisa em que o menor
crescimento ocorreu na placa de 750 mg.L™! apos 7 dias de incubacio.

Silveira (2014) avaliou a capacidade de crescimento do fungo Aspergillus niger
AN 400 na presenca de 2,4-Dinitrofenol nas concentragdes de 5 mg.L!, 10 mg.L!, 20 mg.L!,
40 mg.L!, 50 mg.L"!, 60 mg.L'1, 80 mg.L!, 90 mg.L"!, 100 mg.L"!, 200 mg.L! ¢ 300 mg.L".
O tempo de incubagdao foi de 144 horas (6 dias). Esse teste mostrou que a espécie de
Aspergillus niger AN 400 foi capaz de se reproduzir em todas as concentracdes testadas,
como visualizado nesta pesquisa, em que o fungo também foi capaz de crescer em todas as
concentracdes, embora seu crescimento tenha sido reduzido nas concentragdes de 400 mg.L e

750 mg.L.

5.2 Operaciao dos reatores em bateladas aeradas com biomassa fingica dispersa

Houve uma pequena diminui¢do da concentracdo do pesticida nos reatores de
controle (RC), no qual a concentra¢do inicial foi de 30,0 mg.L! e a final de 27,7 mg.L"! no
ultimo tempo de reagdo (30 dias).

A concentragdo inicial de paraquat para esta etapa da pesquisa foi escolhida a
partir do teste de toxicidade realizado com esse poluente na presenca da espécie Aspergillus
niger AN 400, em que o fungo apresentou o melhor crescimento visual.

Nas Figuras 14 e 15 estdo mostradas as variacdes das concentragdes e as
eficiéncias de remog¢dao do paraquat, respectivamente nos reatores RC, RF ¢ RFG com
variacao dos tempos de reacao de 0,5 a 30 dias.

A maior eficiéncia de remo¢do nos reatores com fungo (RF) foi de 23%
encontrada no ultimo tempo reacional. A concentracdo inicial do paraquat nos reatores com
fungo (RF) foi de 30,1 mg.L"! e final de 23,3 mg.L".

A maior remocao do pesticida ocorreu no reator com fungo e glicose (RFG) com
concentracio inicial de 30,1 mg.L"!, e final de 16,8 no ultimo tempo reacional, apresentando
eficiéncia de 44% encontrada no 30° dia de operacdo, no qual foi inferior a remocao do
trabalho de Hai ef al. (2012) que alcangaram remocao da atrazina de aguas residudrias no

valor de 98% com 14 dias de operagdo, usando uma cultura mista de bactérias e fungos.
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Figura 14 - Variacdo da concentra¢io do paraquat (mg.L!") nos RC, RF e RFG com biomassa
dispersa
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Fonte: Autor (2015).

Figura 15 - Percentuais de remocdo do paraquat (%) nos reatores RC, RF ¢ RFG com
biomassa dispersa
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Observou-se que na maioria dos TR estudados as remog¢des mais elevadas
aconteceram nos reatores RFG, a exce¢do do TR de 2 dias. Essa predominancia de remocao
nos RFG, provavelmente, foi decorrente da presenca do substrato primario — glicose, uma vez
que, a presenga de um substrato primario ativa o sistema enzimatico dos fungos, diminuindo a
fase Lag de crescimento, alcangando mais rapidamente a fase Log, € por consequéncia

aumentando a velocidade de consumo do poluente (SAMPAIO, 2005). Segundo Sumathi e
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Manju (2000) para que os fungos removam de forma mais eficiente os compostos persistentes
¢ necessario a presenga do cossubstrato no sistema.

Silveira (2014) também alcangou maior remog¢do do 2,4 dinitofenol nos reatores
que continham glicose com valor de 23,5%. A autora, da mesma forma que realizado nesta
pesquisa, inoculou o Aspegillus niger AN 400 em reatores em bateladas com biomassa
dispersa, usando a glicose como cossubstrato na concentracio de 0,5 g.L'. Nos reatores com
fungo (RF) esse percentual foi menor, apresentando valor de 11,7% e reforcando a
necessidade de um cossubtrato para degradar o 2,4 dinitofenol.

Peralta et al. (2010) quando estudaram a producao de enzimas ligninoliticas pelo
fungo Ganoderma lucidum para a remocao bioldgica dos pesticidas bentazon e diuron,
observaram que os micro-organismos foram resistentes aos mesmos, embora o grau de
resisténcia ndo tenha sido o igual, pois foram utilizadas as concentracdes de 20 mg.L! e 80
mg.L! para bentazon e diuron, respectivamente. Foi observado durante as primeiras 48 horas
de operacdao uma melhor produg¢do de enzimas no reator contendo bentazon, no qual
apresentou maior remocao da ordem de 39%, inferior a da presente pesquisa (44%). O estudo
mostrou que o fungo Ganoderma lucidum foi capaz de remover o bentazon e o diuron e, como
outros fungos da podriddo branca, eles podem ser considerado uteis no desenvolvimento de
métodos destinados a reduzir a contaminacdo por pesticidas, da mesma forma que o
Aspergillus niger AN 400, nesta pesquisa.

Com relagdo a legislacdo, a Brasileira nao estabelece os limites maximos
aceitaveis de paraquat em efluentes. Porém, a Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de julho de
2002, em seu Art. 4°, inciso VII, estabelece concentragdes maximas de langamento de até
0,05 mg.L"! de compostos organoclorados (pesticidas, solventes, etc.) em efluentes. Destaca-
se que a concentracao de paraquat encontrada no ultimo tempo reacional (30 dias) foi de 16,8
mg.L! nos RFG, ou seja, essa concentragdo esta acima dos limites aceitdveis desta portaria.

Em ambito Nacional a Resolugdo do CONAMA n° 357 de 17 de margo de 2005
estabelece valores maximos permitidos em aguas doces de Classe 1 para alguns tipos de
agrotoxicos, tais como, aldrin, dieldrin, atrazina, endossulfan, endrin, entre outros. Da mesma
forma, a Portaria do Ministério da Satde n° 2914 de 12 de dezembro de 2011 apresenta
valores maximos permitidos de alguns agrotdxicos na dgua para consumo humano. Em escala
global, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) estabelece valores
méximos permitidos de 20 pug.L™! do paraquat em 4gua para consumo humano (EPA, 2010).

Nas Figuras 16 e 17 estdo apresentadas as variagdes das concentracdes € a

eficiéncia de remogao da DQO total nos RC, RF e RFG.
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A concentracdo inicial de DQO total nos RC foi de 70,5 mg.L! e a final de 66,5
mg.L!, com pequenas oscilagdes ao longo dos tempos reacionais estudados.

Nos RF a concentragio inicial de DQO total foi de 73 mg.L™! e final de 40,3 mg.L-
I, A remogdo ocorreu em todos os tempos estudados, porém no 15° e 20° dias de operagio as
concentragdes foram proximas nos valores de 54,2 mg.L"' ¢ 54,7 mg.L"! respectivamente. E
importante destacar que nesses mesmos tempos de reacao (15° e 20° dias) as concentragdes
finais de paraquat foram préximas, ou seja, a remo¢ao da matéria organica em termos de
DQO total acompanhou a remog¢ao de paraquat nos RF nos tempos citados.

Nesta pesquisa a maior eficiéncia de remogao da DQO total foi encontrada nos RF
no valor de 45% no ultimo tempo reacional. Essa eficiéncia foi maior do que a do trabalho de
Souza Neto (2012), que avaliou a capacidade do fungo Aspergillus niger AN 400 na
degradagdo de matrizes aquosas dopadas com diversos pesticidas, entre eles o paraquat, em
reatores com biomassa dispersa, no qual encontrou 28% de remog¢ao de DQO total no RF no
ultimo tempo reacional (30 dias).

A concentragdo inicial de matéria organica expressa em termos de DQO total nos
RFG foi de 480 mg.L!, e no ultimo tempo de reacdo esta concentragdo diminuiu para 300

mg.L!, sendo que a eficiéncia no 30° dia foi de 38%.

Figura 16 - Variagao da concentracdo da matéria organica expressa em termos de DQO total

(mg.L") nos reatores RC, RF e RFG com biomassa dispersa
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Figura 17 - Percentuais de remocao da matéria organica expressa em termos de DQO total
(%) nos reatores RC, RF e RFG com biomassa dispersa
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Segundo a Portaria da SEMACE n°® 154 de 22 de Julho de 2002, o limite de
matéria organica em termos de DQO permitido para langamento de efluentes industriais no
estado do Ceard ¢ de 200 mg.L!. Portanto a melhor remogio de DQO total foi encontrada no
Gltimo tempo reacional nos RF, na concentragio de 40,3 mg.L"!, valor abaixo do limite
tolerado pela Portaria citada.

Nas Figuras 18 e 19 estdo apresentadas as variagdes das concentragdes € a
eficiéncia de remocao da DQO soluvel ao longo do processo.

A concentracdo inicial da DQO soltivel nos reatores RC foi de 51,6 mg.L"!, valor
menor do que a concentragao inicial da DQO total nesse mesmo reator, que foi de 70,5 mg.L"
!. Houve melhor remogio da matéria organica expressa na forma de DQO solavel nos RF.
Esse reator apresentou concentracdo inicial de 54,7 mg.L"! e final de 27,5 mg.L"! com 50%
de remogao de DQO soluvel no ultimo tempo reacional.

Nos RFG a concentragio inicial foi de 435 mg.L™!, e no ultimo tempo de reagio a
concentragio diminui para 265 mg.L!. A maior eficiéncia de remocdo nesse reator foi

encontrada no ultimo tempo reacional no valor de 40%.
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Figura 18 - Variagdo da concentracdo de matéria organica expressa em termos de DQO
soltivel (mg.L™!) nos reatores RC, RF ¢ RFG com biomassa dispersa
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Figura 19 - Percentuais de remocao da matéria organica expressa em termos de DQO soluvel
(%) nos reatores RC, RF e RFG com biomassa dispersa
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Comparando as remogdes da DQO total com a DQO soluvel, percebeu-se que as

maiores remogdes da DQO total ocorreram nos reatores RF a partir de uma concentragao

inicial de 73 mg.L! e final de 40,3 mg.L"".
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Esse mesmo comportamento foi observado nas remocdes da DQO soluvel, pois a
mesma apresentou maior remog¢ao nos RF no altimo tempo reacional.
Na Figura 20 estdo representadas as variagdes das concentragdes de solidos

suspensos volateis (SSV) ao longo do sistema.

Figura 20 - Varia¢des das concentracdes de SSV (mg.L!) nos RC, RF ¢ RFG com biomassa
dispersa.
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Nos RC houve pouca variagdo da concentracdo inicial dos SSV. Esse
comportamento ja era esperado, uma vez que nao houve inocula¢io fingica no meio.

Nos RF a concentragio inicial foi de 1,33 mg.L!, e a final foi de 2,5 mg.L'\. A
maior concentragao de SSV foi nos RFG, pois 0 mesmo apresentou concentracao inicial de
1,83 mg.L! e final de 2,83 mg.L'. Embora o metabolismo e o crescimento fiingico sejam
influenciados positivamente pela presenga da glicose (YAO et al., 2013), possivelmente nos
reatores RF os micro-organismos utilizaram como Unica fonte de carbono o pesticida.

Observando as redugdes das concentragcdes de DQO e paraquat, entende-se que o
aumento da concentragdo de sélidos suspensos volateis (SSV) pode estar relacionado com a
remocao da matéria organica expressa em termos de DQO e do pesticida, pois segundo
Kyriacou ef al. (2005) o aumento da concentragdo microbiana em sistemas de tratamento de
aguas residuarias, estar relacionado com a disponibilidade de alimentos, ocasionando assim

um melhor polimento da 4gua.
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No entanto, entende-se que a remoc¢do da matéria organica e do pesticida nos
reatores proporcionou maior crescimento de biomassa no meio, ocasionando assim, aumento
nas concentragdes de solidos suspensos volateis (SSV). Na Figura 21 estdo expressos os
valores de pH nos RC, RF ¢ RFG.

No RC o pH apresentou oscilagdo entre 7,1 e 7,6. Essa faixa de pH ja era esperada
em decorréncia de supostamente nao haver remog¢ao biologica do paraquat, uma vez que nao

foi inoculado a espécie do Aspergillus niger AN 400.

Figura 21 - Valores de pH obtidos nos RC, RF ¢ RFG com biomassa dispersa
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Os RF apresentaram poucas variagdes de pH, pois o valor inicial foi de 7,2 € o
final de 7,9 no ultimo tempo reacional. A partir do 15° dia o valor de 7,9 se repetiu até o
tempo final de reacdo.

A maior variacdo de pH foi nos reatores RFG, pois o pH inicial foi de 7,3 e o
final de 3,1. Do 1° para o 2° dia houve uma diminui¢do do valor inicial de 7,2 no 1° dia para
5,0 no 2° dia. A partir dai, o pH s6 diminuiu, até atingir o valor de 3,1.

Essa faixa de pH ¢é importante para o bom crescimento de fungos do género
Aspergillus em processos aerdbios, pois de acordo com Rodriguez et al. (2014) a faixa 6tima
para o crescimento de fungos desse género ¢ entre 3,3 e 7,5. Essa mesma faixa foi encontrada
no trabalho de Silva ef al. (2012) que pesquisou o papel do cossubstrato na remogado de
corante téxtil por Aspergillus niger AN 400 inoculado em reatores em bateladas sequenciais,
no qual o pH do meio foi mantido entre 5,0 ¢ 6,0 o que permitiu um melhor desempenho da

espécie para a remog¢ao do poluente em meio acido.
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Da mesma forma Pan et al. (2014) que estudaram a degradacdo do antraceno por
Aspergillus fumigatus usando a lactose como cossubstrato, encontraram melhores remogdes
desse hidrocarboneto em pH na faixa de 5,0 a 7,5, com percentuais de remocao de 60%. Para
valores de pH abaixo de 4,0 a remogao apresentou percentual de 49%.

Nas Figuras 22 e 23 estdo apresentadas a variacdes das concentracdes de amonia
(NH3) e a eficiéncia de remogao ao longo do processo, respectivamente.

Griffin (1994) relatou que o ifon amonio (NHs") é considerado a fonte de
nitrogénio preferida pelos fungos e bactérias. Entretanto, nos RF e RFG ocorreram remocgdes
da amodnia (NH3), subtendendo-se que houve preferéncia dos fungos pela mesma. Rodrigues e
Marinho (2012) relataram que o fon aménio (NH4") regula a utilizagdo de nitrogénio pelo
fungo, sendo esse ion, essencial para o metabolismo do nitrogénio nesses micro-organismos.

A maior remoc¢do da amoénia ocorreu no RFG, no qual apresentou concentraciao
inicial de 2,7 mg.L! e final de 1,5 mg.L"!. Esses valores estdo de acordo com a Portaria da
SEMACE n° 111 de 05 de abril de 2011, citados na Tabela 6.

No RF a remocao da concentracdo de amodnia (NH3) foi menor do que no RFG,
pois a concentragio inicial no RF foi de 1,8 mg.L! e final de 1,4 mg.L"!.

Em suma, a maior remog¢ao da amoénia ocorreu nos RFG com percentuais de 44%
no ultimo tempo reacional. Nos RF essa remog¢ao alcangou valor de 22% no mesmo tempo

reacional do RFG.

Figura 22 - Varia¢do da concentra¢io de amonia (mg.L') nos RC, RF ¢ RFG com biomassa
dispersa
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Figura 23 - Percentuais de remocao da amonia (%) nos reatores RC, RF e RFG com biomassa
dispersa
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Fonte: Autor (2015).

Nas Figuras 24 e 25 estdo apresentadas a variagdes das concentragdes de nitrito
(NO2) e a eficiéncia de remocao ao longo do processo, respectivamente.

Nas analises do nitrito (NO>") os RC apresentaram concentragdo inicial de 0,46
mg.L! e final de 0,21 mg.L"". O nitrito pode ser rapidamente convertido a nitrato, dessa forma
as baixas concentragdes de nitrito nos reatores podem estar relacionadas a essa transformagao,
pois segundo Gabiatti (2010) a amonia tende a ser convertida a amonio, que por sua vez €
transformado em nitrito e em seguida a nitrato, através da agdo microbiana utilizando o
oxigénio como aceptor de elétrons.

A maior remoc¢do do nitrito foi nos RFG no qual apresentou concentragdo inicial
de 0,33 mg.L! e final de 0,04 mg.L!, com eficiéncia de remocio de 88% no tltimo tempo
reacional.

Nos RF a remog¢do da concentracdo de nitrito foi menor do que no RFG, pois o RF
apresentou concentracdo inicial de 0,33 mg.L! e final de 0,07 mg.L"!, com eficiéncia de

remogao de 79% no ultimo tempo reacional.
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Figura 24 - Variacdo da concentracdo de nitrito (mg.L') nos RC, RF ¢ RFG com biomassa
dispersa
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Fonte: Autor (2015).

Figura 25 - Percentuais de remocao do nitrito (%) nos RC, RF e RFG com biomassa dispersa
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Fonte: Autor (2015).

Han et al. (2014) estudaram a remogao de nitrogénio de dguas residudrias a partir
de tecnologia de carvao ativado. Os autores operaram um sistema de combinagdo de carvao
ativado para remover nitrogénio total por via anaerdbia, onde encontraram percentuais de
remogdo de nitrogénio de 75,8% com concentragio final de 0,32 mg.L! no qual esse
percentual de remoc¢do foi menor do que nesta pesquisa, mostrando a viabilidade do

tratamento de aguas residudrias por processos bioldgicos.
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Ainda sobre remocdo de nitrogénio, Wu et al. (2012) estudaram os sistemas
alagados construidos, no qual apresentavam altas taxas de nitrogénio. No entanto, ao longo de
um periodo de estudos de 14 meses, o sistema foi capaz de remover até 56,2% de nitrito por
processos fisicos de remogao, valores inferiores ao da presente pesquisa, na qual foi alcancada
remog¢ao maxima de 88% de nitrito em reatores RFG no TR de 30 dias.

Segundo Griffin (1994), o nitrito embora toxico para alguns fungos, pode ser
assimilado pelos mesmos, quando esses micro-organismos possuem a capacidade de consumir
nitrato. Um exemplo disso é o Aspergillus niger, no qual possui habilidade para degradar
compostos nitrogenados, retirando amoénia e nitrito do meio (SANGTIEAN & SCHMIDT
2002). Isso pode justificar o ocorrido nesta pesquisa, pois o consumo de nitrito foi maior do
que o consumo de nitrato e amonia.

As Figuras 26 e 27 demonstram as variagdes das concentragdes de nitrato (NO3") e
a eficiéncia de remogao ao longo do sistema, respectivamente.

A concentracio inicial do nitrato (NO3’) no RC foi de 1,15 mg.L™! e final de 1,12
mg.L!. Os RF apresentaram concentracio inicial de 1,18 mg.L! e final de 0,8 mg.L"!. No 2°,
5°,10° e 15° dias a concentracdo do nitrato permaneceu constante em torno de 1,0 mg.L!. A
partir do 20° dia essa concentragdo comecou a diminuir até atingir a concentracdo de 0,8
mg.L" no tltimo tempo de reagao.

Os RFG apresentaram remog¢ao do nitrato igual as dos RF, pois a concentragao
inicial foi de 1,18 mg.L"! e a final foi de 0,8 mg.L!' com percentual de remogdo de 31% no

ultimo tempo reacional nos dois reatores.

Figura 26 - Varia¢do da concentragio de nitrato (mg.L'') nos RC, RF e RFG com biomassa
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Figura 27 - Percentuais de remocao do nitrato (%) nos RC, RF e RFG com biomassa dispersa
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5.3 Operacio dos reatores em bateladas sequenciais com biomassa fiingica imobilizada

As variaveis analisadas nos reatores em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada foram concentragdes de paraquat, DQO total e pH. Com relagdo ao paraquat a
maior remog¢ao aconteceu no TR de 8 dias com eficiéncia média de 40%. Nesse TR as
maiores remocdes ocorreram nos dois primeiros ciclos com eficiéncia de 89% e 80%,
respectivamente.

Nas Figuras 28 e 29 estdo mostradas as variagdes das concentracdes do paraquat e
a eficiéncia de remogao nas bateladas sequenciais com biomassa imobilizada no TR de 8 dias.

A concentracdo inicial no 1° ciclo foi de 28,4 mg.L!, e a final foi de 3,1 mg.L".
No 2° ciclo a concentragdo inicial foi de 30 mg.L™!, diminuido para 6,1 mg.L"!. Mesmo com a
concentragdo final de 3,1 mg.L! no 1° ciclo, essa remogdo ndo estd dentro do previsto na
Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de Julho de 2002, citada na Tabela 6.

As melhores remoc¢des nos primeiros ciclos do TR de 8 dias podem estar
associadas a velocidade inicial de degradacdo e a concentragdo de biomassa ativa no reator. A
troca do efluente para inicio de cada ciclo pode ter favorecido perdas importantes de biomassa
ativa, e com isso proporcionado uma diminui¢ao da degradagdo. Contudo, observa-se que ao

longo dos ciclos as remogdes comecam um processo de estabilidade, apesar de possivelmente
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haver formacao de nova biomassa a cada troca do efluente sintético, o RBS vai respondendo
satisfatoriamente, ap6s o inicio operacional.

As remogdes de pesticida desta pesquisa foram maiores do que as do trabalho de
Zhu et al. (2013) que alcangaram remogdes do pesticida endosulfan da ordem de 42,7% no
TR de 8 dias, com concentragio inicial de 100mg.L!. Os autores estudaram a biodegradacio
do pesticida endosulfan pela cepa bacteriana Alcaligenes faecalis JBW4. Essa cepa foi isolada
a partir de lodos ativados e foi capaz de utilizar o endosulfan como fonte de carbono e
energia. Os autores operaram um reator em bateladas com biomassa imobilizada da espécie
bacteriana descrita.

Na pesquisa de Tastan e Donmez (2014) que realizaram analises para testar a
biodegradacao do pesticida triclosan por indculo da espécie fungica Aspergillus versicolor de
agua residudria sintética, os autores alcancaram 71,92% de remoc¢ao do pesticida no 5° dia de
opera¢do, com uma concentracdo inicial do pesticida de 7,5 mg.L!, diferentemente desta
pesquisa em que a remocao maxima de 89% foi alcangada apos 8 dias de reagdo, com
concentragdo do pesticida de 30 mg.L!. Isso mostra que o Aspergillus niger AN 400 foi
eficiente na remocgao do paraquat, principalmente em decorréncia da molécula do paraquat ser

mais complexa do que a molécula do triclosan.

Figura 28 - Varia¢do da concentragio do paraquat (mg.L™") no reator em bateladas sequenciais
com biomassa imobilizada no TR de 8 dias
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Figura 29 - Percentuais de remog¢do do paraquat (%) no reator em bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada no TR de 8 dias
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Na Figura 30 estdo representadas as variacdes de pH nas bateladas sequenciais

com biomassa imobilizada no TR de 8 dias . Os valores de pH nesta fase, variaram na faixa de

34 e 8,0. No 1° ciclo notou-se que houve diminuicdo do pH de 6,7 para 3,5. Este

comportamento corrobora com o melhor resultado de remocdo de paraquat, também nos

ciclos iniciais.

Figura 30 - Valores de pH obtidos no reator em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada no TR de 8 dias
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Esses baixos valores de pH proporcionam aos fungo melhores desempenhos na
remocao de poluentes, pois segundo Han ef al. (2014) pH abaixo de 5 melhora a atividade
enzimatica do Aspergillus niger.

Nos 2° e 3° ciclos, as variagdes foram semelhantes, havendo um aumento de pH
no 4° ciclo para 7,6, chegando a uma faixa quase constante de valores nos proximos ciclos.
As maiores remogdes do pesticida nessas bateladas ocorreram na faixa de pH entre 3,5 ¢ 6,5.
Da mesma forma, na batelada com biomassa dispersa, as melhores remogdes do pesticida
ocorreram na faixa de pH de 3,1 e 7,3 nos RFG. Esse comportamento pode estar ligado a
influéncia do pH na atividade enzimatica do fungo, pois segundo Maciel (2006) em sistemas
com pH na faixa de 4,5 e 7,0 os fungos sintetizam enzimas mais ativas.

Bhalerao e Puranik (2007) estudando a degradacdo do endulsufan com o uso de
Aspergillus niger, observaram que valores de pH na faixa de 4,0 e 7,5 estdo diretamente
ligados a capacidade do fungo em degradar o endulsufan, comportamento parecido com a
maioria dos ciclos desta pesquisa em que as maiores remocdes do paraquat ocorreram em
meios com pH na faixa de 3,5 ¢ 6,5.

Com relacdo a matéria organica expressa em termos de DQO total a maior
remocao ocorreu no 5°ciclo do TR de 8 dias com o percentual de 98,80%, e as menores no 2°
e 9° ciclos, com 78,9% e 78,6%, respectivamente. A eficiéncia média de remog¢ao da DQO
total no TR de 8 dias foi de 88%.

Nas Figuras 31 e 32 estdo apresentadas as variagdes das concentragdes € a

eficiéncia de remocao da DQO total no TR de 8 dias.

Figura 31 - Variagao da concentracdo da matéria organica expressa em termos de DQO total
(mg.L") nas bateladas sequenciais com biomassa imobilizada no TR de 8 dias
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Figura 32 - Percentuais de remoc¢do da DQO total (%) no reator em bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada no TR de 8 dias
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A concentragdo de DQO total desta etapa da pesquisa foi abaixo do limite
permitido pela Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de Julho de 2002, conforme citado na
Tabela 6, apresentando valor de 6,7 mg.L™!, comprovando a eficiéncia do fungo na remogio
da matéria organica expressa em termos de DQO.

As remogoes de DQO total nas bateladas com TR de 8 dias foram maiores do que
as remoc¢des de DQO total das bateladas com biomassa dispersa, no qual apresentaram valores
de 45% e 38%, respectivamente para os RF e RFG no tltimo tempo reacional. Nesta etapa, os
valores de remog¢ao de DQO total mostraram a possivel utilizacdo do cossubstrato pelo fungo,
entendendo-se que a atividade enzimética desse micro-organismo foi eficiente para auxiliar na
degradacdo do pesticida estudado, pois de acordo com El-Rahim et al. (2009) a adi¢dao de
cossubstrato em sistemas de tratamento de aguas residudrias ¢ um dos fatores que melhora o
desempenho do fungo em remover poluentes. Além disso, a utilizagdo de biomassa fungica
aderida em material suporte apresenta melhores resultados de remo¢do de matéria organica,
frente aos ensaios com biomassa dispersa (Hai ef al., 2012). Segundo Santaella et al. (2009)
quando os micro-organismos sdo imobilizados ha um aumento da produtividade de sintese
dos compostos persistentes nos sistemas de tratamentos de efluentes.

A eficiéncia média de remocdo da DQO total do TR de 8 dias (88%) foi superior
ao encontrado no trabalho de Almeida (2010), no qual avaliou o desempenho de um reator
aerobio com biomassa aderida para o tratamento de esgoto doméstico, encontrando valores de

remocao de DQO total de 31% na 2° fase de operacdao no TR de 12 horas.
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No trabalho de Silva et al. (2012), os autores destacaram que o fungo Aspergillus
niger AN 400 removeu 48% de DQO total no reator com fungo na presenga da sacarose, com
TR de 5 dias. Essa remog¢do foi menor comparada com a presente pesquisa, no qual foi
removido 88% de DQO total no TR de 8 dias na presenga da glicose.

Nas Figuras 33 e 34 estdo apresentadas as variacdes das concentragdes e a
eficiéncia de remog¢ao do paraquat no TR de 48 horas.

A remog¢ao média do pesticida nos ciclos com TR de 48 horas foi de 17%. No 1°
ciclo a concentragdo inicial do paraquat foi de 28 mg.L™! reduzindo para 23,2 mg.L!. A maior
remogao do pesticida ocorreu no 2° ciclo, pois a concentracdo do paraquat diminui de 29,6
mg.L! para 16,4 mg.L!, com eficiéncia de remog¢io de 48%. Mesmo com essa concentracio
de 16,4 mg.L"!, esse valor ndo esta dentro do previsto na Portaria da SEMACE n° 154 de 22
de Julho de 2002, pois a concentracdo maxima de pesticidas para o lancamento em efluentes ¢
de 0,05 mg.L".

A segunda maior remocao ocorreu no 6° ciclo com concentragdo inicial de 26,6
mg.L! e final de 18,3 mg.L"!. As menores remogdes ocorreram 3° e 4° ciclo, com remogio

de 4% e 5%, respectivamente.

Figura 33 - Variagdo da concentragio do paraquat (mg.L™") no reator em bateladas sequenciais
com biomassa imobilizada no TR de 48 horas
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Figura 34 - Percentuais de remog¢do do paraquat (%) no reator em bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada no TR de 48 horas
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Na Figura 35 estdo representadas as variagdes de pH nas bateladas sequenciais
com biomassa imobilizada no TR de 48 horas.

A variacdo do pH nas bateladas com TR de 48 horas foram maiores nos trés
primeiros ciclos, sendo que no 3° houve a maior variagdo com valor de 6,6 para 3,6. Essa
faixa de pH melhora a atividade enzimatica do fungo e contribui para melhores remoc¢des da
matéria organica (TRABULSI E ALTERTHUM, 2004).

A partir do 4° ciclo houve aumento do pH que pode ser explicado pelo possivel
consumo de acidos no meio (RODRIGUEZ et al., 2014). Apesar de ndo ter ocorrido variagdo
de pH no 6° ciclo do TR de 48 horas, o mesmo foi o segundo maior em remocgao do pesticida.
Isso pode ter ocorrido em decorréncia de alguns micro-organismos melhorarem seu
metabolismo em pH entorno de 7,0, pois Tastan e Donmez ef al. (2014) realizaram testes para
verificar a biodegradacdo do pesticida triclosan por fungos da espécie Aspergillus versicolor,
onde alcangaram remocgdes maximas do pesticida de 55% com pH de 7,0 no 5° dia de
operagao.

Apesar dos fungos apresentarem melhores remogdes de matéria organica em
meios acidos (Hai ef al., 2012), contudo, algumas bactérias da espécie Pseudomonas Gram-
negativas, apresentam melhores percentuais de remoc¢do em pH maiores, pois Segundo Jilani
(2013) pH acima de 7,0 melhora a atividade enzimatica dessas bactérias. Esta afirmativa ¢
corroborada por Maria et al. (2002), na qual explicaram que espécies de Pseudomonas

apresentam crescimento favoravel para a degradagao de pesticidas na faixa de pH de 5.5a 9,5,



65

com melhor resultado em pH 7,0. Da mesma forma, Mandelbaum et al. (1995) constataram
que ocorreu degradacdo da atrazina por Pseudomonas em faixa de pH de 5,5 a 8,5.

Essa faixa de pH pode favorecer algumas bactérias, pois Zhu et al. (2013)
utilizaram cepa bacteriana de Alcaligenes faecalis JBW4 para a remocgao bioldgica do
pesticida endosulfan, no qual encontraram maior remogao desse pesticida em meio com pH

em torno de 7,0.

Figura 35 - Valores de pH obtidos no reator em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada no TR de 48 horas
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Fonte: Autor (2015).

Nas Figuras 36 e 37 estdo apresentadas as variagdes das concentragdes € a
eficiéncia de remocao da DQO total no TR de 48 horas.

Com relacdo a matéria organica expressa em termos de DQO total, houve
remocao em todos os ciclos do TR de 48 horas. No 1° ciclo, verificou-se a ocorréncia de uma
fase do Aspergillus niger de adaptacao ao meio. O sistema apresentou percentual de consumo
de DQO total de 54% no 1° ciclo.

As maiores remogdes ocorreram no 10° ciclo com eficiéncia de remogao de 61%.
Nesse ciclo os micro-organismos consumiram boa parte da matéria organica que apresentou
concentragio inicial de 499 mg.L! e final de 192 mg.L!. As menores remogdes ocorreram no
2° ciclo com concentracdo inicial de 520 mg.L! e final de 246 mg.L! com percentual de

remogao de 53%.
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A melhor remog¢ao de DQO foi encontrada no 10° ciclo com concentragao final de
192 mg.L"!, valor abaixo do limite estabelecido pela Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de
Julho de 2002, citada na Tabela 6.

Cereti et al. (2004) utilizaram Aspergillus niger como indculo para tratamento de
agua residudria de fabrica de azeite de oliva, porém em um reator “airlift” com matéria
organica na concentrag¢do de 3.600 mg.L! de DQO total. A operagido ocorreu no regime de
batelada repetida, sendo que parte da aliquota era removida a cada 48 horas e o reator
realimentado. Foram operados 5 ciclos e a maior remogao de matéria organica ocorreu no 4°
ciclo com percentual de 64%, resultados proximos ao desta pesquisa em que a maior remocao
da matéria organica expressa em termos de DQO total ocorreu no 10° ciclo do TR de 48 horas

com percentual de 61%.

Figura 36 - Variag¢do da concentragdo da matéria organica expressa em termos de DQO total
(mg.L") nas bateladas sequenciais com biomassa imobilizada no TR de 48 horas
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Figura 37 - Percentuais de remog¢do da DQO total (%) no reator em bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada no TR de 48 horas
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Fonte: Autor (2015).

Nas Figuras 38 e 39 estdo apresentadas as variagdes das concentragdes e a
eficiéncia de remogao do paraquat no TR de 24 horas.

Nas bateladas com TR de 24 horas a maior remogao do paraquat ocorreu no 6°
ciclo, tendo sido a concentragio inicial de 26,0 mg.L™! e a final de 18,0 mg.L"!' com eficiéncia
remocdo de 30%. Portanto, essa concentracdo de 18,0 mg.L™! nio estd dentro do previsto na
Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de Julho de 2002, conforme tabela 6.

O 1° e 0 4° ciclos apresentaram menores remogoes, com eficiéncia de 3% e 4%,
respectivamente. A eficiéncia média de remoc¢do no TR de 24 horas foi de 10%, valor menor
do que nas bateladas com TR de 48 horas que foi de 17%.

Essa diferengca de remocao pode estar ligada ao tempo de reagdo, pois segundo
Sharari et al. (2013) alguns compostos recalcitrantes requerem mais tempo para que a
biodegradacdo seja completa, o que pode ter ocorrido nesta pesquisa, especialmente em
componentes resultantes da molécula do paraquat ou outras moléculas persistentes presentes

no efluente sintético.
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Figura 38 - Varia¢do da concentragio do paraquat (mg.L ") no reator em bateladas sequenciais
com biosglassa imobilizada no TR de 24 horas
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Fonte: Autor (2015).

Figura 39 - Percentuais de remocdo do paraquat (%) no reator em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no TR de 24 horas
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Na Figura 40 estdo representadas as variagdes de pH nas bateladas sequenciais
com biomassa imobilizada no TR de 24 horas.

O comportamento do pH nas bateladas com TR de 24 horas foi semelhante ao das
bateladas com TR de 48 horas, apresentando nos trés primeiros ciclos pH na faixa de 3,5 e
6,5. A partir do 4° ciclo houve aumento do pH, ja explicado pelo possivel consumo de acidos
no meio (EL-RAHIM et al., 2009). O 3° ciclo foi o que a presentou maior variacao de pH na
faixa de 3,2 e 6,6, valores proximos do TR de 48 horas (3,6 ¢ 6,6).
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Figura 40 - Valores de pH obtidos no reator em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada no TR de 24 horas
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Fonte: Autor (2015).

Nas Figuras 41 e 42 estdo apresentadas as variacdes das concentragdes e a
eficiéncia de remog¢ao da DQO total no TR de 24 horas.

No TR de 24 horas as remogdes de DQO total ocorreram em todos os ciclos com
eficiéncia média de remogao de 53%. Embora essa remogao tenha sido inferior ao TR de 48
(56%) horas esse percentual ¢ relevante comparado ao trabalho de Pinheiro et al. (2012) que
obtiveram, em 4 dias de operacao 71% de remocdao de DQO em meio aquoso contendo
benzeno, por acdo do Aspergillus niger, crescendo na forma de biomassa imobilizada, em
reatores em bateladas.

A maior remog¢ao ocorreu no 10° ciclo com percentual de 57%. A concentracao
inicial nesse ciclo foi de 499 mg.L"! e a final foi de 215 mg.L!, no qual essa concentragio
final ndo se enquadrou no previsto da Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de Julho de 2002,
citada na Tabela 6.

A menor remog¢ao ocorreu no 2° ciclo, no qual a concentracdo inicial foi de 520

mg.L"! e a final foi de 275 mg.L"!, apresentando eficiéncia de remocio de 47%.
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Figura 41 - Variagao da concentracdo da matéria organica expressa em termos de DQO total
(mg.L") nas bateladas sequenciais com biomassa imobilizada no TR de 24 horas
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10

I Oh
N 24h

Figura 42 - Percentuais de remog¢ao da DQO total (%) no reator em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no TR de 24 horas
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Nas Figuras 43 e 44 estdo apresentadas as variacdes das concentragdes e a

eficiéncia de remog¢ao do paraquat no TR de 12 horas.
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Houve remocao do pesticida em todos os ciclos estudados no TR de 12 horas,
sendo que a maior remog¢do ocorreu no 8° ciclo com percentual de 9%, na qual ndo se
enquadrou na Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de Julho de 2002, citada na Tabela 6. A

remocao média no ciclo de 12 horas foi de 6%.

Figura 43 - Varia¢do da concentragio do paraquat (mg.L ") no reator em bateladas sequenciais
com biomassa imobilizada no TR de 12 horas
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Figura 44 - Percentuais de remog¢ao do paraquat (%) no reator em bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada no TR de 12 horas
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Comparando as remogdes de paraquat nos diferentes TR estudados, os melhores
resultados ocorreram nas bateladas sequenciais aeradas com biomassa imobilizada no TR de 8
dias, pois nessas bateladas a remocao média foi de 40%, e as melhores remogdes ocorreram
no 1° e 2° ciclo com percentual de 89% e 80% respectivamente.

Em contrapartida, nas bateladas com biomassa dispersa, o percentual de remog¢ao
de paraquat foi de 44% nos RFG no ultimo tempo reacional (30 dias). Mesmo assim, as
remocodes nas bateladas com biomassa imobilizada foram mais significativas do ponto de vista
do TR, pois foram necessarios 8 dias de reacdo para remover quase o mesmo percentual de
paraquat das bateladas de 30 dias (44%) com biomassa dispersa. As menores remogdes
ocorreram no RBS nos TR de 48, 24 e 12 horas com percentuais de 17%, 10% e 6%,
respectivamente.

As melhores eficiéncias de remogdes nas bateladas com biomassa imobilizada
podem estar associadas ao fato dos micro-organismos degradarem com mais eficiéncia o
poluente, estando aderidos em meio suporte, pois segundo Sharma e Gupta (2012), a
imobilizagdo de células fungicas em bateladas apresenta melhor desempenho do que utilizar
células livres, uma vez que o tempo de adaptacdo e consequentemente o tempo de
biodegradacao ficam reduzidos.

Souza Neto (2012) encontrou melhores resultados quando utilizou biomassa
imobilizada para a remocdo da matéria organica de agua sintética contendo atrazina,
deltametrina, metil paration e paraquat, em reatores em bateladas com biomassa dispersa e
imobilizada de Aspergillus niger AN 400.

Com biomassa dispersa, o autor empregou tempos de reacao de 1, 3, 7, 10, 15,
20, 25 e 30 dias, o que resultou numa média de remog¢ao de 37% nesses tempos. Com
biomassa imobilizada, os tempos de reacao analisados foram de 1, 2, 3, 4, 5 e 7 dias durante 4
ciclos, e a maior remocao da matéria organica foi encontrada no 1° ciclo com percentual de
75%, comportamento parecido ao da presente pesquisa que apresentou melhores remocdes de
matéria organica no 1° ciclo com percentual de 89%, utilizando biomassa imobilizada.

Nesta etapa da pesquisa foi realizado o ensaio de adsor¢ao do paraquat no material
suporte (espumas de poliuretano), visando verificar a quantidade de pesticida adsorvido no
meio suporte. O resultado do teste de adsorc¢ao esta apresentado na Tabela 12.

O ensaio de adsor¢do foi realizado sem a interferéncia do fator biologico, pois ndo
houve adi¢ao do fungo Aspergillus niger AN 400 no reator.

Verificou-se que o material suporte alcangou o ponto de saturagdo para o pesticida

em 20 minutos, no qual resultou em uma capacidade méaxima de adsor¢dao de 0,087g do
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pesticida paraquat em 15 g de espuma de poliuretano, ou seja, 0,0058 g de pesticida por

grama de espuma de poliuretano.

Tabela 12 - Ensaio de adsor¢do do paraquat no material suporte com intervalos de tempo
determinados

Tempo (min) Co(mg/L) Ce(mg/L) Co-Ce(mg/L) (Co-Ce) x V (mg)

0 30 30 0 0

2 30 29,9 0,1 0,4

4 30 29,4 0,6 2,4

5 30 27,2 2,8 11,2

6 30 26,7 3,3 13,2

8 30 27,2 2,8 11,2

10 30 26,3 3,7 14,8

15 30 25,8 4,2 16,8

20 30 25,6 4,4 17,6 %:87,6
25 30 28,5 1,5 6

30 30 29,6 0,4 1,6

35 30 29,4 0,6 2,4

x 97,6

Fonte: Autor (2015).

Sendo;
Co: Concentracao de paraquat afluente (mg/L);
Ce: Concentragao de paraquat no efluente (mg/L);

V: Volume (L)

Ao realizar o balanco de massa total de pesticida removido pelo sistema ao longo
de todo o tempo de operacao do reator, verificou-se remocdao de 0,46 g de pesticida.
Considerando 15 g de espuma presentes no reator, haveria 0,03 g de pesticida para cada
grama de material suporte, valor este muito superior a capacidade de adsor¢do da espuma de
poliuretano que foi de 0,0058 g de pesticida por grama de espuma. Portanto, isso significa que
a adsor¢do ndo foi o principal mecanismo de remog¢dao do paraquat, comprovando que a
remocao do pesticida decorreu da acdo dos micro-organismos presentes no reator.

No trabalho de Vilar et al. (2012) que trataram efluentes contendo pesticidas, os

autores destacaram que os pesticidas s-metolachlor alachlor e terbuthylazineno apresentaram
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reducoes de suas concentragoes de 30 a 40% no reator com biomassa imobilizada, em
decorréncia da adsor¢ao sobre o biofilme.

Na Figura 45 estdo representadas as variagdes de pH nas bateladas sequenciais
com biomassa imobilizada no TR de 12 horas.

Os valores de pH no TR de 12 horas também tiveram pouca variagdo, sendo os

trés primeiros ciclos os que apresentaram maiores variagoes.

Figura 45 - Valores de pH obtidos no reator em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada no TR de 12 horas

) I Oh
8 - N 12h

Ciclos

Fonte: Autor (2015).

Nas Figuras 46 e 47 estdo apresentadas as variagdes das concentragdes € a
eficiéncia de remocao da DQO total no TR de 12 horas.

A eficiéncia média de remocdo da DQO total no TR de 12 horas foi de 43%,
sendo que o 9° ciclo apresentou a maior remocao no valor de 44%. Apesar de ter ocorrido
remocao de DQO total em todos os ciclos do TR de 12 horas, os percentuais foram menores
em relacdo ao TR de 48 e 24 horas, 56% e 53%, respectivamente. Isso pode estar relacionado
a ndo metabolizacdo dos subprodutos, pois Silva (2012) corroborado por Ali et al. (2008),
Casas et al. (2009) e Ikeda et al. (2006), explicaram que a ndo metabolizacdo dos subprodutos
produzidos pode estar ligado as baixas remocdes de matéria organica. No entanto, esses
subprodutos seriam decorrentes da oxidacdo do substrato primario ou do cossubstrato

(glicose).
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No caso da glicose, Ali et al. (2008) e lkeda et al. (2006) afirmaram que a
utilizacdo desse cossubstrato pelos fungos promove a quebra de suas ligacdes quimicas e
automaticamente a producao de metabolitos nos quais podem ser acumulados no interior da
célula ou excretados. Portanto, as baixas eficiéncias de remocao de matéria organica podem
estar associadas também a presenca de produtos secundarios no meio, oriundos da degradagao
da glicose pelo fungo, pois Zhu et al. (2013) ao utilizarem cepa bacteriana de Alcaligenes
faecalis JBW4 para a remogao bioldgica do pesticida endosulfan , detectaram a presenca de
alguns metabolitos como o diol endusulfan, a lactona endusulfan e o sulfato de endosulfan a
partir dessa degradacdo e consequentemente baixas remocdes de matéria organica. No caso
desta pesquisa, os possiveis metabdlitos ndo foram identificados.

No TR de 12 horas nenhum ciclo teve suas concentragdes reduzidas a ponto de
atender a Portaria da SEMACE n° 154 de 22 de Julho de 2002, pois a menor concentragdo
encontrada no 9° ciclo foi de 277 mg.L!. A menor remogdo ocorreu no 1° ciclo, sendo que a
concentragio inicial foi de 536 mg.L'! e a final de 316 mg.L"!, com eficiéncia de remocio de

41%.

Figura 46 - Variacdo da concentracdo da matéria organica expressa em termos de DQO total
(mg.L") nas bateladas sequenciais com biomassa imobilizada no TR de 12 horas
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 47 - Percentuais de remoc¢do da DQO total (%) no reator em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no TR de 12 horas
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Fonte: Autor (2015).
5.4 Microscopia

A contagem de bactérias e fungos ao final das bateladas sequenciais com
biomassa imobilizada revelou a predominancia da espécie Aspergillus niger AN 400 no
reator, mesmo com a presenca de bactérias, que estavam em menor quantidade.

As diluigdes realizadas para essa analise foram de 10" a 107, entretanto apenas na
diluicdo de 107, obteve-se a melhor visualizagdo das colonias. A concentragio de micro-

organismos como Unidade Formadora de Colonia (UFC) esta representada na Tabela 13.

Tabela 13 - Contagem de micro-organismos ao final das bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada

MICRO-ORGANISMO (UFC/mL)
Fungos 4,2x10*
Bactérias 3,4x 10°

Fonte: Autor (2015).
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Uma explicag@o para justificar o maior crescimento de fungos aos das bactérias no
reator ¢ que os fungos possuem capacidade de ajustamento aos diversos tipos de meios. No
entanto, isso pode ter favorecido a predominancia dessa espécie frente as bactérias (More et
al., 2010). Além disso, os fungos apresentam vantagens de crescimento frente as bactérias
quando os mesmos estdo aderidos em material suporte, pois esse crescimento favorece o
predominio da espécie inoculada sobre as demais culturas livres em suspensdo, com a
formag¢do de micro-ambientes especiais devido a interacdo entre as espécies (PEREIRA,
2001).

Segundo Van Leeuwen et al. (2012) para a eficiéncia do processo de
biorremediacdo, ¢ importante a acdo conjunta de fungos e bactérias, pois esses micro-
organismos sdo os maiores decompositores encontrados na natureza. Apesar do consorcio
bacteriano-fingico ser atraente, deve-se avaliar a contaminacgdo bacteriana descontrolada, o

que nao ocorreu no presente estudo.
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6 CONCLUSAO

O teste de toxicidade em placas mostrou que a espécie Aspergillus niger AN 400
cresceu em todas as concentragdes testadas, além do controle que ndo possuia o paraquat.

Na operagdo dos reatores em bateladas aeradas com biomassa fiingica dispersa, a
maior remog¢ao do paraquat ocorreu nos RFG, ratificando a influéncia positiva da glicose na
degradagdo do téxico em estudo. A remocdo de DQO nos reatores com biomassa dispersa
ndo foi influenciada pela presenca de glicose.

As maiores variagdes de pH ocorreram nos reator RFG. Houve consumo das trés
formas nitrogenadas nos reatores com biomassa dispersa. A melhor remog¢ao de paraquat nos
RBS ocorreu com TR de 8 dias. Nos demais TR de 48, 24 e 12 horas, ndo houve resposta
eficiente de remogao de paraquat.

Apesar dos resultados das remog¢des de matéria organica expressa em termos de
DQO e do pesticida terem sido melhores nas bateladas com biomassa imobilizada, nem todas
as concentragdes finais das analises se enquadraram no previsto na Legislagdo ambiental.
Somente a amdnia e a DQO estavam abaixo dos limites permitidos pela legislacao.

O teste de microscopia revelou a predominancia da espécie Aspergillus niger AN
400 no RBS, mesmo com a presenga de bactérias, que estavam em menor quantidade.

Por fim, o teste de adsor¢ao mostrou que o principal mecanismo de remog¢ao do
paraquat decorreu da agdo dos micro-organismos presentes nos reatores com biomassa
imobilizada.

A pesquisa mostrou que ¢ viavel a remocao bioldgica de paraquat em reatores

com inoculo da espécie Aspergillus niger AN 400.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sao sugeridos os seguintes estudos para a continuidade do tema desenvolvido na

presente pesquisa:

e Identificar os metabolitos formados a partir da biodegradagao do paraquat.

e Realizar experimentos em outras matrizes, a fim de alcangar melhores remogoes

do pesticida em estudo.

e Verificar a atividade enzimatica do fungo Aspergillus niger AN 400 na presenga

do paraquat.
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