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RESUMO 

 

Nesta pesquisa foi utilizado o fungo Aspergillus niger AN 400 no tratamento de água sintética 

contendo 2,4-dinitrofenol em reatores em regime de bateladas. O tratamento foi desenvolvido 

em 3 fases. Na fase 1 foi realizado o crescimento do inóculo fúngico; Teste de Toxicidade em 

placas e Teste de Adsorção. Como resultados verificou-se que os fungos cresceram em todas 

as concentrações impostas e que o 2,4-dinitrofenol não ficou retido no meio suporte. Na fase 2 

foram montados: 12 reatores de controle contendo 5 g.L -1 de 2,4-dinitrofenol e 1 mL.L -1 de 

solução  de  Vishiniac;  12  reatores  contendo  a  água  sintética  (5  g.L-1  de  2,4-dinitrofenol,  1 

mL.L-1  de  solução  de  Vishiniac  e  a  suspensão  de  esporos  de  2  x  106  esporos.mL-1);  12 

reatores contendo a água sintética e 0,5 g.L -1 de glicose; 2 reatores contendo a água sintética e 

3  g.L-1  de  glicose;  2  reatores  contendo  a  água  sintética  e  5  g.L-1  de  glicose  e  2  reatores 

contendo a água sintética e 10 g.L -1 de glicose. Os reatores foram mantidos sob agitação (120 

rpm), a temperatura ambiente. Os tempos de reação estudados foram de 24, 48, 72, 96, 120 e 

144  horas.  O  acompanhamento  da  biodegradação  foi  realizado  segundo  as  análises  de  pH, 

demanda química de oxigênio, sólidos suspensos voláteis e concentração de 2,4-dinitrofenol. 

Nesta  fase,  a  remoção  do  2,4-dinitrofenol  atingiu  os  percentuais  de  11,6%  no  reator  com 

fungo e 23,5% no reator com fungo e glicose (0,5 g.L -1), 62,3% no reator com fungo e glicose 

(3  g.L-1),  80,4%  no  reator  com  fungo  e  glicose  (5  g.L-1)  e  40,1%  no  reator  com  fungo  e 

glicose (10 g.L -1). Na fase 3, a biomassa foi imobilizada em meio suporte na concentração de 

2 x 106 esporos.mL-1. Após o período de imobilização, foi iniciada a batelada contendo a água 

sintética e 0,5 g.L -1 de glicose. Os tempos de reação foram de 168, 48, 24 e 8 horas com 4 

ciclos cada, sendo as amostras coletadas e analisadas nesses períodos. Já na fase 3, a melhor 

remoção  ao  final  do  tratamento  foi  para o  tempo  de  reação  de  48  h  sendo  de  99%  de  2,4-

dinitrofenol. Os resultados mostraram que as melhores remoções alcançadas foram na fase 3, 

indicando que a utilização do fungo  Aspergillus niger  AN 400 pode ser uma alternativa no 

tratamento de água residuária contendo compostos fenólicos. 

  

Palavras-Chaves: Nitrofenólicos; Fungos;  Biorremediação;  Cossubstrato  e  Reatores  em 

Batelada. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

In  this  research  the  fungus  Aspergillus  niger  AN  400  in  the  treatment  of  synthetic  water 

containing 2,4-dinitrophenol in reactors under batch was used . The treatment was carried out 

in three stages. In phase 1 the growth of fungal inoculum was performed; Toxicity test plates 

and  Adsorption  Test.  As  a  result  it  was  found  that  the  fungus  grew  at  all  concentrations 

imposed  and  2,4-dinitrophenol  was  not  retained  on  the  support  medium.  In  phase  2  were 

assembled: 12 Control reactors containing 5 g.L -1 of 2,4-dinitrophenol and 1 mL.L -1 solution 

Vishiniac; 12 reactors containing synthetic water (5 g.L-1, 2,4-dinitrophenol, 1 mL.L-1 

Vishiniac  solution  and a  spore  suspension  of  2  x  106 esporos.mL -1);  12  reactors containing 

synthetic water and 0.5 g.L -1 glucose; 2 reactors containing synthetic water and 3g.L -1 glucose; 

Two reactors containing synthetic water and 5  g.L -1 glucose and second reactors containing 

synthetic water and 10 g.L -1 glucose. The reactors were maintained under agitation (120 rpm) 

at room temperature. The reaction times studied were 24, 48, 72, 96, 120 and 144 hours. The 

monitoring  of  biodegradation  was  performed  according  to  the  analyzes  of  pH,  chemical 

oxygen  demand,  suspended  solids  and  volatile  concentrations  of  2,4-dinitrophenol.  At  this 

stage, the removal of  2,4-dinitrophenol percentage reached 11.6% in the reactor to 23.5% and 

fungus with fungus in the reactor and glucose (0.5 g.L -1), 62.3 % in the reactor with fungus 

and glucose (3 g.L -1), 80.4 % in the reactor with fungus and glucose (5 g.L -1) and 40.1 % in 

the  reactor  with  fungus  and  glucose  (10 g.L-1).  In  step  3,  the  biomass  was  immobilized  on 

support means at a concentration of 2x10 6 esporos.mL-1. Soon after the immobilization period 

was initiated batch containing the synthetic water and 0.5  g.L -1 glucose. The reaction times 

were 168, 48, 24 and 8 hours with 4 cycles each, collected and analyzed the samples in these 

periods. In phase 3, the best means of removal at the end of treatment was for the reaction 

time of 48 h and 99 % of 2,4-dinitrophenol. The results showed that the removals achieved 

were  better  in  phase  3,  indicating  that  the  use  of  Aspergillus  niger  AN  400  may  be  an 

alternative treatment of wastewater containing phenolic compounds. 

 

Key Words : Nitrophenols; Fungi ; Bioremediation; Co-substrate and Batch Reactors. 
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KS Constante de saturação 

NADPH Fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

N-amoniacal Nitrogênio-amoniacal 

OD Oxigênio dissolvido  

PET Polietileno de tereftalato  

PVA Álcool polivinílico 

RCe Reatores controle com espuma de poliuretano 

RCp Reatores controle com PET  

RDX hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina 



 
 

RFD Dose de referência  

Rfe Reatores com fungos com espuma de poliuretano 

RFp Reatores com fungos e com PET 

RFSe Reatores com fungos, com sacarose e espuma de poliuretano  

RFSp Reatores com fungos, com sacarose e PET 

RSB Reator Sequencial em Batelada 

SEMACE Superintendência Estadual do Meio Ambiente 

SNC Sistema Nervoso Central  

TNT Trinitrotolueno  

TR Tempo de reação 

UASB Reator de Manta de lodo anaeróbio de fluxo ascendente 

Vmax Velocidade máxima de reação 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Uma  das  preocupações  mundiais  referente  ao  meio  ambiente  está  relacionada  à 

grande  quantidade  de  efluentes  industriais  e  domésticos  gerados,  visto  à  complexidade  de 

produtos descartados nos mananciais sem tratamento prévio. Estes produtos são geralmente 

de difícil degradação ou de alta carga poluidora, e se acumulam e contaminam organismos 

aquáticos  e  terrestres  afetando  os  ciclos  biológicos.  Desta  forma  há  uma  necessidade  de 

utilização  de  tratamentos  que  tornem  a  qualidade  desses  despejos  aceitáveis,  de  forma  a 

minimizar a poluição dos rios e lagos. 

 Um destes compostos poluidores são os nitrofenóis, utilizados como 

intermediários  sintéticos  no  fabrico  de  pesticidas,  corantes,  borrachas  químicas,  explosivos, 

preservativos de madeira e solventes industriais (GUPTA et al., 2006; GEMINI et al., 2007; 

SHE et al., 2012), sendo o 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF) considerado “poluente prioritário” e de 

concentração restrita (GEMINI et al., 2007; LIU et al., 2007). 

 Sua exposição se dá pelo escoamento dos pesticidas à agua e de lançamentos para 

o ar a partir das fábricas. Dentre os efeitos tóxicos causados pelo 2,4-DNF, estão o aumento 

da taxa metabólica basal, náuseas, vômitos, sudorese, tontura, dor de cabeça, perda de peso, 

formação de cataratas, lesões na pele e efeitos sobre a medula óssea, sistema nervoso central 

(SNC) e sistema cardiovascular. A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) 

não classificou o 2,4-DNF para o potencial de carcinogenicidade, porém classificou-o como 

substância tóxica. A dose de referência (RFD) é de 0,002 mg/Kg/d com base na formação de 

catarata em humanos (US EPA, 2000). 

 O 2,4-DNF é pouco solúvel em água e solúvel em lipídeos, por este motivo é bem 

absorvido  através  da  pele,  por  inalação  e  por  via  oral  (MIRANDA  et  al.,  2006).  Funciona 

como  agente  químico que  desacopla  o  transporte  de  elétrons  na  fosforilação  oxidativa 

evitando  a  fosforilação  do  ADP  em  ATP,  sem  inibição  de  transporte  de  elétrons, causando 

aumento das taxas de metabolismo dos lipídeos e consumo de O 2 (GRIFFIN, 1994). O 2,4-

DNF foi um dos ingredientes empregados em medicamentos para perda de peso no início de 

1930. No entanto, seus efeitos colaterais, incluindo catarata, insuficiência renal, podem levar 

o indivíduo até a morte por hipotermia. Tal ocorrência provocou a suspensão de seu uso como 

intermediários  em  medicamentos  para  perda  de  peso.  Para  os  entusiastas  da  musculação  o 

assunto voltou a ser de interesse. Embora a droga seja ilegal nos EUA, ela pode ser comprada 

pela internet com outros nomes (MIRANDA et al., 2006). 
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 Muitas  pesquisas  têm  buscado  soluções  para  eliminar  os  nitrofenóis  por  serem 

considerados  nocivos,  ao  meio  ambiente  e  à  saúde  do  homem.  Dentre  os  métodos  de 

degradação dos nitrofenóis estão: degradação fotocatalítica em solução aquosa sobre reator de 

leito fixo contendo material poroso TiO2/SiO2 (NAKANO et al., 2004); oxidação 

fotocatalítica heterogênea com diferentes catalisadores, como: TiO 2, TiO 2-P25, CDs, WO 3 e 

ZnO  (SWARNALATHA  e  ANJANEYULU,  2004);  processos  de  Fenton  e  foto-Fenton  na 

presença de radiação solar (KAVITHA e PALANIVELU, 2005); Fenton fotoassistido usando 

Al2O3 como catalisador, na presença de H 2O2 e luz solar (WANG et al., 2010); tratamento 

adsortivo e fotocatalítico usando filme de TiO2 com superfície de carbono ativado (CAO et al., 

2010); adsorção em pó de bagaço da casca de coco in natura (BIN), pó de bagaço in natura 

(BT) e carvão ativado (CA) e oxidação avançada tipo: fotoquímica e eletroquímica, Fenton e 

fotolítico em solução aquosa (NOGUEIRA, 2009). Processos eletroquímicos apesar de serem 

métodos de alta eficiência por utilizarem o elétron como principal reagente e ser uma espécie 

limpa (NOGUEIRA et al., 2009), podem demandar custos mais elevados, quando comparados 

aos processos de biodegradação. 

 A degradação microbiana ou biodegradação é importante e eficaz na remoção de 

compostos  xenobióticos  no  ambiente.  Os  micro-organismos  têm  a  capacidade  de  interagir 

química e fisicamente com substâncias levando a alterações estruturais ou completa 

degradação da molécula alvo. Entre as comunidades microbianas, bactérias  e fungos são os 

principais transformadores deste tipo de molécula. Os fungos são os principais produtores de 

enzimas oxidativas para remediaçãos dos ambientes poluídos por xenobióticos. Estes 

organismos  são  mais  eficazes,  uma  vez  que  são  organismos  resistentes  e  podem  tolerar 

concentrações elevadas de poluentes mais do que as bactérias (SOARES et al., 2011; PINTO 

et al., 2012). 

 Sampaio  (2005)  utilizou  a  espécie  Aspergillus  niger  AN  400  na  remoção  dos 

pesticidas atrazina e metil-paration, alcançando respectivamente remoções de até 60% e 94% 

dos pesticidas; Pinto et al. (2012), utilizaram  fungos isoladamente para avaliar a habilidade 

em  degradar  pesticidas  (terbutilazina,  difenoconazol  e  pendimetalina).  Os  percentuais  de 

remoções encontrados mostraram que o processo depende da espécie fúngica e as melhores 

taxas de remoções obtidas foram: Aspergillus oryzae que removeu aproximadamente 80% de 

terbutilazina;  Fusarium  oxysporum,  Lecanicillium  saksenae  e  Lentinula  edodes  removeram 

acima  de  90%  de  pendimetalina;  Penicillium  brevicompactum  removeu  o  difenoconazol. 

SILVA et al. 2007 apud Soares et al. 2011, empregaram as seguintes espécies fúngicas para 

degradar compostos fenólicos a partir de águas residuárias de postos de gasolinas: Aspergillus 
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flavus,  Claddosporium  sp.,  Penicilium  sp.  e  Phoma  sp.,  mostrando  resultados  promissores; 

Perchet et al. (2008), investigaram  a biodegradação dos compostos RDX, HMX, Dinoseb e 

Dinoterb,  em  condições  anaeróbias,  contidos  em  sedimentos  de  um  sistema  de  lagoas.  Os 

dados  mostraram  que  depois  de  75  dias,  Dinoseb  e  Dinoterb foram  100%  degradados, 

enquanto que RDX e HMX não foram consumidos.  

 Com base neste contexto, esta pesquisa investigou a capacidade do fungo 

filamentoso Aspergillus niger AN 400 em degradar 2,4-dinitrofenol presente em água 

sintética empregando reatores em bateladas com biomassa dispersa e imobilizada. 
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2.  OBJETIVO  GERAL 

 

 Avaliar a capacidade do fungo filamentoso Aspergillus niger AN 400 em degradar 

2,4-dinitrofenol de água sintética, suplementada com glicose e solução de micronutrientes, em 

reatores de bancada em regime de bateladas com biomassa dispersa e imobilizada. 

 

2.1 Objetivos específicos  
 

 Avaliar a toxicidade do 2,4-dinitrofenol nas concentrações de 300 mg.L -1, 200 mg.L-1, 

100  mg.L-1,  90  mg.L-1,  80  mg.L-1,  50  mg.L-1,  40  mg.L-1,  20  mg.L-1,  10  mg.L-1  e  5 

mg.L-1  ao Aspergillus niger AN 400; 

 

 Investigar  o  efeito  da  glicose,  como  cossubstrato,  nas  concentrações  de  0,5  g.L-1,  3 

g.L-1, 5 g.L -1, 10 g.L -1 na remoção do 2,4-dinitrofenol nos reatores em bateladas com 

biomassa dispersa; 

 

 Avaliar  a  eficiência  de  degradação  do  2,4-dinitrofenol  em  reatores  em  bateladas 

sequenciais com biomassa imobilizada; 

 

 Comparar  a  eficiência  de  degradação  do  2,4-dinitrofenol  pelo  Aspergillus  niger  AN 

400 nos reatores com biomassa dispersa e com biomassa imobilizada. 

 
 Otimizar  o  tempo  de  reação  (TR)  para  remoção  do  2,4-dinitrofenol,  DQO,  nitrato  e 

amônia em reatores em batelada com biomassa fúngica imobilizada. 

 
 Conferir  as  concentrações  de  2,4-dinitrofenol  (2,4-DNF),  DQO,  nitrato  e amônia ao 

final  do  tratamento  visando  adequação  aos  padrões  de  lançamento  de  efluente  em 

corpos hídricos descritos pela Resolução CONAMA no. 430 de 2011 e pela Portaria 

SEMACE 154 de 2002. 
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3. REVISÃO  BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Compostos Nitroaromáticos 
 

 Dentre  o  grande  número  de  compostos  orgânicos,  os  compostos  aromáticos 

contendo  nitrogênio  tais  como  os  nitrobenzenos,  nitrofenóis  e  anilinas  são  produzidas  em 

larga escala e são amplamente usados como material de partida para a síntese de pesticidas, 

corantes  e  fármacos  (LIU  et  al.,  2007),  produzidos  a  partir  de  compostos  de  aplicação 

pirotécnica  (PERCHET  et  al.,  2008),  produzidos  da  queima  incompleta  de  combustíveis 

fósseis (KULKARNI e CHAUDHARI, 2007), intermédiários de plásticos, corantes azóicos, 

pigmentos, preservativos de madeira, produtos químicos de borracha e explosivos 

(KULKARNI, 2013), ou seja, são considerados poluentes exclusivos de fontes antropogênicas 

(GEMINI et al., 2005). Os compostos aromáticos nitrogenados são revelados como tóxicos ou 

mutagênicos e sua liberação para o meio ambiente é assunto de regulamentação 

governamental (LIU et al., 2007). 

 Os  compostos  nitroaromáticos  são  estáveis,  persistentes  e  altamente  tóxicos.  A 

presença  do  grupo  nitro  (˗NO 2),  que  possui  caráter  elétron-retirante,  reduz  a  densidade 

eletrônica do anel aromático e inibe o ataque eletrofílico oxidativo por oxigenase em bactérias 

aeróbias. O aumento no número de grupos nitro e substituintes elétrons retiradores conferem 

suscetibilidade ao ataque eletrofílico e facilidade na redução dos grupos nitros, 

consequentemente,  compostos  nitroaromáticos  são  reduzidos  a  derivados  mais  reativos  e 

carcinogênicos quando introduzidos no sistema mamário (KARIN e GUPTA, 2006; 

KULKARNI  e  CHAUDHARI,  2007).  A  microflora  intestinal  e  órgãos  mamários  contém 

nitroredutase  não  específica  que  catalizam  a  conversão  dos  grupos  nitro  para  grupos  mais 

prejudiciais como nitroso e hidroxiamino (KULKARNI e CHAUDHARI, 2007). 

 O grupo hidroxila ligado diretamente  ao anel aromático é  característico da 

estrutura  fenólica,  portanto  o  nitrofenol  pertence  ao  grupo  dos  fenóis  nitrados,  com  pelo 

menos um grupo nitro (˗NO2) ligado ao anel aromático do fenol (McMURRY, 2011).  

 Por serem lipossolúveis, os fenóis e seus derivados acumulam-se na gordura dos 

peixes e provê gosto ruim tanto aos peixes como às águas, mesmo em pequenas 

concentrações,  abaixo  de  1  mg.L-1.  Os  peixes  que  consomem  estes  compostos  apresentam 

movimentos natatórios rápidos, maior batimento  opercular, alteração na cor, maior secreção 

do muco, convulsões, maior sensibilidade ao ataque de parasitas e  lamelas  branquiais 



25 
 

escurecidas. Em altas concentrações podem provocar hemólise e ação paralisante dos 

mecanismos neuromusculares, levando até o óbito1. 

 O composto químico estudado nesta pesquisa pertence à família dos nitrofenóis, 

2,4-dinitrofenol (2,4-DNF), de fórmula estrutural apresentada na  Figura 1. Produto químico 

utilizado  no  início  do  século  XX  para  dar  ignição  a  artefatos  de  dinamite  e  também  para 

moldar  tintura  amarela  em  artigos  artesanais  de  madeira.  Logo  depois  estudos  estatísticos 

demonstraram que os trabalhadores que manuseavam o 2,4-DNF diariamente, perdiam peso 

com  frequência  e  de  forma  rápida.  Uma  pesquisa  feita  pela  Universidade  de  Stanford 

demonstrou que o uso do 2,4-DNF causava emagrecimento, desta forma médicos começaram 

a prescrever este produto para obesos da época 2. O 2,4-DNF foi banido do mercado pelo FDA 

–  Federal  Drug  Administration  –  em  1938  como  uma  droga  de  perda  de  peso  porque 

ocorreram  registros  de  formação  de  cataratas  em  usuárias  femininas  e  depois  que  pessoas 

morreram  ou  ficaram  doentes  ao  tomá-lo.  Ressurgiu  em  1980  e  é  utilizado  em  pesquisas 

científicas, como pesticida, no fabrico de corantes e conservantes de madeira. Mas apesar de 

todos os problemas ocorridos com essa substância, o 2,4-DNF pode ser ainda identificado em 

suplementos alimentícios comercializados na Internet  3.   

 

Figura 1- Fórmula estrutural do 2,4-dinitrofenol. 

 
 

Fonte: Autor (2013). 
 

 Os  fenóis  são  compostos  que  possuem  ponto  de  ebulição  mais  alto  do  que  se 

espera  de  compostos  orgânicos  devido  à  presença  de  ligações  de  hidrogênio  (McMURRY, 

2011). Ainda segundo McMurry (2011), o grupo hidroxila é ativador orto-para, pois tem um 

                                                             
1CETESB - Companhia Ambiental do Estado de São Paulo. Disponível em: 
<http://www.cetesb.sp.gov.br/mortandade/causas_contaminantes_fenol.php> Acesso em 21/10/2013. 
 
2 SAÚDENAREDE-FÓRUM. DNP – A Morte Amarela. Disponível em 
<http://www.saudeforum.com.br/viewtopic.php?f=1&t=24960> Acesso em 25/10/2013. 
 
3 CENTRODEARTIGOS.COM . A dieta de Quatro – dinitrofenol. Disponível em: 
<http://centrodeartigos.com/emagrecimento/artigo-4602.html> Acesso em 25/10/2013. 
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forte  efeito  de  ressonância  doador  de  elétrons,  que  supera  o  efeito  indutivo  retirador  de 

elétrons mais fraco, formando intermediários de reação mais estabilizados. 

 Em  geral,  os  fenóis  substituídos  são  compostos  ácidos  e  dependendo  do  grupo 

substituinte podem ser mais ou menos ácido que o próprio fenol. A presença do grupo nitro 

(˗NO2) no fenol, um substituinte retirador de elétrons, torna-o um composto aproximadamente 

600  vezes  mais  ácido  (ALLINGER  et  al.,  1978).  Na  Tabela  1  estão  apresentadas  algumas 

propriedades físicas do 2,4-dinitrofenol. 

 

Tabela 1 - Propriedades físicas do 2,4-DNF. 

Fórmula molecular(a) C6H4N2O5 

Massa molecular(a) 184,11 g . mol-1 

Pressão de vapor (25 °C) (a) 1,42 x 10 -7 mm Hg 

Kow
(a) 1,91 

Solubilidade em água(b) 0,6g/100mL  

Forma(a) 

pKa
(c) 

Ponto de fusão. (b) 

Cristais amarelados 

4,1 

113°C 

Fontes: (a) US EPA (2000), (b) SOLOMONS, (2009), (c) McMURRY, (2011). 

 

3.2 Reatores biológicos em bateladas 
 

 Reator é qualquer espaço físico, delimitado, no qual processos físicos, químicos 

ou biológicos são conduzidos em condições controladas, visando atingir um propósito 

definido.  Os  reatores  utilizados  em  escala  laboratorial  ou  em  escala  industrial  têm  como 

objetivo estabelecer as bases para o seu projeto com finalidade definida4. 

Biorreator é o centro de processos biológicos. Os sistemas biológicos envolvidos 

incluem enzimas, micro-organismos, células animais, células vegetais e tecidos. Para projetar 

um biorreator apropriado para um bioprocesso particular, estudos intensivos sobre o sistema 

biológico, tais como o crescimento celular, o metabolismo, a manipulação genética e proteíca 

ou outra expressão do produto, são necessários para entender a exigência das células em seu 

ambiente físico e químico. Também é necessário controlar e otimizar o ambiente do biorreator 

através das variáveis de operação, a fim de favorecer as funções desejadas para as células e 

                                                             
4 FERREIRA F., S. S. Reatores e Balanço de Massa. Escola Politécnica da USP - Departamento de Engenharia Hidráulica e 
Sanitária.  Disponível em: <http://200.144.189.97/phd/learq.aspx?id_arq=2628> acesso em: 18/11/2013. 
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alcançar  produção  em  larga  escala,  de  forma  eficaz  em  termos  de  custos.  Os  efeitos  das 

variáveis de  processo do desempenho biológico, tais como a temperatura, o pH, a mistura e a 

transferência de oxigênio devem ser analisadas  (ZHONG, 2011). 

 Os  Reatores  biológicos  em  batelada  (RSB),  Reatores  intermitentes  ou  reatores 

sequenciais tornaram-se mais difundidos e utilizados na década de 80 devido ao tratamento de 

uma  maior  diversidade  de  efluentes.  Este  reator  atualmente  é  usado  extensivamente  na 

produção de uma variedade de produtos farmacêuticos e biológicos, bem como no tratamento 

nas  águas  residuárias  e  na  indústria  de  polimerização,  e  são  geralmente  considerados  mais 

versáteis do que o processo contínuo equivalente (MING et al., 2013). 

 O princípio do processo com operação em bateladas consiste na inclusão de todas 

as unidades de processos e operações normalmente associadas ao tratamento convencional em 

um  único tanque,  onde  ocorrem  todas  as  etapas  do  tratamento  -  como  tanque  de aeração e 

como decantador final - e a mistura completa é alcançada através da programação de ciclos 

em períodos definidos, com característica de fluxo intermitente. O período de cada ciclo pode 

ser modificado em função da vazão afluente, da necessidade do tratamento, das características 

do esgoto e da biomassa no sistema (von SPERLING, 1997).  

 A eficiência dos reatores biológicos em batelada dependerá dos fatores de grande 

relevância:  aeração  e aglomerado  microbiano.  A  presença  de  um  aerador  garantindo  o 

suprimento  de  oxigênio  aos  micro-organismos  para  sua  proliferação  e  para,  através  do  seu 

metabolismo,  a  biodegradação  da  matéria  orgânica. Desta  forma,  faz-se  necessário  um 

sistema de aeração que possa iniciar tão logo haja o enchimento do seu volume útil (SANTOS 

et al., 2011).  

 Após  o  tempo  de  aeração,  inicia-se  a  fase  do  crescimento  e  sustentação  da 

biomassa que se caracteriza pela formação de flocos ou filmes aderentes e superfícies sólidas 

(SANTOS et al., 2011). No crescimento disperso a biomassa cresce de forma espalhada no 

meio líquido e não há estrutura de sustentação, os organismos se concentram formando flocos 

que apresentam estruturas heterogêneas contendo material orgânico adsorvido, material inerte 

das águas residuais, material microbiano, células vivas e mortas. No entanto, no crescimento 

em superfícies sólidas a biomassa cresce colada a um meio suporte, formando uma película 

chamada  de  biofilme.  O  meio  suporte  pode  ser  um  material  sólido  natural  ou  artificial  ou 

constituído pela própria biomassa aglomerada (von SPERLING, 1997). 

O processo de crescimento em suporte sólido, também chamado de crescimento 

celular imobilizado, parece ser mais promissor do que aqueles com células livres, dispersas, 

uma vez que a imobilização permite a utilização de células microbianas repetidamente e de 
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forma contínua (COUTO, 2009). A imobilização de micro-organismos em polímeros naturais 

ou sintéticos, melhora a sua resistência mecânica, rigidez, tamanho e resistência às condições 

ambientais, sendo a seleção da matriz de imobilização crucial para a aplicação da 

imobilização da biomassa visto que características de porosidade dos grânulos imobilizados e 

a sua capacidade de adsorção são fundamentais. A retenção física ou imobilização de micro-

organismos dentro de uma matriz polimérica é uma das técnicas mais amplamente utilizadas 

(WU e YU, 2007; FARKAS et al., 2013).  

Segundo El-Naas (2010), a biomassa imobilizada é uma importante  técnica 

usualmente empregada para proteger a bactéria das altas concentrações de fenol e que permite 

sua reutilização. Em sua pesquisa utilizou gel de álcool polivinílico (PVA) para imobilizar as 

células bacterianas de Pseudomonas putida para biodegradação de fenol em um bioreator de 

leito expandido. 

O  fungo  de  podridão  branca,  Phanerochaete  chrysosporium,  imobilizado  em 

lascas de madeira de choupo italiano, foi utilizado para biodegradação de compostos fenólicos 

em águas residuárias do refino de petróleo. A taxa de remoção de compostos fenólicos por 

fungo imobilizado foi de 87,1% e 72,1% para biomassa dispersa, em seis dias. A alta taxa de 

remoção sugere a eficiência e coveniência do método imobilizado para tratamento de águas 

residuárias do refino petróleo (LU et al., 2009).  

Numa pesquisa usando reator em batelada (RSB) foi utilizado lodo ativado para 

degradar uma mistura de fenóis monosubstituídos: p-nitrofenol (PNF), o-cresol e o-clorofenol. 

Os tempos de sedimentação foram progressivamente reduzidos para promover a granulação 

da  biomassa.  PNF  foi  totalmente  biodegradado.  A  mistura  de  PNF  e  o-cresol  também  foi 

biodegradada embora algum acúmulo de intermediários tenha sido verificado (principalmente 

hidroquinona e catecol). O composto o-clorofenol não foi biodegradado e resultou na inibição 

da biodegradação do o-cresol e PNF, ocorrendo falha completa do RSB dentro de poucos dias. 

A biomassa tinha ótimas propriedades de sedimentação quando um tempo de repouso de 1 

min foram aplicados (HERNÁNDEZ et al., 2009, FERNÁNDEZ et al., 2013). 

 A modelagem e otimização de processos em batelada recebeu foco importante no 

mundo acadêmico durante as últimas décadas, no entanto muito dos modelos e estratégias de 

otimização  são  desenvolvidos  e  implementados  apenas  em  escala  laboratorial,  com  poucas 

excessões (LE LANN et al., 1999; SIMON et al., 2008; MING et al., 2013). Segundo Hvala 

et  al.  (2011),  reatores  em  batelada  são  os  mais  comumente  usados  em  engenharia  de 

polímeros.  Zhang  e  Smith,  (2004)  estudaram  uma  metodologia  sistemática  de  projeto  de 
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reator em batelada a partir de várias perspectivas e variáveis operacionais de temperatura e de 

taxa de adição de alimentação.  

 Partindo  desse  princípio  sobre  RSB  e  através  dos  parâmetros  de  controle  do 

processo,  a  questão  operacional  em  reatores  em  batelada  se  reduz  ao  fornecimento  de 

oxigênio,  imobilização  ou  não  da  biomassa  e  a  remoção  do  excesso  de  lodo  necessário.  A 

qualidade do tratamento é função das eficiências de aeração e do decantador final. Na Figura 

2 está apresentada a sequência operacional de um reator em batelada sob aeração. 

 

Figura 2 - Sequência operacional de um reator em batelada. 

Representação 
gráfica 

Fase do ciclo Objetivo da fase Estado de aeração 

 

Enchimento 
Introdução do 

substrato no sistema 
de tratamento 

Ligada ou desligada 

 

Aeração 
Biodegradação do 

substrato 
Ligada 

 

Sedimentação 
Clarificação do 
efluente tratado 

Desligada 

 

Descarga 
Descarte do efluente 

tratado 
Desligada 

 

Repouso 

Reserva de tempo a 
ser transferida a outra 

fase caso seja 
necessário ajuste 

operacional 

Ligada ou desligada 

Fonte: Adaptado de SANTOS (2011). 

    

 Alguns  estudos  foram  realizados  utilizando  este  processo  com  destaque  para: 

Influência do 2,4-dinitrofenol sobre as características de lodo ativado em reatores em batelada 

foi avaliada por CHEN et al. (2006). A biodegradação simultânea de nitrogênio contido em 

compostos aromáticos em uma sequência de reatores em batelada (LIU et al., 2007); 

Remoção  do  nitrofenol  por  simultânea  nitrificação  e  desnitrificação  usando  T.  Pantotropha 

em reatores em batelada sequencial (KULKARNI, 2013); Protozoários  como indicadores de 

processos em batelada sequencial para o tratamento de fenol (PAPADIMITRIOU et al., 2013). 
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   Os  reatores  em  bateladas  sequenciais  utilizados  para  o  tratamento  de  águas 

residuais  provaram  ser  eficiente  processo  gerando,  grande  atenção  devido  ao  seu  melhor 

desempenho  de  tratamento  e  os  seus  requisitos  de  espaços  minimizados  (LIU  et  al.,  2007; 

KULKARNI, 2013).  

 Esawy  et  al.  (2013)  estudando  a  eficiência  do  Aspergillus  niger  NRC1ami 

pectinase em hidrolisar cascas secas de laranja não tratadas, cascas secas de laranja tratadas 

com  HCℓ  e  cascas  secas  de  laranja  tratadas  com  NaOH  pela  enzima  pectinase  livre  e 

aprisionada  em  esponjas  de  álcool  polivinílico  (PVA)  obtiveram  resultados  expressivos 

quando  comparados.  O  estudo  da  esthabilidade  do  pH  de  pectinase  livre  e  imobilizada 

mostrou  que  o  processo  de  imobilização  da  enzima  protege  fortemente  do  pH  fortemente 

alcalino. O processo de imobilização melhorou a estabilidade térmica da enzima. A enzima 

imobilizada foi reutilizada 12 vezes em clarificação do suco de laranja com 9% de perda de 

atividade  original.  A  taxa  máxima  de  reação  e  a  constante  de  Michaelis-Menten  de  forma 

parcialmente purificada foram significativamente alteradas após imobilização. 

Os estudos de  Liu et al. (2006) demonstraram que as águas residuais industriais 

que  contém  quatro  grandes  compostos  aromáticos  nitrogenados  (CANs),  nitrobenzeno,  4-

nitrofenol, anilina e 2,4-dinitrofenol, foram remediados por RSB.  A capacidade de remover 

simultaneamente vários CANs podem ser devido aos ciclos óxico/anóxico do reator RBS que 

renderam  oxigênio  dissolvido  relativamente  baixo  que  pode  proporcionar  condições  mais 

adequadas para a degradação microbiana de CANs. 

 Por  ser  bastante  versátil  devido  a  sua  capacidade  de  promover  a  remoção  da 

matéria orgânica, a remoção dos nutrientes e a separação da fase sólida da líquida em uma 

unidade  e  a  crescente  necessidade  de  redução  nas  dimensões  de  estações  de  tratamento  de 

efluentes, a utilização de reatores sequenciais em bateladas vem se tornando bastante 

difundida,  no  qual  a  eficiência  no  tratamento  de  compostos  xenobióticos  e  recalcitrantes 

também são comprovadas.  

 

3.3 Importância do cossubstrato ou produtos primários nos processos de degradação de 

poluentes tóxicos. 

 

 Os  fungos  adaptam  seu  metabolismo  de  forma  rápida  a  diferentes  fontes  de 

carbono e energia, que são fatores essenciais para sua sobrevivência, apresentando-se como 

agentes eficientes na biorremediação. Isso se deve à produção de uma grande quantidade de 

enzimas  intra  e  extracelulares  capazes  de  degradar  vários  compostos,  entre  eles  os  mais 



31 
 

complexos como os polímeros. Muitas transformações operacionadas pelos fungos são 

realizadas pelo sistema enzimático intracelular citocromo P-450 monoxigenase, resultando em 

produtos solúveis em água e menos tóxicos, ou seja, compondo produtos metabolizados, um 

derivado  orgânico  do  poluente  original. O  processo  descrito  chama-se  cometabolização,  no 

qual  o  fungo  necessita  de  outro  substrato  como  fonte  de  carbono  e  energia  (ESPOSITO  e 

AZEVEDO, 2010). 

 Conforme  relatou  Griffin  (1994),  alguns  fungos  utilizam  amplamente  a  glicose 

como fonte de carbono e energia porque promove um rápido crescimento. Este crescimento 

depende  da  natureza  do  inóculo  e  do  tipo  de  nutrientes  do  meio.  A  presença  de  baixas 

concentrações de glicose no meio permite a iniciação do crescimento da cultura na fase lag e 

fornece  material  de  energia  suficiente  para  a  indução  de  enzimas  comparada  à  adição  de 

frutose  e  manose.  Por  outro  lado,  a  glicose  em  concentrações  elevadas,  provavelmente 

reprime a formação de transporte de enzimas necessárias para a utilização da fosforilação de 

manose. 

 Sampaio (2005) trabalhando com micélio de  Aspergillus  niger para remoção de 

metil  paration  e  atrazina  em  meio  sintético,  realizou  um  experimento  em  batelada  para 

conferir a influência do uso do cossubstrato e verificou, após 32 dias, que o fungo apresentou 

remoção de metil paration de 97% e constante cinética de 0,063 ± 0,005 h -1 nos reatores sem 

glicose e 94% e constante cinética de 0,162 ± 0,014 h -1 nos reatores com glicose. Segundo a 

autora, a adição de glicose resultou em um aumento na velocidade de conversão do inseticida, 

todavia não teve influência sobre a remoção dos pesticidas. 

 She  et  al.  (2012)  utilizaram  lodo  ativado  para  a  degradação  aeróbia  do  3-

nitrofenol, 2,4-dinitrofenol e 2,6-dinitrofenol em reatores em batelada sequencial na presença  

e  ausência  de  glicose.  Estes  autores  afirmaram  que  houve  aumento  da  degradação  dos 

nitrofenóis  na  presença  de  baixas  concentrações  de  glicose  e  que  em  altas  concentrações 

inibiam o processo.  

 Andrade (2013) trabalhou com o fungo Phanerochaete chrysosporium verificando 

a viabilidade de aplicação destes fungos na remoção de corante azo vermelho de congo em 

reator  biológico  operado  em  regime  de  bateladas  sequenciais  na  presença  de  diferentes 

concentrações de glicose (0,5 g.L -1 e 1,0 g.L-1) como cossubstrato e em ciclos de 48 horas. De 

acordo com os resultados dos experimentos, o autor percebeu que o uso do cossubstrato na 

concentração de 1,0 g.L -1 favoreceu a remoção média do corante, que foi de 97%, enquanto 

que  a  remoção  média  do  corante  na  concentração  de  0,5  g.L -1  foi  de  86%.  A  análise 
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enzimática  realizada  nesta  pesquisa  mostrou  que  o  comportamento  e  liberação  de  enzimas 

para o meio extracelular dependem de vários fatores, incluindo a quantidade de carbono. 

 Os resultados da degradação do trinitrotolueno (TNT), sob condições aeróbias e 

anaeróbias  foram  analisados  por  Lin  et  al.  (2013),  indicando  que  a  eficiência  máxima  de 

degradação  do  composto,  em  condições  aeróbias,  foi  de  82%  quando  a  concentração  de 

glicose foi de 1 g.L-1. No entanto, para concentração de glicose de 0,5 g.L -1, foi observado um 

declínio na degradação do TNT. Sob condições anaeróbias, a melhor degradação foi de 77% 

quando a concentração de glicose foi de 1,5 g.L -1. Conforme exposto, nas condições aeróbias, 

a  maior  concentração  de  glicose  aumentou  a  eficiência  da  degradação  do  TNT  porque  a 

glicose foi uma fonte fácil de carbono disponível para a bactéria Bacillus mycoides. 

 A escolha do substrato como fonte fácil de carbono e energia deve ser feita de tal 

forma  que  o  substrato  escolhido  não  torne  os  custos  elevados,  dessa  forma  os  rejeitos 

agrícolas e industriais utilizados como substratos são capazes de fornecer condições ótimas de 

produção das enzimas hidrolíticas, não somente por propiciar material de baixo custo como 

também pela reciclagem de biomassa e até mesmo de efluentes. Estes substratos são palha-de-

trigo, palha-de-aveia, bagaço de cana, casca de arroz, serragem, rejeitos de processamento de 

café, rejeitos de colheitas de chá de uva, polpa de beterraba como fontes primárias de carbono 

(ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).  

 Tendo em vista os diversos trabalhos citados para tratamento de efluentes com o 

objetivo  de  degradar,  remover  ou  metabolizar  poluentes,  são  importantes  pesquisas  neste 

campo para a obtenção de condições ótimas e neste contexto o estudo de uso de cossubstratos 

em concentrações diferentes se faz necessário. 

 

3.4 Fungos 
 

 Os fungos são um grupo diversificado de organismos que apresentam a seguinte 

divisão:  Chytridiomycota,  Zygomycota,  Ascomycota,  Basidiomycota,  Deuteromycota.  As 

espécies variam de organismos simples a organismos muito complexos, chamadas 

respectivamente,  de  unicelulares  e  pluricelulares.  São  eucariontes,  tendo  consideravelmente 

mais  genes  do  que  as  bactérias,  que  ainda  tornam  mais  versátil  em  tolerar  compostos 

inibitórios ((HANS) van LEEUWEN et al., 2012). Heterotróficos, dependem da 

disponibilidade de nutrientes ricos em matéria orgânica e energia. São organismos saprófitas e 

obtêm o seu alimento a partir da degradação de matéria orgânica morta. A maioria é de vida 

livre e podem ser classificados em grupos, tais como fungos filamentosos (também chamados 
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de  bolores  ou  micélio)  e  leveduras  (MORE  et  al.,  2010).  São  de  suma  importância  como 

agentes  primários  da  degradação  do  ciclo  do  carbono,  nitrogênio  e  outros  nutrientes  na 

biosfera e na deterioração dos materiais e produtos úteis. Possuem habilidades para sintetizar 

muitos compostos estranhos para nós e não se limitam a atividades prejudiciais, mas incluem 

a  produção  de  muitos  materiais  importantes  para  a  comida,  drogas,  e  indústrias  químicas 

(GRIFFIN, 1994). 

 Estes organismos são muito eficazes, uma vez que são resistentes e podem tolerar 

concentrações elevadas de poluentes mais do que as bactérias, pois possuem o maior número 

de genes oferecendo maior seletividade reprodutiva, o que pode resultar  em melhores 

adaptações ambientais ((HANS) van LEEUWEN et al., 2012). Produzem uma larga variedade 

de  proteínas  extracelular,  ácidos  orgânicos  e  outros  metabólitos  de  suma  importância,  e 

possuem  capacidade  de  adaptar-se  a  severas  condições  ambientais  (COULIBALY  et  al., 

2003; MORE et al., 2010). 

 Estudos  sobre  a  diversidade  de  fungos  têm  diferentes  estimativas,  os  números 

diferem  muito  entre  os  1,5  milhão  de  espécies,  3,5-5,1  milhões  de  espécies  ou  712  mil 

espécies  em  todo  o  mundo.  Os  fungos  filamentosos  têm  sido  tradicionalmente  usados  para 

produzir várias substâncias com relevância para as indústrias farmacêutica, de alimentos e de 

biotecnologia (VALENCIA e CHAMBERGO, 2013). 

 Qualquer que seja seu modo de nutrição, os fungos devem absorver os nutrientes 

necessários para seu crescimento em um substrato disponível, os nutrientes devem possuir um 

tamanho adequado para que possam atravessar as camadas celulares até alcançar o citoplasma 

onde serão metabolizados (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010). As hifas fúngicas têm pequenos 

volumes, mas grandes áreas de superfície, as quais aumentam a capacidade de absorção dos 

fungos ((HANS) VAN LEEUWEN et al., 2012). 

 Na Tabela 2 são apresentados os principais componentes requeridos pelos fungos 

para o desempenho das atividades metabólicas. 
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Tabela 2 – Elementos químicos requeridos para a célula fúngica. 

Elemento 
Químico 

Fontes  Funções celulares 

Carbono Açúcares  Elemento estrutural de célula fúngica em 

combinação com o hidrogênio e fonte de 

energia. 

Hidrogênio   Prótons  Próton transmembranar vital para o transporte 

de nutrientes na célula. 

Oxigênio Ar, O2  Substrato  para  a  respiração  e  outras  enzimas 

oxidativas. 

Nitrogênio Sais de amônia, uréia, 

aminoácidos 

 Participação na estrutura e formação de 

proteínas, aminoácidos e enzimas. 

Fósforo Fosfatos  Formação de ácidos nucléicos e membranas 

celulares. 

Enxofre Sulfatos e metionina  Formação de aminoácidos e vitaminas. 

Potássio Sais de K+  Atividade enzimática e balanço iônico. 

Magnésio Sais de Mg2+  Atividade enzimática e estrutura celular. 

Cálcio Sais de Ca2+  Processo de transdução. 

Cobre Sais cúpricos  Pigmento redox. 

Ferro Sais férricos  Hemeproteínas e citocromos. 

Manganês Sais de Mn2+  Atividade enzimática. 

Molibdênio Na2MoO4  Metabolismo do nitrato e vitamina B12. 

Zinco Sais de Zn2+  Atividade enzimática. 

Fonte: Adaptado de Kavanagh (2005). 

  

 Os fungos obtêm sua energia a partir da quebra de compostos orgânicos. De um 

modo geral, os responsáveis pela quebra dos compostos orgânicos poliméricos para obtenção 

de fontes de carbono e de energia são as enzimas secretadas por esses micro-organismos. A 

capacidade enzimática é uma característica intrínseca de cada espécie e a ausência de enzimas 

específicas em um processo pode fracassar o crescimento do fungo em um substrato talvez 

pela sua incapacidade de digerí-lo (ANDRADE, 2013). 
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 Segundo Lu (2012), a biorremediação por enzimas é atualmente um novo método 

atrativo  para  remoção  de  poluentes  tendo  foco  no aumento  no  número  de  pesquisas  para  o 

efeito do íon comum na atividade enzimática. 

 Para a degradação de moléculas de baixo peso molecular, as lacases são enzimas 

fúngicas, uma vez que eles tenham sido isolados a partir de plantas e fungos (Ascomicetos, 

Basidiomicetos e Deuteromicetos), RIVERA-HOYOS et al. (2013), que possuem capacidade 

para catalizar a oxidação de uma variedade de compostos orgânicos aromáticos, 

principalmente os compostos fenólicos (POMPEU, 2010), concomitantemente com a redução 

do  oxigênio  molecular  para  formar  água  (LU  et  al.,  2012;  RIVERA-HOYOS  et  al.,  2013). 

Uma característica fundamental destas enzimas é a relação direta do seu potencial redox (E°) 

com a energia necessária para remover o elétron do substrato redutor (RIVERA-HOYOS et 

al., 2013).  

 Além  disso,  uma  grande  quantidade  de  compostos  fenólicos  são  reconhecidos 

como desreguladores endócrinos de modo que interferem no sistema endócrino. Geralmente, 

estes  compostos  recalcitrantes  produzidos  em  diversos  tipos  de  indústrias,  inclusive  as  de 

tintas, não podem ser degradados por estações de tratamento convencional. Então, o 

tratamento destes compostos com diferentes enzimas de modo a transformá-los em compostos 

degradáveis ou outros não tóxicos é a tendência. O uso de enzimas nestes processos têm uma 

série  de  vantagens  devido  à  sua  elevada  atividade  em  condições  ambientais,  tais  como  a 

temperatura  ambiente,  o  pH  neutro  ou  a  pressão  atmosférica,  sua  elevada  seletividade  e 

especificidade (ADDORISIO et al., 2013).   

 Outra  enzima  utilizada  para  degradação de  compostos  de  difícil  degradação é  a 

citocromo  P450  monoxigenase.  Segundo  SCHARF  et  al.  2000  apud  Sampaio  (2005),  a 

enzima citocromo P450 monoxigenase acontece em todos os organismos celulares, e participa 

do  metabolismo  de  xenobióticos.  São  hemoproteínas,  induzidas  por  numerosas  substâncias 

apolares e requerem NADPH como cofator para atividade catalítica. Reações importantes são 

conduzidas  por  este  sistema  enzimático:  redução  de  grupos  nitro,  azo,  N-óxido,  peróxido  e 

epóxido;  clivagem  de  ligações  C-C.  Os  substratos  para  este  sistema  enzimático  incluem: 

esteróides, xenobióticos, hidrocarbonetos poliaromáticos, nitrosaminas, ácidos graxos, 

cetonas, entre outros (GRIFFIN, 1994). 

 O tratamento de corantes recalcitrantes e tóxicos com tecnologias tradicionais não 

é sempre efetivo ou pode ser desfavorável ao ambiente. Isto tem impulsionado a busca por 

tecnologias alternativas tais como a biodegradação por fungos. Em particular fungos 
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lignolíticos e suas enzimas oxidativas não específicas têm sido relatados como responsáveis 

pela descoloração de corantes sintéticos diferentes (COUTO, 2009). 

 Desta  forma,  por  possuírem  a  capacidade  de  degradar  diferentes  e  complexas 

moléculas  na  natureza,  os  fungos  têm  sido  estudados  em  processos  de  biorremediação, 

conforme apresentada na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Alguns estudos utilizando fungos na degradação de compostos poluentes. 

Fonte Espécies Fúngicas Poluente 
Pinto et al. (2012) Fusarium oxysporum, 

Aspergillus oryzae, Lentinula 

edodes, Penicillium 

brevicompactum e 

Lecanicillium saksenae 

- Pesticidas terbutilazina, 

difenoconazol e 

pendimetalin. 

Máximo et al. (2012) Phanerochaete 

chrysosporium 

- Efluentes têxteis. 

Xiao et al. (2011)  Phlebia lindtneri, Phlebia 

brevispora and Phlebia 

- Pesticida organoclorado 

clordano. 

Silva et al. (2012) Aspergillus niger - Efluente sintético de 

laticínio. 

Lopes et al. (2011) Aspergillus niger - Efluente de indústria de 

castanha de caju. 

Silva (2012) Aspergillus niger - Corante índigo carmim. 

Andrade et al. (2013) Phanerochaete 

chrysosporium 

- Corante vermelho de congo 

Fonte: Autor (2014). 

  

 Pinto et al. (2012) avaliaram a degradação dos pesticidas terbutilazina, 

difenoconazol e pendimetalin por cultura de fungos. Os fungos Fusarium oxysporum, 

Aspergillus oryzae, Lentinula edodes, Penicillium brevicompactum e Lecanicillium saksenae 

cresceram  em  um  meio  contendo  solução  de  Vishiniac,  nutrientes,  glicose  e  extrato  de 

levedura e a remoção dos pesticidas ocorreu nas primeiras horas de exposição.   Os produtos 

foram removidos, na seguinte ordem de eficiência, por todos os fungos estudados 

pendimetalin > difenoconazol > terbutilazina. 
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 Entretanto, o fungo lignolítico Phanerochaete chrysosporium, do filo 

basidiomicota, tem sido amplamente estudado pela capacidade de biodegradação e 

descoloração  de  efluentes  têxteis,  por  apresentar  disposição  em  degradar  lignina  em  altas 

taxas,  através  de  mineralização  ou  deslignificação  seletiva  ou  não  seletiva,  produzindo 

dióxido  de  carbono  (CO2),  água  (H2O)  e  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2)  (MÁXIMO  et  al. 

2012). 

Nos  estudos  de  Xiao  et  al.  (2011)  a  biodegradação  do  pesticida  organoclorado 

clordano  por  fungos  da  podridão  branca das  espécies  Phlebia lindtneri,  Phlebia  brevispora 

and  Phlebia  aurea,  os  autores  declararam  ser  este  o  primeiro  relato  de  transformação 

oxiclordano por micro-organismos e que as espécies Phlebia têm atividade específica para a 

biotransformação de compostos organoclorados, pois estas espécies utilizaram inibidores do 

citocromo P450 no estudo sendo os resultados dos experimentos consistentes referindo-se ao 

envolvimento de citocromo P450 mono-oxigenase em alguns passos do metabolismo 

clordano, especialmente nas epoxidação e processo de hidroxilação. Em outro estudo, Xiao et 

al.  (2011),  investigaram  novos  caminhos  metabólicos  por  20  fungos  de  podridão  branca, 

pertencentes ao gênero Phlebia, capazes de degradar dieldrin e aldrin. 

Andrade  et  al.  (2013),  estudando  a  habilidade  do  fungo  da  podridão  branca, 

Phanerochaete  chrysosporium,  em  degradar  o  corante  vermelho  de  congo  em  um  meio 

enriquecido  com  glicose  ou  farelo  de  trigo  como  cossubstratos,  verificou  que  a  glicose  foi 

mais  eficiente  na  degradação  do  corante,  chegando  a  um  percentual  de  remoção  de  97%, 

enquanto que o farelo de trigo não obteve remoção satisfatoriamente efetiva. 

 A  espécie  estudada  nesta  pesquisa  foi  Aspergillus  niger,  por  possuir  eficiência 

comprovada para degradação de compostos recalcitrantes (SAMPAIO, 2005). 

 O  Aspergillus  foi  catalogado  em  1729,  pelo  padre  italiano  e  biólogo  Pietro 

Antonio  Micheli,  o  qual  observando  o  fungo  ao  microscópio verificou  que  sua  forma 

lembrava  um  borrifador  de  água  benta,  chamada  de  aspergillun,  nomeando  a  espécie  de 

acordo com o objeto 5. 

 O fungo filamentoso Aspergillus niger é uma das espécies fúngicas mais comuns 

do gênero Aspergillus, causa doença denominada mofo preto em algumas frutas e vegetais, 

sendo um contaminante comum de alimentos (MILLER, 2001 apud SOUZA NETO, 2012). 

Tem  a  seguinte  classisficação:  Divisão  –  Eumycota;  Classe  –  Ascomicetos,  é  classificado 

como  fungo  de  decomposição  branda  ou  mole,  pode  degradar  a  lignina  e  polissacarídeos, 

                                                             
5 Disponível em: <http://artigos.tol.pro.br/portal/linguagem-pt/Aspergillus> Acesso em: 13/11/2013.  
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porém  com  velocidades  muito  baixas,  está  entre  os  microrganismos  mais  importantes  na 

indústria  de  biotecnologia,  e  apresenta  uma  longa  história  de  uso  em  aplicações  agro-

alimentares.  Além  de  ser  um  hospedeiro  para  a  produção  industrial  de  ácidos  orgânicos, 

Aspergillus niger é conhecido por secretar uma variedade de enzimas hidrolíticas capazes de 

degradar açúcares. A enzima que será produzida depende do tipo de substrato da fermentação. 

Algumas destas enzimas secretadas foram recrutadas para aplicações industriais (TSANG et 

al., 2009), principalmente envolvidas na  biossíntese de metabólitos  secundários complexos, 

na  degradação  de  compostos  aromáticos,  no  desenvolvimento  como  produtor  de  proteínas 

heterólogas,  como  biofármacos,  na  maioria  das  vezes  com  sucesso  limitado  (SUN  et  al., 

2007).  

 A  eficiência  na  biodegradação  de  poluentes  recalcitrantes  por  Aspergillus  niger 

tem  sido  demonstrada,  como  no  tratamento  de  efluente  sintético  de  laticínio  disposto  em 

reatores  em  bateladas  sequenciais  inoculados  com  Aspergillus  niger  AN  400,  o  qual  foi 

estudado por Silva et al. (2012). Os autores estudaram a remoção de matéria orgânica e de 

nutrientes do efluente e observaram que os micro-organismos iniciaram a degradação do meio 

pela remoção de amônia à nitrato indicando que os fungos possuem a capacidade de consumir 

o nitrogênio amoniacal com maior velocidade do que o nitrato. Com relação à DQO, o fungo 

Aspergillus  niger  AN  400  foi  eficiente  na  remoção  de  matéria  orgânica,  independente  da 

presença ou não de sacarose alcançando um percentual de remoção máximo de 71,7%  para 

DQO. 

  Lopes et al. (2011) estudaram a eficiência da remoção de nitrogênio e fósforo do 

efluente de indústria de castanha de caju, por uso de reator aeróbio em batelada com inóculo 

de  Aspergillus  niger  AN  400.  O  acréscimo  de  glicose  à  água  residuária,  foi  realizada  em 

etapas distintas, na concentração de 1 g.L -1 (Etapa I) e de 5 g.L -1 (Etapa II). Durante a Etapa 

II,  o  reator  alcançou  bons  resultados  para  remoção  de  nutrientes  sem  acúmulo  de  sua 

concentração  no  meio:  49%  de  fósforo  total,  60%  de  ortofosfato,  79%  de  amônia,  78%  de 

nitrato  e 90% de nitrito, indicando que a menor liberação de nutrientes pelos micro-

organismos ocorreu na presença de concentração elevada de glicose. 

 Em estudos de Silva (2012) o tratamento biológico com Aspergillus niger AN 400 

inoculados  em  reator em  bateladas  sequenciais  para  degradação  do  corante  Índigo  Carmim 

contido em efluente têxtil industrial in natura à 10% foi investigado, mostrando que na etapa I 

do processo (ciclos 1º ao 24º), a qual contou com adição de compostos nitrogenados, a média 

de degradação do corante foi de 55% contra eficiência média de 83% na etapa II (ciclo 25º ao 

43º) quando houve suspensão da adição dos compostos de nitrogênio. Neste caso, 
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possivelmente a presença de nitrogênio no meio afetou o metabolismo secundário do 

Aspergillus, inibindo a degradação do corante índigo carmim. 

 Em  se  tratando  de  remoção  de  2,4-DNF  por  Aspergillus  niger,  não  foram 

encontrados estudos que fossem relatados a remoção desse composto contaminante de solos e 

águas,  tornando-se  necessário  o  desenvolvimento  de  pesquisas  utilizando-se  o  Aspergillus 

niger  como  agente  degradante  do  2,4-dinitrofenol,  compostos  de  alta  toxicidade  ao  meio 

ambiente. 

 

3.5 Biorremediação dos nitrofenóis 
 

Dentre  as tecnologias para remoção dos compostos aromáticos, destacam-se 

biorremediação,  técnicas  físicas  e  químicas,  bem  como  o  processo  combinado  entre  as 

tecnologias  de  biorremediação  e  química  como  opções  para  a  degradação  de  elementos 

contaminantes do solo e água. Entre as tecnologias aplicadas para remoção de nitrofenóis, a 

biorremediação  começa  a  ocupar  um  lugar  em  destaque,  visto  que  pode  constituir  uma 

alternativa  mais  segura  do  ponto  de  vista  ambiental  em  relação  aos  processos  físicos  e 

químicos utilizados para eliminar compostos nitrofenólicos. 

 

Biorremediação consiste na utilização de processo ou atividade biológica por meio 
de  organismos  vivos  (micro-organismos  e  plantas),  que  possuam  a  capacidade  de 
modificar ou decompor determinados poluentes, transformando, assim, 
contaminantes em substâncias inertes (SOARES et al. 2011). 

 

 Conforme  Soares  et  al.  (2011),  esta  biotecnologia  vem  sendo  empregada  em 

alguns países e, em certos casos, além de apresentar menor custo é mais eficiente na remoção 

dos poluentes do que as técnicas físicas e químicas. 

 A biodegradação é usada para descrever a completa mineralização do composto 

de partida para os compostos inorgânicos simples como CO2, H2O, NO3
- e outros, 

constituindo  a  forma  de  biodegradação  ideal  para  biorremediação  de  áreas  contaminadas 

(SHARMA  e  GUPTA,  2012),  mas  nem  sempre  a  mineralização  é  completa,  podendo  até 

haver  formação  de  intermediários  indesejáveis,  formando  substratos  mais  poluentes  que  os 

compostos a serem degradados.  

 Os micro-organismos por apresentarem diversos caminhos catabólicos na quebra 

dos  muitos  tipos  de  poluentes  recalcitrantes  e  xenobióticos,  sob  condições  variadas,  são 

bastante  investigados  no  tratamento  de  efluentes  industriais  e  na  remoção  de  compostos 

nitrofenólicos (ARORA et al., 2014). 
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 Dentre os processos  biológicos, os de lodos ativados têm sido empregados com 

frequência  para  utilizar  fenóis  e  seus  derivados  (p-nitrofenol  e  o-cresol)  como  fonte  de 

carbono e energia, apresentando alta eficiência de remoção, embora haja acúmulo de alguns 

intermediários, principalmente hidroquinona e catecol (FERNÁNDEZ et al., 2013). 

 Kulkarni e Chaudhari (2006) estudaram a capacidade da espécie de Pseudomonas 

putida em metabolizar p-nitrofenol (PNF), nas concentrações de 20 mg.L -1, 50 mg.L -1 e 300 

mg.L-1, como única fonte de  carbono, nitrogênio e energia. A degradação foi acompanhada 

por liberação de uma quantidade estequiométrica de nitrito. Neste trabalho, o efeito da adição 

de  glicose  sobre  a  degradação  de  PNF  em  condições  semelhantes também  foi  avaliado.    A 

glicose (0,4 g.L-1) em 20 e 50 mg.L -1 de PNF não acelerou a taxa de degradação, ao passo que 

em 300 ppm de PNF houve inibição. O estudo observou que a pH ácido (4,0 - 6,5) PNF não 

foi degradado, enquanto que o pH alcalino (7,5 - 9,5) aumentou significativamente a taxa de 

degradação de PNF. A degradação completa da PNF em concentração elevada (300 ppm) foi 

confirmada por análise de HPTLC. 

 Chen et al. (2006) investigaram a resposta das características de lodos ativados na 

presença  de  2,4-dinitrofenol  (2,4-DNF),  em  culturas  em  batelada.  A  produção  de  lodos 

diminuiu  ligeiramente  com  o  aumento  da  concentração  de  2,4-DNF. A  10 mg.L-1,  ou 

concentração    inferior  a esse  valor,  o  2,4-DNF  reduziu  significativamente  o  rendimento  de 

lodos e na presença de 2,4-DNF entre as concentrações de 1 a 20 mg.L -1 aumentou a taxa de 

consumo do oxigênio do lodo ativado e ligeiramente alterou sua hidrofobicidade. Uma análise 

indicou que a redução da produção de lodos foi atribuída, principalmente, pela presença de 

2,4-DNF, que inibia de forma significativa o crescimento, em vez de reduzir a degradação do 

substrato. 

 She et al. (2012) determinaram a biodegradabilidade aeróbia de 3-nitrofenol (3-

NP),  2,4-dinitrofenol  (2,4-DNF)  e  2,6-dinitrofenol  (2,6-DNF)  através  dos  parâmetros  de: 

razão DBO/DQO, produção de dióxido de carbono, taxa de consumo de oxigênio em relação 

e atividade enzimática relativa. Além disso, a cinética de biodegradação dos compostos foi 

investigada em reatores em batelada sequenciais, tanto na presença de glicose (como 

cossubstrato)  e  com  nitrofenol  como  a  única  fonte  de  carbono.  Entre  os  três  compostos 

testados, o 3-NP mostrou a melhor biodegradabilidade, enquanto 2,6-DNF foi o mais difícil 

de  ser  biodegradado.  A  presença  de  glicose  entre  0  a  660  mg.L-1,  acelerou  o  aumento  da 

degradação  dos  nitrofenóis.  Por  outro  lado,  em  elevadas  concentrações  de  glicose,  1320  a 

2000  mg.L-1,  foi  menor  do  que  o  valor  obtido  na  ausência  de  glicose,  sugerindo  que  altas 

concentrações de cossubstrato poderia inibir a biodegradação de nitrofenóis. 



41 
 

 Em estudos de Kristanti et al. (2012) foi investigado a biodegradação dos 

nitrofenóis 2-NF, 4-NF e 2,4-DNF, em amostras de água de três rios, pela planta Spirodela 

polyrhiza  na  rizosfera,  local  onde  as  bactérias  são  micro-organismos  predominantes.  O 

experimento realizado mostrou que a remoção dos três nitrofenóis foi acelerada na presença 

da planta S. polyrhiza e que, de suas raízes, foram isolados várias bactérias degradantes de NF 

que contribuíram para a biodegradação acelerada dos NFS. 

Kulkarni (2013) examinou a remoção de nitrofenóis por meio de quatro reatores 

em  bateladas  idênticas  R  (controle),  R1  (4-NF),  R2  (2,4-DNF)  e  R3  (2,4,6  -TNF).  No 

referente  estudo,  foi  adicionado,  ao  meio,  extrato  de  levedura  e  peptona  com  intuito  de 

melhorar o crescimento da biomassa sendo esta produzida especificamente pela Thiosphaera 

pantotropha. A concentração de cada um dos nitrofenóis foi gradualmente aumentada de 2,5 a 

200  mg.L-1,  durante  a  adaptação.  Os  nitrofenóis  foram  utilizados  como  a  única  fonte  de 

nitrogênio,  durante  o  estudo.  Observou-se  que  a  remoção  total  de  4-NP,  foi  de  98%,  as 

remoções de 2,4-DNP e 2,4,6-TNP variaram entre 83% e 84%, nesta ordem. A remoção de 

DQO  para  4-NP  foi  de  99%,  para  2,4-DNP  e  2,4,6-TNP  foi  de  97  -  98%  respectivamente 

durante a adaptação. 

Compostos  nitrogenados  são  utilizáveis  como  fonte  de  nitrogênio  por  vários 

fungos.  Uma  completa  discussão  sobre  esse  caminho  não  é  fácil. Um  princípio  importante 

para todos estes compostos é que a via catabólica é, em geral, completamente diferente da via 

biossintética do mesmo composto (GRIFFIN, 1994). 

Os fungos são capazes de utilizar o nitrogênio – N a partir de uma vasta gama de 

compostos  orgânicos  e  minerais,  por  reações  catabólicas,  para  fornecer  energia  para  as 

reações anabólicas, sendo o amônio (NH 4
+) considerado a fonte de nitrogênio preferida dos 

fungos e bactérias (GRIFFIN, 1994; GEISSELER et al., 2010).  Na Figura 3 estão 

representadas as transformações do nitrogênio resultantes do metabolismo microbiano a partir 

da decomposição orgânica. 

 

 Figura 3 - Representação das etapas de oxidação do nitrogênio. 

 
                  Fonte: Autor (2014). 
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nitrogenados  
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A  amônia  (NH3)  tende  a  ser  convertida  a  amônio  (NH4
+)  e  este  por  sua  vez  é 

convertido a nitrito (NO 2
-) e depois à nitrato (NO 3

-)  por processos microbianos utilizando o 

oxigênio  como  aceptor  de  elétrons,  processo  esse  chamado  de  nitrificação  (GABIATTI, 

2010). 

Das diversas naturezas de nitrogênio presentes, a amônia e em especial o nitrato, 

são aquelas que irão causar mais efetivamente a perda de qualidade da água dos mananciais 

próximos (GABIATTI, 2010). Os processos bioquímicos de oxidação do amônio a nitrito e 

deste para nitrato implicam em consumo de oxigênio dissolvido do meio, o que pode afetar a 

vida aquática quando a oxigenação do ambiente é menor que o consumo por esses processos, 

levando à mortandade da fauna (von SPERLING, 1996). 

Um  fator  relevante  a  ser  considerado  na  biodegradação  do  2,4-dinitrofenol  em 

uma  parte  da  pesta  pesquisa,  é  a  quantidade  de  nitrogênio  liberada,  nas  formas  de  nitrato 

(NO3
-) e amônia (NH 3), provenientes da degradação do composto  2,4-DNF e que não estão 

dentro dos padrões de lançamentos de efluentes em águas. 

 Nakano et al. (2004) investigaram, pelo tratamento fotocatalítico, a degradação do 

2,4-DNF contido em efluente de uma cidade sob material poroso TiO 2/SiO2. O caminho de 

reação descrito pelos autores para degradação fotocatalítica do 2,4-DNF mostrou que primeiro 

NO2
- (íon nitrito) foi formado a partir de 2,4-DNF, em seguida, NO 3

- (íon nitrato) e NH4
+ (íon 

amônio) foram formados consecutivamente. A partir deste, a oxidação ocorreu paralelamente, 

convertendo  2,4-DNF  em  dióxido  de carbono  e  outros  intermediários,  ao mesmo  tempo.  O 

caminho da reação está descrito na Figura 4. 

  

Figura 4 - Caminhos de reação para degradação fotocatalítica do 2,4-DNF. 

 

Fonte: Nakano et al., (2004). 

 

 Arora et al. (2014), em seu artigo de revisão sobre biodegradação de nitrofenóis e 

seus derivados, apresentaram caminhos de reação e demonstraram os produtos da degradação 

do 2,4-DNF por bactérias de acordo com as proposta (a), (b) e (c), conforme a Figura 5.  
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Figura 5 - Caminhos de degradação do 2,4-DNF formando (a) 2-amino-4-nitrofenol, (b) 4,6-

dinitrohexanoato ou ácido 3-nitroadípico e (c) hidroquinona. 

 
Fonte: Adaptado de Arora et al. (2014). 
 

 A proposta (a) apresenta a formação do 2-amino-4-nitrofenol. Hirooka et al. 2006 

apud  Arora  et  al.  (2014)  relataram  a  degradação  de  2,4-DNF  por  uma  cultura  mista  de 

cianobactérias Anabaena variabilis e A. cylindrica. A cianobactéria A. variabilis reduzindo o 

2,4-DNP a 2-amino-4-nitrofenol pela enzima nitroredutase. Na proposta (b), via complexo de 

Meisenheimer, foi demonstrado a formação do 4,6-dinitrohexanoato (DNH) de acordo com a 

explicação de Lenke et al. (1992) ou a formação ácido 3-nitroadípico de acordo com Blasco et 

al.  (1999).  Lenke  et  al.  (1992)  apud  Arora  et  al.  (2014),  isolaram  duas  linhagens  de  R. 

erythropolis HL 24-1 e HL 24-2 provenientes do solo e água do rio, que utilizaram 2,4-DNF 

como única fonte de carbono, nitrogênio e energia havendo liberação de íons nitrito, o DNH 

foi  identificado  como  produto  final  minoritário.  Já  Blasco  et  al.  (1999)  apud  Arora  et  al. 

(2014), relataram a mineralização do 2,4-DNF por Rhodococcus sp. B1, que degradou o 2,4-

DNF com liberação de um grupo nitro na posição orto e formação do ácido 3-nitroadípico, 

que foi degradado, com a remoção de segundo grupo nitro. Para a proposta (c), a formação da 

hidroquinona  foi  justificado  por  Iwaki  et  al.  (2007).  Iwaki  et  al.  (2007)  apud  Arora  et  al. 
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(2014),  isolaram  uma  bactéria  mineralizante  do  2,4-DNF,  Burkholderia  sp.  estirpe  KU-46, 

que utilizou 2,4-DNF como única fonte de carbono e nitrogênio. A formação de 4-nitrofenol 

foi  pela  liberação  de  um  grupo  nitro  (-  NO2)  e  logo  após  reduzindo  o  4-nitrofenol  a  1,4-

benzoquinona pela enzima monoxigenase que foi ainda reduzida a hidroquinona pela enzima 

redutase. 

 

3.6  Levantamento  sobre  Legislação  Brasileira  referente  aos  parâmetros pH,  DQO, 

nitrato, nitrito, nitrogênio amoniacal e fenóis. 

 

A  Portaria  do  Ministério  da  Saúde  (MS)  no.  2914  do  ano  de  2011  instituiu 

parâmetros de qualidade de água para consumo humano.  Os nitrofenóis, de um modo geral, 

não foram mencionados como parâmetro, mas há padrões de qualidade de água para consumo 

humano referente às frações nitrogenadas, como nitrito, nitrato e amônia, conforme a Tabela 

4. 

 

Tabela 4 - Padrão de potabilidade para substâncias químicas que representam risco à saúde. 

Parâmetro Valor Máximo Permitido 

Nitrato (como N) 10 mg.L-1 

Nitrito (como N) 1 mg.L-1 

Amônia (como NH3) 1,5 mg.L-1 

Fonte: Ministério da Saúde (2011). 

 

A  Resolução  CONAMA  nº  357  de  2005  estabeleceu  padrões  de  lançamento  de 

efluentes  em  águas.  O  artigo  3º  da  Resolução  nº  430/2011  que  complementa  e  altera  a 

Resolução nº 357/2005 do CONAMA, não apresenta especificamente o parâmentro para 2,4-

DNF, podendo este ser enquadrado em fenóis. Na Tabela 5, são apresentadas as 

concentrações  máximas  permitidas  para  lançamento  de  efluentes  em  corpos  hídricos  dos 

parâmetros fenol e nitrogênio, no qual o parâmetro referente a nitrogênio estabelecido trata-se 

de  amônia  total  e  não  há  padrões  referentes  à  outras  frações  nitrogenadas,  como  nitrito  e 

nitrato de fundamental importância para esta pesquisa.  
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Tabela 5 - Valor máximo permitido para lançamento de efluentes em corpos hídricos.  

Parâmetro Valor Máximo Permitido 

pH 5 a 9 

fenóis totais (substâncias que reagem com 4-

aminoantipirina) 

0,5 mg.L-1 C6H5OH 

Nitrogênio amoniacal total 20 mg.L-1 N 

Fonte: CONAMA (2011). 

 

De acordo com a Portaria SEMACE no. 154 do ano de 2002, a qual dispõe sobre 

padrões e condições para lançamento de efluentes líquidos gerados por indústrias ou qualquer 

fonte poluidora no estado do Ceará, estabeleceu valores máximos permitidos de substâncias 

constantes em efluentes de fontes poluidoras localizadas em áreas que não são atendidas por 

rede pública de tratamento de esgoto e que deverão possuir estação de tratamento, de maneira 

a  atender  aos  padrões  de  qualidade  dos  cursos  de  água.  Na  Tabela  6,  são  apresentados  os 

valores correspondentes aos parâmetros descritos nessa portaria e que são apresentados nesta 

pesquisa.  

 

Tabela  6  –  Valores  máximos  permitidos  de  substâncias  constantes  em  efluentes  de  fontes 

poluidoras. 

Parâmetro Valores Máximos Permitidos 

pH 5 a 9 

DQO 200 mg.L-1 

Amônia total 5 mg.L-1 

Índice de fenóis 0,5 mg C6H5OH/L 

Fonte: Semace (2005) 

 

Visto a não existência, na Resolução CONAMA, de certos parâmetros estudados 

nesta pesquisa para lançamentos de efluentes em água, como nitrato e nitrito, na Tabela 7 são 

apresentadas  as  concentrações  máximas  das  condições  padrões  de  qualidade  de  água  para 

consumo. 
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Tabela 7 - Padrões de qualidade de água para consumo. 

Parâmetros 
Águas Doces Águas Salobras 

Classe I Classe III Classe I 

pH 6 a 9 6 a 9 6,5 a 8,5 

Nitrato (mg.L-1 N) 10 10 0,4 

Nitrito (mg.L-1 N) 1,0 1,0 0,7 

N-amoniacal total 

(mg.L-1 N) 

3 para pH ≤ 7,5; 

2,0 para 

7,5 < pH ≤ 8,0; 

1,0 para 

8,0 < pH ≤ 8,5; 

0,5 para 

pH > 8,5. 

13,3 para pH ≤ 7,5; 

5,6 para 

7,5 < pH ≤ 8,0; 

2,2 para 

8,0 <  pH ≤ 8,5; 

1,0 para  

pH > 8,5. 

0,4 

Fenol  (mg.L-1) 0,003  0,01  0,003 

Fonte: CONAMA (2011). 

 

Novos caminhos de remediação têm sido propostos aos ambientes que contém os 

poluentes  aromáticos  tóxicos.  Pesquisas  envolvendo  processos  biológicos  para  remoção  ou 

degradação de compostos nitroaromáticos ainda são restritos. Por outro lado, muitos estudos 

na  área  ambiental  empregando  fungos são  crescentes,  pois  estes  micro-organismos  são 

biodegradadores potentes. Por esse motivo, o emprego de micro-organismos para remoção do 

2,4-dinitrofenol em água, parece ser viável, podendo desta forma, contribuir para minimizar 

os problemas ambientais de contaminação por estes compostos. 
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4. MATERIAIS  E MÉTODOS 

 

 O composto químico 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF) foi escolhido mediante pesquisas 

que direcionavam a utilização deste composto como intermediário na produção de pesticidas. 

A seleção da concentração de 5 mg.L -1 foi baseado na pesquisa de Chen et al., (2006). O 2,4-

dinitrofenol  padrão,  da  marca  Sigma-Aldrich,  de  grau  analítico,  foi  cedido  pela  Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA). 

 A espécie escolhida para degradar o 2,4-DNF, Aspergillus  niger AN 400, é um 

micro-organismo muito usado no campo da biotecnologia, devido às enzimas produzidas tais 

como amilases, lipases, celulases, xinalases e proteases (SAMPAIO, 2005). 

 A pesquisa foi conduzida em 3 fases: Fase 1 - Preparo do inóculo fúngico e água 

sintética.  Fase  2  -  Testes  de  adsorção  e  Avaliação  da  toxicidade  em  placas.  Fase  3  - 

Tratamento biológico:  Operações em bateladas com biomassa dispersa, variando a glicose em 

concentrações  diferentes  de:  0,5  g.L-1,  3  g.L-1,  5  g.L-1,  10  g.L-1  e  Operações  em  bateladas 

sequenciais com biomassa imobilizada e glicose em uma concentração determinada ótima. 

 

4.1 Preparo do eluente sintético 
 

 Para obtenção do eluente sintético foi preparado 1 litro (1L) de solução padrão de 

2,4-DNF com quantidade de soluto suficiente para concentração de 2000 mg.L -1. A solução 

foi estocada em frasco escuro de modo a evitar interferência da luz.  

 Em função da dificuldade do 2,4-dinitrofenol solubilizar em água, fez-se 

necessária adição do cossolvente, etanol, com percentual de 2,5% da solução, e utilização de 

chapa elétrica com rotação e aquecimento.  

 Com  os  devidos  cuidados  tomados  para tornar  a  solubilização  mais  eficiente,  o 

preparo  da  solução  foi  executado  em  um  período  de  5  horas,  considerando  o  processo  de 

pesagem até a estocagem da solução. 

 A curva de calibração padrão da solução estoque foi feita no intervalo de 2,5 - 100 

mg.L-1  e está representada no anexo I. 

Como  as  amostras  do  tratamento  de  2,4-DNF  com  Aspergillus  niger  AN  400 

precisariam  ser  examinadas  no  cromatógrafo,  foi  indispensável  fazer  análises  das  soluções 

empregadas para averiguação de qualquer interferência com relação aos picos no 

cromatograma  e  estes  não  serem  confundidos  com  o  pico  do  2,4-DNF.  Então  as  soluções 

examinadas foram 2,4-DNF, etanol e Vishniac. 
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A solução do 2,4-DNF que continha  etanol foi  analisada no cromatograma 

apresentando picos distintos, para o 2,4-DNF e outro para o etanol. Analisando a solução de 

Vishniac,  foi  observada  a  existência  de  picos  semelhantes  ao  do  2,4-DNF,  esse  sinal  forte 

ocasionaria influência no resultado da amostra a ser tratada, obtendo resultados não 

confiáveis.  A  composição  química  da  solução  de  Vishniac  de  acordo  com  Sampaio  (2006) 

está apresentada na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Composição química da Solução de Vishniac. 

Produto químico g.L-1 de solução 

EDTA 10,0 

ZnSO4 . 7H2O 4,40 

MnCl2 . 4H2O 1,00 

CoCl2 . 6 H2O 0,32 

(NH4)6Mo7O24 . 4H2O 0,22 

CaCl2 . 2H2O 1,47 

FeSO4 . 7H2O 1,00 

Fonte: Sampaio (2006). 

  

Analisando  a  composição  da  solução  de  Vishniac  observou-se  a  presença  do 

produto químico EDTA, único composto orgânico da solução que possivelmente ocasionaria 

interferência  na leitura dos picos das amostras de tratamento do 2,4-DNF. Com o resultado 

obtido  fez-se  necessário  a  remoção  do  EDTA  da  Solução  de  Vishniac,  adaptando-se,  desta 

forma, a composição da solução de Vishniac (Tabela 9) para o tratamento do 2,4-DNF. 

 

Tabela 9 - Solução de Vishniac utilizada na biodegradação de 2,4-DNF. 

Produto químico g.L-1 de solução 

ZnSO4 . 7H2O 4,40 

MnCl2 . 4H2O 1,00 

CoCl2 . 6 H2O 0,32 

(NH4)6Mo7O24 . 4H2O 0,22 

CaCl2 . 2H2O 1,47 

FeSO4 . 7H2O 1,00 

Fonte: Adaptado de Sampaio (2006). 
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  O eluente sintético aquoso foi obtido por diluição da solução estoque para uma 

concentração final de 5 mg.L-1. 

 

4.2  Cultivo, produção e contagem do inóculo (Aspergillus niger AN 400) 
 

 Os esporos de Aspergillus niger AN 400 foram cultivados em placas de Petri 

(16 placas) estéreis no  Laboratório de Tecnologia Ambiental (LATAM) do IFCE, contendo 

15 mL de meio de cultura Sabouraund meio específico para crescimento dos fungos o qual foi 

previamente  esterilizado  a  121°C,  sob  pressão  entre  1  e  1,5  Kgf.cm2,  durante  15  minutos. 

Adicionou-se ainda às placas, solução de Vishniac, conforme a Tabela 9, na concentração de 

1 mL.L-1 de meio de cultura.  

 Após a solidificação do meio de cultura, os esporos foram inoculados nas placas e 

estas foram mantidas sob temperatura de 28°C ±2 em estufa microbiológica por um período 

de sete dias, até se observar o crescimento do fungo na superfície das placas. Posteriormente, 

os  esporos  foram  removidos  com  uso  de  solução  salina  isotônica  acrescida  de  Tween  80, 

transferidos e guardados em frasco estéril e mantido sob refrigeração a 0°C. Para a contagem 

de  esporos  foi  preparada  solução  utilizando  50  µL  da  suspensão,  previamente  agitada  em 

agitador tipo vórtex, acrescidos de 950 µL de solução Tween 80, resultando uma diluição de 

1:20. Em seguida foram transferidos 20 µL da solução preparada para câmara de Neubauer 

para  a  contagem  dos  esporos  utilizando  microscópio  óptico  da  marca  com  aumento  de  40 

vezes como verificado na Figura 7.  

 

Figura 6 - Microscópio Ótico e câmara de Neubauer. 

 
Fonte: Autor (2014). 
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 Para o cálculo do número de esporos foi empregada a equação (1). 

Esporos/mL = esporos contados x diluição x 2,5 x 105                                                            (1) 

  

4.3 Teste de toxicidade do 2,4-dinitrofenol ao Arpergillus niger AN 400 
 

 O procedimento experimental foi baseado em Sampaio, (2005). Foram preparadas 

placas de Petri com meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose Cloranfenicol (ASDC) para o 

2,4-DNF em duplicata, com concentrações variadas: 300 mg.L -1, 200 mg.L -1, 100 mg.L -1, 90 

mg.L-1, 80 mg.L -1, 50 mg.L -1, 40 mg.L -1, 20 mg.L -1, 10 mg.L -1 e 5 mg.L -1, além do controle 

que não possuía o 2,4-DNF. O número de esporos de Aspergillus niger inoculados por placa 

foi 2 x 10 6 esporos.mL-1. A linhagem empregada foi cedida pelo Laboratório de Tecnologia 

Ambiental (LATAM) do IFCE. 22 placas de Petri foram preparadas, as quais foram incubadas 

a 30°C ±1 e observadas diariamente a fim de se verificar o crescimento do fungo. 

 

4.4 Operação em Reatores em Bateladas com biomassa fúngica dispersa. 
 

 O experimento foi realizado em agitadores rotatórios (shaker) com velocidade de 

120  rpm,  temperatura  de  28°C  ±2,  usando  frasco  erlenmeyer  como  reator  e  com  volume 

efetivo de 200 mL de solução, esterilizados em autoclave e fechados com tampas fabricadas 

por algodão e TNT, um material confeccionado em tecido a base de polipropileno e viscose, o 

qual visava impedir a passagem de partículas ou gotas de fluidos contaminados. Os reatores 

foram cobertos com papel para evitar a fotodegradação do meio a ser analisado. 

 Os  reatores  foram  divididos  em  grupos  de  controle,  com  fungo  e  fungo  com 

glicose segundo a Tabela 10.  

 

Tabela 10 - Divisão dos reatores com suas respectivas quantidades de glicose e fungos. 

Reatores  Glicose (g.L-1) Fungos (2 x 106 

esporos.mL-1) 
Reator Controle (RC) -- -- 

Reator com Fungo (RF) -- X 

Reator com Fungo e Glicose (RFG0,5) 0,5 X 

Reator com Fungo e Glicose (RFG3) 3,0 X 

Reator com Fungo e Glicose (RFG5) 5,0 X 

Reator com Fungo e Glicose (RFG10) 10,0 X 

Fonte: Autor (2014).  
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 O 1º lote de reatores foi constituído de: RC, RF e RFG0,5, todos em duplicata. Os 

tempos de reação (TR) para a coleta das amostras para análises foram de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 

120 h e 144 h, perfazendo um total de 36 reatores. O 2º lote foi constituído de: RC, RF, RFG3, 

RFG5, RFG10. O tempo de reação adotado foi de 144 h, perfezendo um total de 10 reatores. 

Os lotes foram trabalhados em momentos diferentes devido a quantidade total de reatores. 

 A composição da água sintética do 2,4-DNF empregada nos reatores em bateladas 

com biomassa fúngica dispersa está apresentada na Tabela 11. 

 

Tabela 11 - Composição da água sintética de 2,4-DNF empregada nos reatores em bateladas 

com biomassa dispersa. 

 

Reatores 

 

Glicose 

(g.L-1) 

 

2,4-DNF 

(5 mg.L-1) 

 

Vishniac 

(1 mL L-1) 

Fungos 

(2x106 esporos. 

mL-1) 

 

Água 

RC - X X - X 

RF - X X X X 

RFG 0,5 0,5 X X X X 

RFG 3 3,0 X X X X 

RFG 5 5,0 X X X X 

RFG 10 10,0 X X X X 

 Fonte: Autor (2014). 

    

 As análises realizadas nesta etapa foram: demanda química de oxigênio (DQO), 

sólidos suspensos voláteis (SSV), concentração de 2,4-DNF e pH, executadas de acordo com 

APHA (2005), exceto 2,4-DNF, cuja determinação foi realizada por cromatografia líquida de 

alta  eficiência  (CLAE)  segundo  metodologia  adaptada  de  FAN  et  al.  (2011).    Todas  as 

análises foram realizadas em duplicata. 

 A  concentração  de  2,4-DNF  nas  amostras  durante  o  processo  aeróbio  foram 

monitorados utilizando cromatógrafo HPLC Varian ProStar com detector de arranjo de diodos 

(DAD/HPLC) no comprimento de onda de 254 nm. A coluna utilizada foi ODS Hypersil C18, 

250 mm x 4,6 mm, tamanho da partícula 5 µm, fase reversa. O volume de amostra injetado foi 

de 20 µL, com fluxo isocrático foi de 1 mL.min -1. A fase móvel foi constituída de 40% água e 

60%  de metanol.  O  percentual  de  remoção  do  2,4-DNF,  tanto  para  batelada  dispersa  como 

para batelada imobilizada, foi calculado usando a equação (2): 

Remoção (%) = (C0 – C)/ C0 x 100                                                                                            (2) 
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onde C0 e C são as concentrações iniciais e finais de 2,4-DNF para t = 0 e t, respectivamente. 

 

4.5 Ensaio de adsorção ao meio suporte 

 

 Este ensaio foi utilizado reator de vidro de 5L, ao qual foram adicionados 5 g de 

cubos  de  poliuretano  acondicionados  em  redes  de  polietileno  previamente  secos  em  estufa. 

Este recipiente recebeu 1 L da solução de Vishniac acrescido de 5 mg.L -1 de 2,4-dinitrofenol. 

 A capacidade máxima de adsorção do 2,4-dinitrofenol nos cubos de poliuretano, 

empregada  como  material  suporte  da  pesquisa  foi  monitorado  a  partir  da  sua  concentração 

inicial no meio durante um período de 2 horas, sendo retiradas alíquotas de 20 em 20 min para 

análise no cromatógrafo. 

 

4.6 Operação em Reatores em Bateladas Sequenciais com biomassa fúngica imobilizada. 
 

4.6.1 Imobilização da biomassa 

 

 O meio suporte utilizado na imobilização dos micro-organismos foram cubos de 

poliuretano cortada em cubos de 1 cm de aresta, totalizando 15 g e esterilizado em autoclave a 

121°C,  sob  pressão  entre  1  e  1,5  Kgf.cm 2,  durante  15  minutos.  Depois  de  realizada  a 

esterilização,  os  cubos  de  poliuretano  foram  acondicionados  em  três  redes  de  polietileno 

dentro do reator, com capacidade de 5 L, que foi preenchido com 4 L de meio mineral, meio 

este composto segundo a Tabela 12.  

 

Tabela 12 - Composição do meio mineral que alimenta o reator durante a imobilização da 

biomassa fúngica. 

Composição Concentração (g.L-1) 
(NH4)2SO4 0,50 

NaNO3 0,25 
KH2PO4 0,20 
MgSO4 0,25 

CaCl2.2H2O 0,01 
CuSO4.7H2O 0,08 

H2MoO4 0,05 
MnSO4.5H2O 0,05 

Fe2(SO4)3 0,05 
ZnSO4 0,04 

       Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006). 
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 Logo após a adição do meio mineral no reator, acrescentou-se glicose na 

concentração de 5 g.L-1 e em seguida inoculou-se a suspensão de esporos com 2 x 10 6 esporos . 

mL-1 de concentração. 

 A aeração do reator era fornecida por mini-compressores, com capacidade de 50 L 

h-1 e potência de 5 W e difundida para o meio por pedras porosas, conforme a Figura 7. A 

imobilização  teve  duração  de  15  dias,  e  a  cada  três  dias  o  meio  mineral  era  trocado  para 

melhor crescimento dos fungos. 

 

Figura  7  –  Imobilização  da  biomassa  fúngica  de  Aspergillus  niger  AN  400  em  cubos  de 

poliuretano. 

 
Fonte: Autor (2014). 

 

4.6.2 Montagem e operação do reator em batelada sequencial com biomassa imobilizada de 

Aspergillus niger AN 400 

 

 O  reator  utilizado  foi  confeccionado  em  vidro  e  possuía  volume  total  de  5  L  e 

volume útil de 4 L, vedado com tampa plástica. O ar era fornecido por mini-compressores, e a 

alimentação foi a partir do meio sintético preparado, acrescida de 0,5 g.L -1 de glicose.    

 As análises realizadas foram de: demanda química de oxigênio (DQO), 

concentração  de  2,4-DNF,  pH,  amônia,  nitrato  e  nitrito,  executadas  de  acordo  com  APHA 

(2005), exceto as concentrações de 2,4-DNF, cuja determinação foi realizada por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) adaptado de FAN et al. (2011).  

 O reator foi operado em 16 ciclos e no início de cada ciclo a matriz aquosa era 

renovada. A duração de cada ciclo está apresentada na Tabela 13.  
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Tabela 13 - Tempos reacionais de operação nas bateladas sequenciais com biomassa 

imobilizada de Aspergillus niger AN 400. 

Ciclos 
Tempo reacional dos ciclos (horas) 

0 8 24 48 72 96 168 

Ciclo 1 X  X X X X X 

Ciclo 2 X  X X X X X 

Ciclo 3 X     X X 

Ciclo 4 X     X X 

Ciclo 1 X   X    

Ciclo 2 X   X    

Ciclo 3 X   X    

Ciclo 4 X   X    

Ciclo 1 X  X     

Ciclo 2 X  X     

Ciclo 3 X  X     

Ciclo 4 X  X     

Ciclo 1 X X      

Ciclo 2 X X      

Ciclo 3 X X      

Ciclo 4 X X      

Fonte: Autor (2013).  

  

 Na  Figura  8  está  representando  o  ciclo  1  nas  168  h  de  experimento,  na  qual 

visualiza-se  o  reator  coberto  com  papel  com  a  função  de  proteger  o  meio  da  luz  para  não 

interferir na degradação do 2,4-DNF. 
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Figura 8 - Reator em batelada sequencial com biomassa imobilizada com Aspergillus niger 

AN 400 nos tempos: a) 24 h  b) 48 h  c) 72 h  d) 96 h  e) 168 h. 

   
       Fonte: Autor (2014). 
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5. RESULTADOS  E DISCUSSÕES 

 

 Os resultados e discussões foram abordados respeitando a ordem dos tópicos dos 

materiais e métodos utilizados. 

 As análises químicas identificaram e quantificaram as concentrações das 

substâncias tóxicas e o teste de toxicidade avaliou o efeito do contaminante sobre os sistemas 

biológicos, portanto, testes de toxicidade e análises químicas se complementaram. 

  

5.1 Toxicidade do 2,4-Dinitrofenol ao Arpergillus niger AN 400 
 

 Segundo Griffin (1994), o 2,4-DNF é considerado um clássico agente de 

desacoplamento na bioquímica e foi o primeiro a ser usado como preservativo da madeira, por 

esse motivo, foi necessária a realização do teste de toxicidade para investigação do 

crescimento  do  fungo  Aspergillus  niger  AN  400  no  meio  contendo  o  2,4-dinitrofenol.  De 

acordo com os resultados obtidos do teste de toxicidade verificou-se que o fungo foi capaz de 

crescer  em  todas  as  concentrações  testadas.  Assim  sendo,  foi  decidido  dar  continuidade  a 

pesquisa sobre degradação do 2,4-dinitrofenol pelo fungo Aspergillus niger AN 400. 

 O teste de toxicidade em placas mostrou que a espécie Aspergillus niger AN 400 

foi capaz de crescer em concentrações de 2,4-DNF de 5 mg.L -1 até 300 mg.L-1.  

 Na primeira observação, 24 horas após a incubação, não foi verificado 

crescimento  de  esporos  de  Aspergillus  niger  AN  400  em  nenhuma  placa.  Após  48  h  de 

incubação ocorreu um  discreto crescimento de esporos nas placas de concentrações de 2,4-

DNF  de:  5  mg.L-1  e  10  mg.L-1.  Nas  demais  concentrações  houve  maior  crescimento  do 

micélio. Completada às 72 horas de incubação todas as placas, exceto a de 200 mg.L -1 e 300 

mg.L-1 apresentaram esporos de Aspergillus niger AN 400 na metade da superfície das placas. 

Com 96 horas de incubação, as placas de 200 mg.L -1 e 300 mg.L -1 apresentaram esporulação 

em alguns pontos da superfície. Após 120 horas de incubação as placas de 200 mg.L -1 e 300 

mg.L-1 apresentaram superfície quase totalmente coberta por esporos de Aspergillus niger AN 

400. Portanto, o fungo examinado não teve seu crescimento inibido por nenhuma 

concentração. Nesta pesquisa, pode ser observado no teste de toxicidade que à medida que as 

concentrações  do  2,4-DNF  aumentavam,  a  esporulação  diminuía  ocorrendo  inibição  no 

crescimento  microbiano,  corroborando  com  que Alexieva et  al.  (2008)  relatou  em  sua 

pesquisa,  na  qual  maiores  concentrações  dos  tóxicos  investigados  mostraram  um  efeito 

inibitório sobre o crescimento microbiano. 
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 Sampaio (2005) realizou teste de toxicidade do fungo Aspergillus niger AN 400 

na  água  sintética  contaminada  com  o  pesticida  metil  paration  nas  concentrações  variando 

entre  0,075  e  60  mg.L-1.  Após  19  horas  de  incubação,  não  foi  observado  crescimento  de 

esporos do fungo em nenhuma placa. Nas 43 horas de incubação, percebeu-se o crescimento 

do micélio nas placas com concentração de metil paration de: 0,075 mg.L -1; 0,15 mg.L-1; 0,30 

mg.L-1; 0,75 mg.L -1; 1,50 mg.L -1; 3,50 mg.L -1 e 7,5 mg.L -1. Após 96 h de incubação todas as 

placas já apresentavam esporos e foi nesse período que a placa de concentração de 60 mg.L -1 

apresentou esporos de Aspergillus niger por toda superfície.  

 Outro  estudo  sobre  teste  de  toxicidade  foi  relatado  por Souza  Neto  (2012),  que 

estudou  o  grau  de toxicidade  do  fungo  Aspergillus  niger  AN  400  na  água  sintética  dopada 

com  os  pesticidas  atrazina,  metil  paration,  paraquat  e  deltametrina  nas  concentrações  de  0 

mg.L-1, 7,5 mg.L-1, 15 mg.L-1, 22,5 mg.L-1 e 30 mg.L-1, com 216 horas de incubação (9 dias) e 

observou que as placas apresentaram crescimento do fungo, porém a placa com concentração 

de 30 mg.L -1 apresentou crescimento mínimo. Diferentemente da presente pesquisa, com 144 

horas  de  incubação  nas  placas  com  concentração  40  mg.L-1  de  2,4DNF,  o  crescimento  foi 

visualizado por toda superfície.  

 Para Griffin (1994), interrompendo o fluxo metabólico através da glicólise, a via 

de  monofosfato  de  hexose,  e  o  ciclo  de  ácido  tricarboxílico  iria  perturbar  o  maquinario 

biossintético  de  base  do  fungo,  privando  de  ATP  e  intermediários  essenciais.  Embora  os 

fungicidas inespecíficos certamente afetem estes processos, não há fungicidas específicos que 

interagem com estas etapas do metabolismo. 

 Apesar  do  meio  imposto  ao  micro-organismo  oferecer  condições  nutricionais 

adequadas,  com  fonte  de  carbono,  proteínas,  elementos–traço  e  temperatura  ideal  ao  seu 

crescimento, a presença de 2,4-DNF em concentrações elevadas não impediu a reprodução da 

espécie. Nas Figuras de 9 a 20 estão apresentados o crescimento do Aspergillus niger AN 400 

no meio em diferentes concentrações de 2,4-DNF. 
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Figura 9 - Teste de Toxicidade com 0 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 10 - Teste de Toxicidade com 5 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 11 - Teste de Toxicidade com 10 mg.L-1  de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 
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Figura 12 - Teste de Toxicidade com 20 mg.L-1  de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 13 - Teste de Toxicidade com 40 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 14 - Teste de Toxicidade com 50 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 
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Figura 15 - Teste de Toxicidade com 60 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 16 - Teste de Toxicidade com 80 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 17 - Teste de Toxicidade com 90 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 
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Figura 18 - Teste de Toxicidade com 100 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 19 - Teste de Toxicidade com 200 mg.L-1  de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 

 

Figura 20 - Teste de Toxicidade com 300 mg.L-1 de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400. 

 
Fonte: Autor (2013). 
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 De acordo com o observado no  teste de toxicidade em placas, desta pesquisa,  o 

Aspergillus  niger  AN  400  foi  capaz  de  se  reproduzir  em  concentrações  de  2,4-DNF  que 

variaram  de  5  a  300  mg.L-1,  possivelmente  em  concentrações  menores  que  estas,  poderão 

responder também ao tratamento biológico com o fungo Aspergillus niger AN 400. 

 

5.2 Operação em Reatores em Bateladas com biomassa fúngica dispersa 

 

5.2.1  1º lote - Batelada contendo 0,5 g.L-1 de glicose 

5.2.1.1 pH 

 

 O pH da solução padrão do 2,4-DNF é de 3,8 ± 0,3 e o seu pK a é de 4,1, ou seja, 

pH ≈ pK a  induzindo ao raciocínio que para esses valores serem iguais ou aproximados. Por 

outro lado as concentrações do ácido, no caso o NH 4
+, são iguais a concentração e sua base 

conjugada,  NH3,  espécies  estas  provenientes  da  solução  de  Vishniac,  tornando  a  razão 

[NH3]/[ NH 4
+] igual a 1, de acordo com a Equação de Henderson-Hasselbalch: pH = pK a + 

log [base conjugada]/[ácido]   (KOTZ, 2002). 

 Ao ser preparada a água sintética contendo 2,4-DNF juntamente com a solução de 

Vishniac e os fungos o pH inicial do meio passou para 6,8, valor superior ao da solução de 

2,4-DNF mas na faixa ótima, entre 3,3 a 7,5, de crescimento de fungos do gênero Aspergillus 

(WHELLER,  1991)  e  considerada  como  adequada  para  operação  em  processos  aeróbios 

(SANT’ANNA JÚNIOR, 2010). 

 De  acordo  com  o  observado  na  Tabela  14,  o  pH  do  meio  apresentou  variações 

pequenas durante às 144 h da batelada nos reatores RC, RF e RFG. 

 

Tabela 14 - Valores de pH obtidos nos reatores em batelada com biomassa dispersa contendo 

0,5 g.L-1 de glicose durante 144 h de experimento. 

 0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 

RC 6,8 7,0 6,3 7,0 6,4 6,4 7,3 

RF 6,8 7,2 7,0 7,3 7,6 7,3 6,5 

RFG 6,8 7,3 7,0 7,0 7,1 6,9 6,9 

Fonte: Autor (2014). 

  

 Nos reatores de controle o pH oscilou no intervalo de 6,8 a 7,3, indício de que não 

houve contaminação por micro-organismos ou devido ao efeito tampão  formado no meio e 
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que não interferiu na acidez ou basicidade do meio, o que já era esperado neste reator devido 

ausência de fungos. 

 Nos reatores com fungos (RF) e fungos com glicose (RFG) foi observado pequeno 

aumento nos valores do pH do início do ciclo até 96 h, esse aumento de pH provavelmente foi 

devido  ao  consumo  de  ácidos  como  relatado  também  por  Rodrigues  (2006).  No  reator  RF 

após o tempo de reação de 96 h  foi  verificado decaimento de  pH 7,6 para 7,3 e  continuou 

baixando até o final da  batelada (144 h) chegando a 6,5. Comportamento semelhante ocorreu 

no reator RFG, após 96 h o pH decaiu de 7,1 para 6,9 permanecendo constante até às 144 h. 

Como nestes reatores havia existência do fungo a formação de ácidos orgânicos tornou o meio 

levemente ácido (SAMPAIO, 2005), possivelmente oriundos da degradação do 2,4-DNF. 

 Swamy e Ramsay (1999) em análise dos  efeitos das concentrações de glicose e 

NH4
+ na descoloração de corante por  Trametes versicolor também verificaram valores 

decrescentes  na  concentração  de  corante  com  o  pH  constante,  para  isso  utilizaram  solução 

tampão  para  manter  o  mesmo  pH  sobre  sucessivas  descolorações  de  vários  corantes.  O 

aumento  do  percentual  de  remoção  do  2,4-DNF  com  o  tamponamento  da  água  sintética 

também foi verificado nos reatores RF e RFG desta pesquisa.  O acréscimo da solução tampão 

não foi necessário visto que  a própria composição da água sintética do 2,4-DNF  funcionou 

como tampão. 

 Lin et al. (2013) estudaram a variação do pH na degradação do trinitrotolueno em 

condições aeróbia pela espécie fúngica Bacillus mycoides e verificaram que o aumento de pH 

de 5 para 7, em condições aeróbias, alcançou degradação de 82% e diminuiu para 72% no pH 

9. A explicação sugerida pelos autores foi que Bacillus mycoides e as enzimas associadas com 

esta  espécie  são  potencialmente  sensíveis  a  mudanças  de  pH.  O  valor  de  remoção  de  2,4-

DNF,  Nesta  pesquisa,  no  RF  com  pH  6,5  foi  de  11,65%,  menor  que  o  RFG  apresentando 

valor de pH igual a 6,9 tendo uma degradação do DNF de 23,5%. 

 

5.2.1.2  DQO 

 

As  concentrações  de  matéria  orgânica,  na  batelada  com  biomassa  dispersa,  nos 

reatores RC, RF e RFG são apresentadas na Tabela 15. 

 

 



64 
 

 

Tabela 15 - Valores da concentração de DQO (mg.L -1) obtidos nos reatores em batelada com 

biomassa dispersa contendo 0,5 g.L-1 de glicose durante 144 h de experimento. 

Fonte: Autor (2014). 

 

Vale ressaltar que em 0 h os reatores com fungos e glicose (RFG) apresentaram 

aumento  quantitativamente  significante  na  concentração  de  DQO  em  relação  à  RC  e  à  RF. 

Verificou-se  ainda  que  os  reatores  RC  não  apresentaram  remoção  de  matéria  orgânica, 

provavelmente  devido  à  ausência  do  fungo  e  no  reator  e  nos  reatores  RF  a  remoção  foi 

pequena. 

 O decréscimo entre a razão de DQO final e DQO inicial é indicativo de alta remoção 

de matéria orgânica (Figura 21). 

 

Figura 21 – Relação entre DQO final e DQOinicial obtida nos reatores em batelada com biomassa 

dispersa contendo 0,5 g.L-1 de glicose durante 144 h de experimento.  

  
Fonte: Autor (2014). 

  

Nos reatores de controle (RC), a remoção de 29% ocorreu somente nas primeiras 

24 h, de 48 h até às 144 h houve aumento nas concentrações de matéria orgânica, o que pode 

ser explicado provavelmente pela formação de biomassa fúngica e de subprodutos resultantes 

da degradação do 2,4-DNF.  
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 Uma melhor eficiência de remoção de DQO foi verificada nos reatores com fungo 

(RF) e nos reatores com fungo e glicose (RFG) que apresentaram um percentual de 

degradação de 22% e 31%, respectivamente. A diferença de degradação observada entre os 

reatores pode ser devido à presença de glicose, que serve como fonte primária de carbono ao 

fungo, capaz de ativar seu sistema enzimático, e elevar o percentual de degradação. A glicose 

por  ser  um  composto  mais  facilmente  degradado,  resultou  no  aumento  mais  rápido  da 

biomassa e na eficiência de remoção de matéria orgânica, devido ao seu maior consumo pela 

população microbiana, também relatado por SAMPAIO et al., (2007).  

 Segundo  Hirooka et al., (2006) para a remoção de baixas concentrações de 2,4-

DNF  por  micro-organismos  heterotróficos,  é  necessário  adicionar  uma  fonte  de  carbono 

orgânico externo, a fim de aumentar a sua biomassa e capacidades de remoção. Como nesta 

pesquisa, o reator que continha o cossubstrato melhorou a degradação do 2,4 DNF. 

Rodrigues e Marinho (2012) verificaram que na biodegradação de 

hidrocarbonetos aromáticos em reator sequencial com inóculo de Aspergillus niger AN 400 os 

valores de DQO solúvel não diminuíram ao mesmo tempo em que os de benzeno, tolueno e 

xileno,  também  por  consequência  da  intensa  produção  de  subprodutos  da  biotransformação 

dos compostos BTX. 

 Sahoo  et  al.  (2013),  pesquisando  eficiência  da  biodegradação  de  p-nitrofenol, 

como  única  fonte  de  carbono  e  energia,  em  reator  de  leito  contínuo  e  fluxo  ascedente 

utilizando  Arthrobacter chlorophenolicus  em  diferentes  taxas  de cargas  conseguiu  remoção 

de mais do que 99,9 % de PNF para uma concentração afluente de 1400 mg.L - 1 em 18 h TRH. 

Segundo o autor, os 98% de remoção na DQO no processo sugere que não houve acúmulo de 

intermediários.  

5.2.1.3 Sólidos suspensos voláteis (SSV) 

Em  relação  às  concentrações  de  SSV  percebeu-se  que  os  reatores  RF  e  RFG 

tiveram um aumento gradativo e superior ao do RC. O que já era esperado, uma vez que a 

presença de fungos aumenta a concentração de biomassa. 

De  0h  às  48  h  (Figura  22)  não  foi  verificado  aumento  na  formação  de  sólidos 

suspensos  voláteis  nos  três  tipos  de  reatores,  que  pode  justificar  o  baixo  percentual  de 

remoção da DQO nesses tempos de reação. A partir das 72 h houve um incremento dos SSV 

nos reatores com fungo e fungo com glicose, e maior ainda para o tempo de reação de 144 h 

para  os  RFG,  corroborando  com  a  hipótese  de  que  à  medida  que  o  fungo  disponibiliza  de 
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cossubstrato,  ele  cresce,  a  matéria  orgânica  decai,  a  concentração  de  SSV  aumenta,  como 

observado nesta pesquisa. 

 

Figura 22 - Variação da concentração de SSV (mg.L -1) obtido nos reatores em batelada com 

biomassa dispersa contendo 0,5 g.L-1 de glicose durante 144 h de experimento. 

 
 

Fonte: Autor (2014). 

 

 Verificou-se que a melhor remoção de DQO, às 144 h e de 31%, coincide com o 

maior crescimento da biomassa, expressa como SSV. À medida que a população microbiana 

aumenta, desde que haja condições propícia para esse crescimento, menor será a 

disponibilidade de alimento e,  consequentemente, melhor polimento da água  residuária 

(KYRIACOU et al., 2005). 

 

5.2.1.4 Composto 2,4-Dinitrofenol (2,4-DNF) 

 

 Quanto  ao  2,4-DNF,  como  se  pode  observar  na  Tabela  16,  a  sua  concentração 

diminuiu com maior intensidade nas primeiras 24 h. Nos reatores RC o decréscimo ocorreu 

até às  24  h  permanecendo  praticamente constante  nos  outros tempos estudados. Entretanto, 

nos RFG houve pequenas variações de concentrações sucedidos nos tempos de 24 h e 72h. 
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Tabela 16 - Valores das concentrações de 2,4-DNF (mg.L -1) obtidos nos reatores em batelada 

com biomassa dispersa contendo 0,5 g.L-1 de glicose durante 144 h de experimento. 

 0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 144 h 

RC 4,2 3,5 3,5 3,3 3,5 3,8 

RF 4,3 3,5 3,5 3,5 3,8 3,8 

RFG 4,3 4,0 4,0 3,3 3,3 3,3 

Fonte: Autor (2014). 

  

 Na  Figura  23  estão  exibidos  os  percentuais  de  remoção  do  2,4-DNF.  Nos  RF 

obtiveram-se 11,7% e RFG de 23,5% de remoção, revelando que os reatores contendo apenas 

o  fungo  obtiveram  resultados  inferiores  aos  reatores  com  fungo  e  glicose.  Mais  uma  vez 

corroborando  com  a  necessidade  de  um cossubstrato  para  degradar  compostos  persistentes, 

fato este também relatado por Marinho e Rodrigues (2012) em suas pesquisas com 

Aspergillus niger AN 400 e outros compostos recalcitrantes como atrazina, fenóis, corantes, 

entre outros. 

 

Figura  23  –  Percentual  de  remoção  do  2,4-DNF  obtido  nos  reatores  em  batelada  com 

biomassa dispersa contendo 0,5 g.L-1 de glicose durante 144 h de experimento. 

 
 Fonte: Autor (2014). 

 

 She  et  al.,  (2005)  investigando  a  toxicidade  anaeróbia,  biodegradabilidade  e 

cinética do 2,4-dinitrofenol (2,4- DNF) e 3-nitrofenol (3-NF) utilizando como cossubstratos a 

glicose e os ácidos graxos voláteis (AGV), verificaram que com glicose como cossubstrato, a 

remoção do 3-NF foi de 36 - 73,6% e 3-NF não foi biodegradado completamente, mesmo em 

concentrações baixas.  A remoção de 2,4- DNF foi 10 - 65,1%, e a remoção aumentou para as 
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concentrações iniciais de 2,4-DNF inferiores a 25 mg.L -1. Ainda sobre o trabalho de She et 

al.,  (2005)  manifestaram  que  o  3-NP  foi  prontamente  reduzido  para  os  seus  derivados 

aminados e 2,4-DNF foi parcialmente reduzido para 2-amino-4-nitrofenol ou 2,4-

diaminofenol em sistema anaeróbio.  

  

5.2.2  2º lote - Batelada contendo 3 g.L-1, 5 g.L-1 e 10 g.L-1 de glicose. 

  

 A  variação  na  concentração  de  glicose apresentada  nesta  parte  da  pesquisa  teve 

como objetivo verificar a influência do aumento do cossubstrato com a remoção do composto 

2,4-DNF, tendo em  vista que os resultados obtidos com 0,5  g.L -1 de  glicose não foram tão 

promissores. Para esta etapa estudou-se apenas o TR inicial e o TR final (144 h). Na Tabela 

17 estão apresentados os valores dos parâmetros estudados nesta parte da pesquisa. 

 

Tabela  17  -  Variáveis  utilizadas  para  analisar  a  água  sintética  do  reator  em  batelada  com 

biomassa dispersa nas concentrações de glicose de 3, 5 e 10 g.L -1 nos tempos de 0 h e 144 h. 

 pH DQO (mg.L-1) SSV (mg.L-1) 2,4-DNF (mg.L-1) 

Tempo 0 h 144 h 0 h 144 h 0 h 144 h 0 h 144 h 

RC 6,9 7,5 190,7 248,6 51 51 4,2 3,8 

RF 7,0 7,3 207,8 170,3 51 86 5,3 2,0 

RFG3 6,9 7,2 2588,2 3132,8 67 156 5,1 1,0 

RFG5 6,9 7,2 4392,2 4372,7 83 222 4,2 2,5 

RFG10 6,9 7,1 8919,6 8885,6 120 244 4,6 3,5 

Fonte: Autor (2014). 

  

 O uso de glicose nas concentrações de 3 g.L -1, 5 g.L -1 e 10 g.L -1 não favoreceu as 

reduções  de  concentração  de  matéria  orgânica,  em  termos  de  DQO.  A  melhor  eficiência 

obtida foi no reator RF, na qual a concentração de matéria orgânica foi de 170,3 mg.L -1 tendo-

se  obtido  18%  de  remoção.  O  RFG10  teve  uma  remoção  de  matéria  orgânica  de  0,38% 

considerada  insignificante  em  detrimento  ao  encontrado  no  RF.  Em  contrapartida,  ocorreu 

acúmulo  de  biomassa  nos  reatores  RF,  RFG3,  RFG5,  RFG10  com  incremento  de  40,7%, 

53,3%, 62% e 50%, respectivamente na concentração de sólidos suspensos voláteis. Foi feita 

DQO bruta na análise, sendo este o possível  motivo pelo qual a variável em questão tenha 

sido elevada em comparação ao SSV. 
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 Kamath e Vaidyanathan (1990) em análise da degradação do indol pelo 

Aspergillus niger observaram que o fungo não cresceu na presença do indol, como única fonte 

de carbono. A presença de glicose inibiu seu crescimento, mesmo sendo adicionado 

cossubstrato  de  125  para  500  vezes  em  excesso  comparado  a  quantidade  de  indol.  Estes 

resultados sugeriram que indol provavelmente inibiu a absorção e utilização de glicose. Esta 

hipótese  favorável  encontrada  a  partir  da  observação  de  que  indol  foi  metabolizado  muito 

lentamente até cerca de 25 h, durante o qual tempo a glicose não foi metabolizada. Quando 

foram  induzidas  as  enzimas  para  degradar  indol  notou-se  um  melhora  na  sua  degradação. 

Também pode ser possível que o indol tenha reprimido o transporte de glicose ou inibiu as 

enzimas  glicolíticas,  causando  a  diminuição  observada  ao  crescimento.  Fato  este  que  pode 

estar relacionado com a pesquisa em estudo, pois ocorreu um decaimento na remoção de 2,4-

DNF com o aumento da concentração de glicose sendo a concentração de 3 g.L -1 a ótima. 

 Na Figura 24 estão apresentados as relações entre DQO final e DQO inicial; Relação 

entre  SSVfinal e  SSVinicial  e  Percentual  de  remoção  do  2,4-DNF  obtidos  nos  reatores  em 

batelada com biomassa dispersa contendo 3 g.L-1, 5 g.L-1 e 10 g.L-1 de glicose. 

 

Figura 24 – Relação entre DQO final e DQOinicial; Relação entre SSV final e SSVinicial e Percentual 

de remoção de 2,4-DNF obtidos nos reatores em batelada com biomassa dispersa contendo 3 

g.L-1, 5 g.L-1 e 10 g.L-1 de glicose nos tempos de 0 h e 144 h de experimento. 

 
Fonte: Autor (2014). 
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 A  remoção  do  2,4-DNF  verificada  foi,  respectivamente  para  RC,  RF,  RFG3, 

RFG5 e RFG10, de 9,5%, 62,3%, 80,4%, 40,1% e 23,9%. Nos reatores RC e RFG10 foram 

alcançados os menores resultados da batelada. No reator RC já era esperado devido ausência 

de  fungo.  No  reator  RFG10  por  conter  maior  quantidade  de  glicose,  provavelmente  houve 

inibição  no  crescimento  fúngico.  Conforme  Griffin  (1994)  a  adição  de  glicose  em  altas 

concentrações provavelmente reprimiria o desenvolvimento do transporte ou a fosforilação de 

enzimas requeridos no processo de crescimento fúngico. Em baixas concentrações de glicose 

a  iniciação  de  crescimento  de  materiais  e  energia  suficiente  para  indução  da  utilização  de 

enzimas sem repressão de sua formação. 

She et al. (2012), em análise da biodegradação do 3-NP; 2,4-DNF e 2,6-DNF por 

lodo  em  estágio  aeróbio,  constatou  a  inibição  na  remoção  dos  compostos  citados  com  o 

aumento de glicose. O aumento na concentração de glicose de 320 mg.L -1 para 660 mg.L -1 

levou ao aumento de K max embora o aumento da concentração da glicose de 1320 para 2000 

mg.L-1, tinha feito com que  o K max  diminuisse e foi ainda menor do que o valor observado 

com  único  substrato.  Altas  concentrações  de  cossubstratos  inibiram  a  degradação  de  3-NP  

como também foi verificado nesta pesquisa . 

 Na  Figura  25  está  apresentada  a  variação  de  pH  nos  reatores  RC,  RF,  RFG3, 

RFG5 e RFG10. 

 

Figura 25 - Variação de pH obtido nos reatores em batelada com biomassa dispersa contendo 

3 g.L-1, 5 g.L-1 e 10 g.L-1 de glicose nos tempos de 0 h e 144 h de experimento. 

Fonte: Autor (2014). 
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 O pH oscilou entre 6,9 e 7,5 nas 144h de experimento, apresentando 

comportamento semelhante ao da batelada dispersa com glicose a 0,5 g.L -1, manifestando que 

o aumento da concentração do cossubstrato não afetou o pH. 

 Os resultados conseguidos de remoção do 2,4-DNF analisados nessa batelada não 

apresentaram  eficiência  suficiente  que  suprissem  os  gastos  com  aumento  de  reagentes,  no 

caso  a  glicose,  portanto  a  pesquisa  prosseguiu  a  fim  de  se  obter  melhores  rendimentos  de 

remoção. 

 

5.3 Operação em Reator em Bateladas Sequenciais com Biomassa Fúngica Imobilizada. 

     

  Estudos  têm  mostrado  que  a  utilização  de  biomassa  fúngica  aprisionadas  em 

material  suporte  obtém  melhores  resultados  de  degradação  ou  remoção  de  poluentes  alvos 

comparados aos de biomassa livre ou dispersa.  

 Os parâmetros comparados entre as bateladas com biomassa dispersa e biomassa 

imobilizada foram pH, DQO (mg.L -1) e 2,4-DNF (%). Além dos parâmetros já relacionados, 

outros  foram  realizados  como  nitrito,  nitrato  e  amônia,  em  (mg.L -1).  Nesta  etapa  foram 

realizados ciclos de 168 h (7 dias),  48 h (2 dias),  24 h (1 dia) e 8 h. 

 As amostras para análises feitas nos ciclos 1 e 2 foram coletadas nos tempos de 

reação 0, 24, 48, 72, 96 e 168 h, sendo suficiente para os ciclos 3 e 4 apenas os tempos de 

reação 0, 96 e 168 h. 

 Nos reatores com biomassa imobilizada foi verificado no TR 168 h, conforme as 

Tabelas 18, 19, 20 e 21, que houve redução nas concentrações de DQO em todos os ciclos, 

sendo possível visualizar aumento da concentração em alguns TRs. O incremento apresentado 

pode  ter  sido  provocado  pelo  desprendimento  da  biomassa  das  espumas  de  poliuretano, 

considerado nesse TR, ocorrendo uma elevação da DQO pela presença de SSV. 
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Tabela  18  -  Valores  de  pH  e  concentrações  de  DQO,  nitrito,  nitrato,  amônia  e  2,4-DNF 

expressos em (mg.L -1) obtidos na água sintética dos reatores em bateladas sequenciais com 

biomassa imobilizada no Ciclo 1 do TR de 168 h. 

Tempo 
(horas) 

Parâmetros analisados 

pH 
DQO 

(mg.L-1) 

Nitrito 

(mg.L-1) 

Nitrato 

(mg.L-1) 

Amônia 

(mg.L-1) 

2,4-DNF 

(mg.L-1) 

0 6,7 833,1 0,03 1,5 5,91 4,8 

24 2,9 355,2 0,82 5,8 22,1 2,0 

48 2,8 199,4 0,48 6,6 23,9 2,3 

72 2,8 158,3 0,24 6,9 23,1 2,0 

96 3,0 141,2 0,11 7,7 21,8 2,3 

168 4,3 384,3 0,34 10,5 24,3 2,3 

Fonte: Autor (2014).  

 

 

Tabela  19  -  Valores  de  pH  e  concentrações  de  DQO,  nitrito,  nitrato,  amônia  e  2,4-DNF 

expressos em (mg.L -1) obtidos na água sintética dos reatores em bateladas sequenciais com 

biomassa imobilizada no Ciclo 2 do TR de 168 h. 

Tempo 
(horas) 

Parâmetros analisados 

pH 
DQO 

(mg.L-1) 

Nitrito 

(mg.L-1) 

Nitrato 

(mg.L-1) 

Amônia 

(mg.L-1) 

2,4-DNF 

(mg.L-1) 

0 6,6 839,9 0,010 5,5 2,7 4,5 

24 6,1 192,5 0,026 9,3 9,0 1,3 

48 5,8 219,9 0,013 9,5 3,5 1,5 

72 6,8 247,3 0,049 9,3 3,8 1,3 

96 7,5 302,1 0,110 4,3 6,5 1,3 

168 7,4 350,1 0,175 3,5 10,3 1,5 

Fonte: Autor (2014).  

 

 



73 
 

 

Tabela  20  -  Valores  de  pH  e  concentrações  de  DQO,  nitrito,  nitrato,  amônia  e  2,4-DNF 

expressos em (mg.L -1) obtidos na água sintética dos reatores em bateladas sequenciais com 

biomassa imobilizada no Ciclo 3 do TR de 168 h. 

Tempo 
(horas) 

Parâmetros analisados 

pH 
DQO 

(mg.L-1) 

Nitrito 

(mg.L-1) 

Nitrato 

(mg.L-1) 

Amônia 

(mg.L-1) 

2,4-DNF 

(mg.L-1) 

0 6,7 774,8 0,013 5,7 1,4 3,8 

96 7,5 120,6 0,019 4,0 1,3 3,2 

168 6,1 281,6 0,029 3,5 2,8 2,5 

Fonte: Autor (2014). 

 

Tabela  21  -  Valores  de  pH  e  concentrações  de  DQO,  nitrito,  nitrato,  amônia  e  2,4-  DNF 

expressos em (mg.L -1) obtidos na água sintética dos reatores em bateladas sequenciais com 

biomassa imobilizada no Ciclo 4 do TR de 168 h. 

Tempo 
(horas) 

Parâmetros analisados 

pH 
DQO 

(mg.L-1) 

Nitrito 

(mg.L-1) 

Nitrato 

(mg.L-1) 

Amônia 

(mg.L-1) 

2,4-DNF 

(mg.L-1) 

0 6,8 867,3 0,01 7,7 1,2 4,3 

96 7,7 100,1 0,05 3,9 1,2 0,3 

168 7,2 148,0 0,01 0,01 1,0 0,3 

Fonte: Autor (2014). 

 

No processo aeróbio, muito sensível a certo número de parâmetros externos, tal 

como oxigênio dissolvido, pH, agitação e mistura características do biorreator, metais-traços, 

tipo  de  conteúdo  do  meio  e  concentração  de  açúcar,  bem  como  a  um  número  de  fatores 

internos relacionados ao próprio fungo e em particular ao seu desenvolvimento morfológico 

mostraram certas diferenças características de crescimento e produção entre Aspergillus niger 

livre e imobilizado (PAPAGIANNI e MATTEY, 2004). 

Mohammadi e Nasernejad (2009) averiguaram a degradação enzimática do 

antraceno por fungo da podridão branca P. chrysosporium imobilizado em bagaço de cana-de-

açúcar e em células livres. Os resultados mostraram uma significantiva redução na atividade 

enzimática do MnP em células livres, quando comparados aos das células imobilizadas após 7 

dias de incubação.  
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 No presente estudo, os parâmetros analisados mostraram uma diferença 

significativa quando comparados reatores de biomassa dispersa com os de biomassa 

imobilizada,  apresentando  melhores  resultados  de  degradação  de  DQO  e  2,4-dinitrofenol. 

Marinho et al. 2012, relataram estudos com melhoria na eficiência de degradação de 

compostos  recalcitrantes    e/ou    xenobióticos  por  Aspergillus  niger  AN  400  em  biomassa 

imobilizada. 

 Na Figura 26 estão apresentados os percentuais de remoção de DQO durante os 4 

ciclos reacionais com tempos de reação de 96 h e 168 h. 

   

Figura  26  -  Percentuais  de  remoção  de DQO  obtido  nos  reatores  em  bateladas  sequenciais 

com  biomassa  imobilizada  durante  os  4  ciclos  reacionais  nos  tempos  de  96  e  168  h  de 

experimento.  

 
Fonte: Autor (2014). 

 
O comportamento da DQO nos ciclos 1, 2, 3 e 4 do TR de 168 h apresentou uma 

remoção de matéria orgânica de 54%, 58%, 64% e 83%, respectivamente, mostrando, assim, 

que a biomassa estava adaptando-se ao meio e melhorando as condições para a remoção. A 

instabilidade inicial em relação à DQO pode estar relacionada com a presença de subprodutos 

formados no meio, ou mesmo por substâncias excretadas pelos fungos provenientes do seu 

metabolismo (WANDERLEY, 2007).  

Chen  et  al.  (2006)  investigaram  sobre  a  resposta  das  características  de  lodos 

ativados na presença de 2,4-dinitrofenol (DNF), em reatores em batelada durante 3 horas. As 

eficiências de remoção de  DQO com DNF de 2 mg.L -1 e 20 mg.L -1, foram de 91% e 53%, 

respectivamente,  enquanto  o  valor  correspondente  para  o  controle  foi  de  89%.  Portanto, 

comparado com o controle, DNF em uma concentração menor de 5 mg.L -1 exibiu um efeito 
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estimulante sobre o substrato de degradação. Por outro lado, a inibição da DNF para o lodo 

ativado  ocorreu  quando  a  sua  concentração  foi  maior  do  que  5  mg.L-1.  Comparando-se  os 

resultados  obtidos  pelo  pesquisador  citado  com  os  desta  pesquisa,  observou-se  que  há 

necessidade de verificar os percentuais de remoção em menores tempos de reação, visto que 

os tempos utilizados foram maiores que os apresentados e as remoções obtidas encontram-se 

abaixo de eficiência relatada por Chen et al. (2006),  porém pode-se que considerar o fato da 

pesquisa realizada por Chen et al. (2006) ser em lodos ativados.  

Souza Neto (2012) em sua pesquisa investigou a remoção de matéria orgânica de 

água sintética contendo Atrazina, Deltametrina, Metil Paration e Paraquat, utilizando reatores 

em  batelada  sequencial,  um  com  biomassa  dispersa  e  outro  com  biomassa  imobilizada  de 

Aspergillus niger AN 400. Com biomassa dispersa, empregou tempos de reação de 0, 1, 3, 7, 

10,  15,  20,  25  e  30  dias  encontrando  uma  média  de  remoção  de  37%.  Já  com  biomassa 

imobilizada, os tempos de reação analisados foram de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 7 dias durante 4 ciclos. 

O  último  ciclo  teve  média  de  remoção  de  73%  e  máxima  de  92%,  o  que  se  pode  estar 

interligado ao fato dos micro-organismos degradarem com mais eficiência estando 

imobilizados em meio suporte, como nesta pesquisa. 

Silva et al. (2012) detectaram que o fungo Aspergillus niger AN 400 foi eficiente 

na remoção de matéria orgânica alcançando o percentual de remoção máximo de 71% para 

DQO  em  biomassa  imobilizada,  o  que  defende  a  viabilidade  do  tratamento  de  efluente 

sintético de laticínio  na remoção dessa variável. 

Comparando-se os resultados do tratamento desta pesquisa entre as bateladas com 

biomassa  dispersa  e  imobilizada,  verificou-se  que  a  maiores  remoções  de  matéria  orgânica 

foram alcançadas com o segundo tipo de batelada. Segundo Sharma e Gupta (2012), 

imobilizar células de Aspergillus niger em processos em batelada tem melhor desempenho do 

que utilizar células livres, pois se reduz o tempo de adaptação e consequentemente o tempo de 

biodegradação  do  poluente.  Conforne  os  autores,  utilizar  biomassa  imobilizada  melhora  a 

estabilidade das células microbianas, permitindo  à operação contínua do processo, e evita  a 

separação líquido-biomassa. 

  Na Figura 27 está apresentada a variação das concentrações de Nitrato e Amônia 

(mg.L-1) obtido nos reatores em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada. O amônio 

(NH4
+) é considerado a fonte de nitrogênio preferida dos fungos e bactérias (GRIFFIN, 1994; 

GEISSELER et al., 2010) por isso  deveria ter sido consumida pelo Aspergillus niger AN 400 

para seu crescimento e nutrição não sendo observado no ciclo 1. Foi a partir do ciclo 2, no 

qual o fungo já se encontrava adaptado ao meio imobilizado, que as variáveis nitrato e amônia 
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começaram a decair indicando o consumo, preferencialmente pelo nitrato e posteriormente a 

amônia. 

 As  formas  de  nitrogênio  inorgânico  contidos  em  águas  residuárias,  seja  íon 

amônio (NH4
+) ou amônia (NH 3) dependem fortemente do pH. Para valores de pH menores 

ou iguais a 7, íon amônio é mais predominante. Para valores de pH entre 8 a 9 a amônia (NH3) 

cresce  de  8  para  70%  e  acima  de  pH  11  a  amônia  (NH3)  é  dominante  (SANT’ANNA  JR, 

2010). De acordo com o exposto, a espécie dominante nesta pesquisa foi o íon amônio (NH 4
+), 

em virtude do valor do pH máximo ter sido 7,6. 

 
Figura 27 - Variação das concentrações de nitrato e amônia (mg.L -1) obtido nos reatores em 

bateladas sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nos tempos de 

0 h, 96 h e 168 h de experimento. 

 

Fonte: Autor (2014). 

  

 Quanto  aos  parâmetros  nitrato  (NO3
-)  e  amônia  (NH3)  no  ciclo  1  (Figura  28) 

houve  aumento significativo das concentrações. Isso sugere que as fontes de nitrogênio foram 

bem superiores as necessidades de consumo do fungo, vale ressaltar que o nitrogênio no meio 

foi advindo do 2,4-DNF, dos nutrientes adicionados ao meio contidos na solução de Vishniac 

e pelo desprendimento da biomassa do material suporte observado nesta parte da pesquisa. 

 Magri et al. (2013), também verificaram o mesmo comportamento de 

desprendimento do biofilme do reator no processo de nitrificação utilizando conchas de ostras 

como  material  suporte.  Nos  primeiros  dias  do  processo  de  nitrificação,  os  nutrientes  foram 
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nitrato formado foi a partir de nitrogênio orgânico afluente que foi transformado em 

nitrogênio  amoniacal  e  este  entra  no  ciclo  da  nitrificação.  O  aumento  da  concentração  de 

amônia foi proveniente do nitrogênio  das células que formam o biofilme que foi desprendido. 

O desprendimento do biofilme favorece as taxas de transferência de oxigênio para o biofilme 

autotrófico elevando as taxas de nitrificação aumentando a concentração de nitratos. 

Nesta  pesquisa,  podem-se  observar  as  ocilações  das  quantidades  de  nitrato  e 

amônia na batelada imobilizada. Já em Li e Kane (2008) explicaram os balanços de nitrato e 

amônia pelo fato de no metabolismo dos fungos haver armazenagem do excesso de nitrogênio 

em seus vacuólos. Sendo assim, sempre que há a necessidade de manter o equilíbrio do pH no 

interior das células, estas liberam para o meio amônia e H +, o que relaciona a concentração de 

nitrato  no  meio  com  a  de  amônia.  Ainda  Segundo  Li  e  Kane  (2008),  há  liberação  de 

compostos nitrogenados armazenados no interior dos fungos na forma de aminoácidos para o 

meio sendo estes transformados diretamente a NH 4
+, podendo justificar os baixos valores de 

remoções de amônia, semelhantemente ocorridas nesta parte da pesquisa. 

Pode  também  ocorrer  inibição  na  utilização  do  nitrato  e  amônia  se  o  nitrito 

intracelular  for  convertido  a  nitrato  dentro  da  célula  (HAQ  et  al.,  2005),  o  que  pode  ter 

sucedido em alguns momentos nesta pesquisa, principalmente nos ciclo 1, em que ocorreu um 

menor consumo destas duas variáveis. 

Zhao e Ward (2001) apud Kulkarni e Chaudhari (2007) relataram a transformação 

de todos os mono e di-nitroaromáticos por P. putida 2NP8 com produção estequiométrica de 

amônia, exceto 4-NP, 2,4-DNF, ácido nitro-benzóico, nitrofurano e TNT, igualmente 

observado nesta pesquisa, no qual os percentuais elevados de amônia e nitrato relatados na 

batelada imobilizada torna o balanço de massa ineficaz. 

 Uma  diminuição  no  valor  de  pH  foi  apresentada  no  experimento  (Figura  29), 

entretanto no intervalo entre 72 h e 168 h houve aumento. O valor de pH inicial 6,7 passando 

para 4,30 ao término do ciclo 1, mostraram boas condições para crescimento de  Arpergillus 

niger AN 400, visto que os fungos toleram ampla faixa de pH, entre 2 e 9, sendo o pH ótimo 

aproximadamente de 5,6 (RODRIGUES, 2006). O decaimento verificado nos valores de pH 

pode ser justificado pela provável formação de ácidos orgânicos, ácido oxálico e ácido acético 

(KAVITHA  e  PALANIVELU,  2005)  pelo  fungo  Aspergillus  niger  AN  400,  como  também 

pela produção de N-amoniacal (NH4
+), que libera H+ para o meio tornando-o ácido. 

Para Nakano et al. (2004), o caminho da degradação fotocatalítica do 2,4-DNF é 

realizada  da  seguinte  forma:  primeiro  é  formado  NO2
-  (nitrito)  a  partir  do  2,4-DNF,  em 

seguida NO3
- (nitrato ou N-oxidado) e NH 4

+ (N-amoniacal) são formados consecutivamente e 
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as  taxas  de  reação  para  cada  componente  foram  postuladas  para  obedecer  a  uma  lei  de 

velocidade  de  primeira  ordem.  Segundo  Sangtiean  e  Schmidt  (2002)  apud  Marinho  et  al. 

(2012), a assimilação de amônia e nitrato pelos fungos ocorre em velocidades distintas, como 

no caso do Aspergillus niger.  

Com relação ao pH, na Figura 28 está apresentada a variação deste parâmetro  nos 

reatores em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada. 

 

Figura  28  -  Variação  do  pH  obtido  nos  reatores  em  bateladas  sequenciais  com  biomassa 

imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nos tempos de 0 h, 96 h e 168 h de experimento. 

 
Fonte: Autor (2014). 
 

De  forma  geral,  analisando  os  valores  de  pH,  amônia  e  nitrato,  constata-se  a 

relação direta entre esses parâmetros. Ao final de cada ciclo temos as seguintes correlações: 

No ciclo 1 o pH é igual a 4,3, houve produção tanto de íon amônio (75,7%) quanto de nitrato 

(85,7%), revelando que o fungo não utilizando nitrogênio como fonte de energia; No ciclo 2 

para valor de pH igual a 7,4 temos consumo do nitrato  (36,4%) e produção de íon amônio 

(73,8%),  ciclo  3  obteve  comportamento  similar  ao  ciclo  2,  consumo  do  nitrato  (38,6%)  e 

produção de íon amônio (50%) nestes casos, revelou-se a preferência do Aspergillus niger AN 

400 ao nitrato; No ciclo 4 quando o pH é 7,2 houve consumo de nitrato (99,9%) e íon amônio 

(57%), revelando que o fungo estava adaptado ao meio. 

Comparando-se os valores de pH entre as duas bateladas, dispersa e imobilizada, 

verificou-se  que  ambos  tiveram  oscilações  diferentes  de  pH.  Provavelmente,  o  sistema  de 

aeração  induziu,  de  forma  mais  acelerada,  a  oxidação  do  nitrogênio  presente  no  meio 

elevando ou baixando o pH. 

 Com  relação  ainda  ao  pH,  Wang  et  al.  (2010),  investigaram  o  efeito  deste 

parâmetro na degradação de 2,4-DNF por processos oxidativos avançados que modificando o 

pH  inicial  da  solução  de  2,4-DNF  entre  2,5  e  7,3  verificaram  que  a  remoção  de  2,4-DNF 
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diminuiu com o aumento do valor de pH 2,5 para 7,3. A degradação máxima de 2,4-DNF foi 

observada  dentro  de  70  min  a  pH  2,5,  sendo  este  o  pH  ótimo.  Isto  pode  ser  atribuído  a 

degradação de 2,4-DNF em ácidos orgânicos, como os rendimentos de degradação, levando a 

uma queda de pH da solução e,  por conseguinte, uma aceleração do processo de remoção.  

Desta  forma  o  pH  é  um  parâmetro  importante  em  reações  photo-Fenton  heterogêneos  e 

processos  biológicos.  De  acordo  com  o  pH  do  meio,  pode-se  sugerir  a  características  dos 

produtos formados da degradação. 

 Lu  et  al.  (2009)  pesquisaram  a  remoção  de  compostos  fenólicos  de  coque  em 

águas  residuais  com  biomassa  imobilizada  com  fungo  da  podridão  branca,  Phanerochaete 

chrysosporium,  e analisaram os efeitos do pH nos valores entre 3 e 9 a 30°C durante 3 dias. 

A taxa de remoção do fenol aumentou nos valores de pH variando entre 3 e 5 e, em seguida, 

diminuiu drasticamente com o  aumento do pH, sendo a taxa  máxima de remoção de 

compostos fenólicos de 84,88%. Este resultado sugeriu que o pH variando entre 4 e 6, o pH 

ótimo com valor 5 é adequado para a biodegradação do fungo da podridão branca. Estudos 

mostraram que valores de pH ótimos para o crescimento, enzimas secretoras e biodegradação 

do fungo da podridão branca são entre 3,5 a 5,5, sendo o valor 4,5 ótimo. Igualmente ocorrido 

nesta  parte  da  pesquisa  em  que  os  resultados  apresentaram  variação  de  pH  entre  2,8  e  7,7  

apresentando  os  maiores  percentuais  de  remoção,  principalmente  no  ciclo  4  que  mostrou 

94,1% de remoção do 2,4-DNF com pH 7,2, podendo ser atribuído à imobilização fúngica na 

qual os fungos possuem maior habilidade de secretar enzimas e forte capacidade de adsorção. 

Na figura 29 estão apresentandos os valores de nitrito em mg.L -1 nos ciclos 1, 2, 3 

e 4 nos TR de 96 h e 168 h. 
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Figura  29  -  Variação  da  concentração  de  nitrito  (mg.L-1)  obtido  nos  reatores  em  bateladas 

sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nos tempos de 0 h, 96 h 

e 168 h de experimento. 

 
Fonte: Autor (2013). 

  

Nos 4 ciclos, as concentrações de nitrito liberados durante a degradação do 2,4-

DNF foram baixas enquanto que as concentrações de nitrato na solução foi alto indicando que 

ocorreu oxidação do nitrito permanecendo este em menor concentração no meio.  

 O nitrato inorgânico é uma excelente fonte utilizável por muitos fungos 

filamentosos. Seu transporte para o meio intracelular é mediado pela permease do nitrato, e 

após sua assimilação, ocorre a redução sequencial do nitrato a nitrito e do nitrito a amônio 

catalisada respectivamente, pelas enzimas nitrato e nitrito redutase (GRIFFIN, 1994), como 

evidenciado nesta pesquisa em que as concentrações de nitrito foram pequenas, 

provavelmente, devido as grandes concentrações de nitrato e amônio no meio. 

Gemini et al. (2007) afirmaram que o processo de remoção biológica do 2,4-DNF 

é  complexo.  Foi  descrito  que  quando  grupos  nitros,  elétrons-retirantes  de  elétrons,  estão 

presentes como substituintes em anéis aromáticos, não são fáceis sofrer ataque das 

oxigenases, que pelo contrário é frequentemente observado em xenobióticos aromáticos como 

o-nitrofenol e p-nitrofenol. Desta forma a redução inicial dos sistemas aromáticos é provável 

ser  biológica  e  não  por  ataque  oxidativo.  Rhodococcus  opacus  degradou  0,27  mM  de  2,4-

DNF em mais de 99,5% em 22h. 

 Na Figura 30 está representado o percentual de remoção do 2,4-DNF nos reatores 

em bateladas com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais  nos tempos de 96 h e 

168h. 
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Figura 30 – Percentual de remoção de 2,4-DNF nos reatores em bateladas sequenciais com 

biomassa  imobilizada durante  os  4  ciclos  reacionais  nos  tempos  de  96  h  e  168  h  de 

experimento. 

 
Fonte: Autor (2013) 

 

Nos  ciclos  1  e  2  a  batelada  imobilizada  demonstrou  que  as  taxas  de  remoções 

mais altas do 2,4-DNF ocorreram nas primeiras 24 h (Tabelas 18 e 19), alcançando 

respectivamente  47,4% e 66,7%. O valor de pH para o ciclo 1 nas 24 h foi de 2,9 e no ciclo 2 

o valor foi  de 6,1. Nos ciclos 3 e 4, em que os tempos de reações analisados foram apenas de 

96 e 168 h houve remoção do 2,4-DNF, de 33,4% e 94,1%, respectivamente indicando uma 

maior eficiência quando comparado ao reator em batelada com inóculo fúngico disperso de 

23,5% às 144 h, tempo este próximo ao de 168 h. Como já foi citado, a utilização de biomassa 

imobilizada melhora o desempenho do reator, inclusive na degradação do 2,4-DNF. 

No presente estudo não foi detectado nem quantificado os metabólitos prováveis 

da  degradação  do  2,4-DNF,  podendo  ter  ocorrido  uma  provável  mudança  mecanística  com 

formação  de  novos  produtos,  condensados  ou  mais  recalcitrantes,  que  eventualmente  são 

também mais nitrogenados, embora seja possível a redução de grupos nitros para 

hidroxilamino  ou  aminos  derivados  (Perchet  et  al.,  2006).  2-amino-4-nitrofenol  (2-ANP)  é 

conhecido  como  produto  de  degradação  do  2,4-DNF  (HIROOKA  et  al.,  2006;  KARIM  e 

GUPTA (2006); ARORA et al., 2014), um potente agente mutagênico e também necessário 

ser removido de efluentes industriais (HIROOKA et al., 2006).  

Kavitha e Palanivelu (2005), em seu trabalho sobre degradação do 2,4-DNF por 

processos Fenton e foto-Fenton monitoraram ácidos alifáticos de baixo peso molecular, como 

os  ácidos  oxálico e  ácido  acético.  Os  ácidos  acéticos  e  oxálicos  acumularam-se  no  sistema 

chegando ao valor de pH 2 - 4.  Nesta pesquisa os valores de pH no Ciclo 1 também variaram 
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entre 2 e 4 sugerindo a presença desses ácidos no meio, apesar dos processos de tratamento 

serem distintos. 

O decaimento da concentração do 2,4-DNF observado nos reatores em bateladas 

com biomassa dispersa e imobilizada não pode ser associado à foto decomposição, pois todos 

os reatores, durante o processo, foram cobertos com intuito de protegê-los da luz. 

Na Figura 31 está apresentada a eficiência de adsorção da espuma de poliuretano 

ao  2,4-dinitrofenol  na  qual  a  solução  do reator  apresentou concentração inicial  do  poluente 

alvo de 5,3 mg.L-1.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

O ensaio de adsorção foi efetuado sem adição do fungo Aspergillus niger AN 400 

no  reator  e,  portanto,  obtido  sem  interferência  do  fator  biológico  e  foi  importante  como 

ferramenta para comprovar que a remoção do 2,4-dinitrofenol decorreu da ação dos micro-

organismos presentes no reator e não da adsorção do meio suporte. 

 

Figura  31  –  Teste  de  adsorção  realizado  em  espumas  de  poliuretano e  2,4-DNF  com 

concentração inicial de 5,3 mg.L-1. 

 
Fonte: Autor (2014). 
   

A  capacidade  de  adsorção  na  espuma  de  poliuretano  revelou  que  o  material 

adsorveu 62,3% do 2,4-DNF nos 20 min iniciais do teste e logo após mostrou decaimento na 

adsorção  mostrando  uma  saturação  ao  material  permanecendo  a  concentração  praticamente 

constante, chegando ao final com apenas 15% de adsorção. 

Chaara et al. (2010) avaliaram a habilidade de MgAl - hidróxidos duplos 

lamelares (LDHs) e seus produtos calcinados para adsorver contaminantes 2,4-dinitrofenol e 

2-metil-4,6-dinitrofenol  de  água.  Segundo  os  autores  esses  adsorventes  são  eficientes  para 

remoção do 2,4-DNF em água e que a capacidade de adsorção é provavelmente limitada pela 
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solubilidade  dos  contaminantes.  A  adsorção  de  fenóis  é  potencialmente  influenciado  por 

fenômenos  tais  como  o  transporte  do  soluto  (adsorvido)  sobre  a  superfície  externa  do 

adsorvente, a difusão de soluto nos poros do adsorvente e a adsorção de soluto nas superfícies 

internas dos poros e espaços capilares.  

Nesta  pesquisa  o  adsorvente  não  foi  responsável  pela  remoção  do  2,4-DNF.  O 

resultado  do  teste  de  adsorção  realizado  comprovou  que  os  agentes  que  promoveram  a 

remoção do 2,4-DNF foram os micro-organismos e que o meio suporte serviu apenas como 

meio de sustentação para o fungo. 

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos tempos de reação (TR) de 48 

h,  24  h  e  8  h.  Nas  Tabelas  22,  23,  24,  25  e 26  estão  apresentadas  as  variações  das 

concentrações de DQO, nitrato, amônia, nitrito e 2,4-DNF nos ciclos de 1 a 4. 

 

Tabela  22  -  Variação  de concentrações  de  DQO  (mg.L-1)  obtido  nos  reatores  em  bateladas 

sequenciais  com  biomassa  imobilizada  durante  os  4  ciclos  reacionais  nas  48,  24  e  8  h  de 

experimento. 

Tempo 
(h) 

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 

Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída 

48 h 795,3 141,2 726,8 141,2 819,3 113 785,1 113,8 

24 h 754,2 798,6 802,2 2439,3 761,1 182,3 781,6 165,1 

8 h 713,1 514,6 747,7 577,6 747,7 530,4 741,4 527,2 

Fonte: Autor (2014). 
 

Tabela 23 - Variação das concentrações de nitrato (mg.L -1) obtido nos reatores em bateladas 

sequenciais  com  biomassa  imobilizada  durante  os  4  ciclos  reacionais  nas  48,  24  e  8  h  de 

experimento. 

Tempo 
(h) 

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 

Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída 

48 5,88 0,03 4,48 0,01 5,21 0,02 4,67 0,02 

24 5,14 2,21 6,31 3,3 4,02 * 4,95 * 

8 4,87 2,01 5,79 1,62 5,77 1,43 7,51 1,58 

Fonte: Autor (2014).                                                                                                                 * valor desprezível 
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Tabela 24 - Variação das concentrações de amônia (mg.L -1) obtido nos reatores em bateladas 

sequenciais  com  biomassa  imobilizada  durante  os  4  ciclos  reacionais  nas  48,  24  e  8  h  de 

experimento. 

Tempo 
(h) 

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 

Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída 

48 1,01 4,58 0,88 0,18 0,88 0,18 3,24 0,41 

24 1,66 0,61 0,56 0,81 1,78 0,14 0,88 0,58 

8 2 1,42 1,7 2 1,41 1,31 1,13 0,68 

Fonte: Autor (2014). 
 

Tabela 25 - Variação das concentrações de nitrito (mg.L -1) obtido nos reatores em bateladas 

sequenciais  com  biomassa  imobilizada  durante  os  4  ciclos  reacionais  nas  48,  24  e  8  h  de 

experimento. 

Tempo 
(h) 

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 

Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída 
48 0,06 0,52 * 0,11 0,03 0,05 * 0,15 

24 * 1,56 * 0,82 0,02 0,03 0,02 0,03 

8 * 13,5 * 13,6 * 8,22 * * 

Fonte: Autor (2014).                                                                                                                * valor desprezível 
 

Tabela 26 - Variação das concentrações de 2,4-dinitrofenol (mg.L -1) obtido nos reatores em 

bateladas sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nas 48, 24 e 8 

h de experimento. 

Tempo 
(h) 

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 

Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída Entrada Saída 

48 5,05 0,13 5,05 0,25 5,05 0,05 5,05 0,252 

24 5,05 2,52 5,05 2,27 5,05 3,03 5,05 1,26 

8 5,05 2,02 5,05 2,27 5,05 2,02 5,05 1,77 

Fonte: Autor (2014). 

 

 Comparando as concentrações das variáveis em todos os TR, verificou-se que o 

tempo de 48 h foi aquele que propiciou o melhor desempenho ao fungo para a remoção de 

2,4-DNF. Em contrapartida, o aumento do TR de 48 h para 168 h não proporcionou melhores 
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resultados, ainda que, o tempo de contato entre a água sintética e micro-organismo tenha sido 

bem maior. 

 Na Figura 32 estão apresentados os percentuais de remoção do 2,4-DNF para os 

TR de 48 h, 24 h e 8 h. 

 

Figura  32  -  Percentual  de  remoção  de  2,4-DNF  nos  reatores  em  bateladas  sequenciais com 

biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nos tempos de 48, 24  e 8 h de 

experimento. 

 
Fonte: Autor (2014). 

 

Comparando  os  percentuais  de  remoção  do  2,4-DNF  nos  TR  de  8,  24  e  48  h, 

verificou-se que o tempo de 48 h foi aquele que propiciou o melhor desempenho ao fungo 

para  a  remoção  de  2,4-DNF.  Em  contrapartida,  o  aumento  do  TR  de  48  h  para  168  h  não 

propiciou  os  melhores  resultados,  ainda  que,  o  tempo  de  contato  entre  a  água  sintética  e 

micro-organismo tenha sido maior. 

Santaella et al. (2009) avaliaram a influência do TDH em reatores com 

Aspergillus  niger  no  tratamento  de  efluentes  de  refinaria  de  petróleo,  obtiveram  remoção 

média de 28, 83 e 88%, para TDH de 4h, 8h e 12h, respectivamente, na presença de 0,5 g.L -1 

glicose. No entanto nos dias posteriores, os valores médios de remoção alteraram para 40% ± 

8, 46% ± 8 e 49% ± 10, para 4h, 8h e 12h, respectivamente, sem a adição de glicose. Como 

não foi conseguido valores médios de remoção de fenóis expressivos, o TDH de 4h 

apresentou resultado satisfatório com remoção média de 40%, diferentemente desta pesquisa 

que para o Aspergillus niger degradar o 2,4-DNF foi necessário 48 h de reação. 

Marinho et al. (2012) estudaram a variação do tempo de detenção hidráulica no 

pós-tratamento de efluente de filtro anaeróbio usado na remoção de corante têxtil de despejo 
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sintético por uso de reator biológico com fungos e verificaram que durante o TDH de 6 h, o 

valor de remoção de corante ficou próximo de 74%, mas que o aumento do TDH de 6 h para 8 

h não proporcionou melhora na remoção do corante, provavelmente justificado pela 

quantidade maior de compostos excretados pelos fungos devido ao maior tempo de contato, 

resultando  na  diminuição  da  remoção  de  matéria  orgânica  e  do  corante.  O  mesmo  foi 

verificado  nesta  pesquisa  quando  se  observou  um  melhor  desempenho  no  TR  de  48  h  em 

relação ao de 168 h, já que houve uma resposta de remoção de 2,4-DNF maior. 

No presente trabalho o melhor TR para remoção das variáveis em questão foi o de 

48  h.  Os  percentuais  de  remoção  de  DQO,  2,4-DNF,  nitrato  e  amônia  alcançados  foi  de 

86,2%, 99%, 99% e 87,3%, valores estes conseguidos entre os ciclos 3 e 4. Esses resultados 

indicam  ser  o  uso  de  fungos  em  reatores  uma  tecnologia  promissora  para  aplicação  em 

tratamentos efluentes e a busca pelo menor TR irá se refletir em menor custo para 

implantação do tratamento, devendo ser ressaltada a importância de mais estudos nessa área. 

Apesar de a presente pesquisa preocupar-se com o maior percentual de remoção 

das  variáveis  na  água  dopada  com  2,4-DNF,  é  preciso  também  relacionar  os  valores  finais 

com os da legislação a fim de verificar a eficácia do tratamento, e da necessidade ou não  de 

pós-tratamento para lançamento ao corpo receptor.  

Em  relação  ao  que  estabelece  a  Portaria  SEMACE nº  154  de  2002  para  o 

lançamento de efluentes, nos reatores com biomassa dispersa e glicose 0,5 g.L -1, apenas o RF 

atende  ao  valor  máximo  de  200  g.L -1 de  DQO,  o  efluente  deste  reator  apresentou  uma 

concentração final de 109 mg.L -1, enquanto que o RFG resultou em 474 mg.L -1. Nos reatores 

com biomassa dispersa e glicose com 3 g.L -1, 5 g.L -1, 10 g.L -1, atingiu no final do tratamento 

valores bem acima de 200 mg.L -1, não atendendo à legislação. Já os reatores com biomassa 

imobilizada, nos tempos de reação 168 h, 48 h e 24 h, alcançaram 148 mg.L -1,  113 mg.L -1 e 

165 mg.L-1, respectivamente, enquanto que no TR de 8 h foi 514 mg.L-1. 

No reator  em batelada imobilizada, o  TR de 168 h apresentou  as maiores 

concentrações de nitrato e amônia de toda pesquisa. As concentrações atingidas de amônia ao 

final do tratamento foram de 24,3 mg.L -1 para 168 h, 0,41 mg.L -1 para 48 h, 0,58 mg.L -1 para 

24 h e 0,68 mg.L -1 para 8 h. Esses valores, exceto para o de 168 h, estão de acordo com o 

estabelecido na Resolução CONAMA no. 430 de 2011 a qual define como valor máximo de 

20  mg.L-1,  para  lançamento  de  efluentes  em  corpo  receptor.  Para  padrões  de  qualidade  de 

água para consumo, que também é definida por essa legislação como valor máximo de nitrato, 

a pH ≤ 7,5; 3,7 mg.L-1 N  o reator que operou no tempo de 168 h não se enquadrou. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A  presente  pesquisa  se  mostrou  eficiente  na  remoção  do  2,4-dinitrofenol  (2,4-

DNF) pelo reator em batelada sequencial, obtendo valor mínimo de 0,3 mg.L -1, atendendo à 

Resolução CONAMA, que define este parâmetro com valor máximo de 0,5 mg.L -1, portanto 

promissora para aplicabilidade de degradação de tóxicos persistentes. 

 O  fungo  Aspergillus  niger  AN  400  durante  o  teste  de  toxicidade  em  placas 

contendo a substância 2,4-DNF nas concentrações de 300 mg.L -1, 200 mg.L-1, 100 mg.L -1, 90 

mg.L-1,  80  mg.L-1,  50  mg.L-1,  40  mg.L-1,  20  mg.L-1,  10  mg.L-1,    5  mg.L-1    e    0  mg.L-1, 

mostrou-se capaz de crescer contradizendo a  hipótese de Griffin (1994) que refere-se a esta 

substância como sendo um fungicida; 

 A concentração de glicose mais eficiente encontrada quando se utilizou reator em 

batelada com biomassa dispersa foi de 3 g.L -1 (RFG3) sendo 80,4% o percentual de remoção 

do 2,4-DNF. Os testes realizados com concentração de glicose de 5 g.L -1 e 10 g.L -1 (RFG5 e 

RFG10) apresentaram remoção de 40% e 23,9%, respectivamente, apresentando decaimento 

de  remoção  com  o  aumento  da  glicose.  Por  conseguinte,  o  aumento  na  concentração  de 

glicose não implica, necessariamente, em um aumento na eficiência de remoção do 2,4-DNF 

pelo fungo Aspergillus niger AN 400. 

 A realização do tratamento de água sintética com 2,4-dinitrofenol para degradação 

do  2,4-dinitrofenol  em  reatores  em  bateladas  sequenciais  com  biomassa  imobilizada  por 

Aspergillus  niger  AN  400  foi  eficiente  de  forma  que  foi  registrado  93,1%  de  remoção, 

utilizando 0,5 g.L-1 de glicose como cossubstrato em um período de 168 h. 

 A  degradação  do  2,4-dinitrofenol  se  mostrou  mais  eficiente  quando  se  usou  o 

reator em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada do que em bateladas com 

biomassa  dispersa.  Para  uma  concentração  de  5  mg.L -1 de  2,4-dinitrofenol,  nas  mesmas 

condições de temperatura e pressão obteve-se os percentuais de remoção final do 2,4-DNF, 

analisados  no  CLAE,  para  os  reatores  em  batelada  imobilizada  com  inóculo  fúngico  nos 

ciclos 1, 2, 3 e 4 foram de 52,1%, 66,7%, 34,2% e 93,1%, respectivamente, indicando uma 

maior eficiência se comparado ao reator em batelada com inóculo fúngico disperso de 23,54%. 

 O melhor tempo de remoção para degradação do 2,4-DNF com biomassa fúngica 

imobilizada em cubos de poliuretano, foi 48 h. Os percentuais de remoção de DQO, 2,4-DNF, 

nitrato e amônia alcançados neste tempo foram de 86,2%, 99%, 99% e 87,3%.  
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 As  concentrações  finais  encontradas  nesta  pesquisa  de  DQO,  nitrito,  nitrato, 

amônia  e  2,4-DNF,  para  o  TR  mais  eficiente,  48  h  (Ciclo  1)  está  abaixo  dos  limites 

estabelecidos no que se refere aos padrões de lançamento descritos pela Resolução CONAMA 

nº. 430 de 2011 e a Portaria SEMACE no. 154 de 2002.  
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Para continuidade do tema desenvolvido neste trabalho são sugeridos os seguintes 

estudos ou investigações: 

 Identificar os metabólitos formados da biodegradação do 2,4-dinitrofenol. 

 

 Realizar experimento em reatores de fluxo contínuo. 

 

 Utilizar efluentes in natura contendo 2,4-dinitrofenol. 

 

 Verificar a atividade enzimática do fungo Aspergillus niger AN 400 na presença de 

2,4-DNF. 
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ANEXO 
 
 
Anexo I - Curva de calibração padrão do 2,4-dinitrofenol. 

 
 
Fonte: Autor (2013). 
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