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RESUMO

Os compostos os BTX (Benzeno, Tolueno e xileno) necessitam atencdo especial em virtude de sua acgéo
impactante no ambiente e dos riscos para a salde publica, pois 0 benzeno é comprovadamente carcinogénico
enquanto o tolueno e o xileno possuem natureza toxica. Devido a necessidade cada vez maior de preservar 0s
recursos naturais e consequentemente o homem, buscam-se tecnologias que minimizem os impactos causados
pela presenca desses compostos no meio. Dentro desse contexto, o uso de fungos e reatores visando o
tratamento dos mais diferentes tipos de aguas residuarias vem crescendo e despontando como uma nova
tecnologia de biotratamento. Outra vantagem na utilizacdo dos fungos, é que, os mesmos tém a capacidade de
suportar possiveis choques na concentracdo de carga organica e hidraulica as quais sdo submetidos, e sdo
tolerantes a variacGes de escassez de umidade, oxigénio e nutrientes, por isso as vantagens do emprego de
fungos como inéculo de reatores bioldgicos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o melhor meio de
cultura para o cultivo do fungo Aspergillus niger. E estudar também, a fonte de carbono indutor mais adequado
para estimular o crescimento e metabolismo do fungo e induzir o mesmo, na degradagdo dos compostos
toxicos contidos na gasolina, os compostos BTX, em reator de batelada. O reator foi operado por 60 dias com
tempo retencdo hidraulico (TRH) de cinco dias, atingindo 72,36% de eficiéncia de remogdo medindo DQO. Os
resultados mostram que o Aspergillus niger pode ser utilizado na degradacdo de compostos aromaticos
derivados do petr6leo como o0 BTX.

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger, BT X, Degradacdo, Reator em batelada.

INTRODUCAO

Segundo o Anuério Estatistico da Agéncia Nacional de Petr6leo de 2009, o Brasil possui 36.720 postos de
combustiveis, muito destes operando em condi¢Ges de risco, com tanques de armazenamento subterraneos
muito antigos, o que pode resultar em grande impacto para o0 meio ambiente e ao homem quando da ocorréncia
de derramamento de combustiveis. Tal problema reside na composicdo destes combustiveis, pois contém
alcanos de cadeia linear, cicloalcanos, alguns ions metélicos, compostos nitrogenados e, principalmente,
hidrocarbonetos aromaticos, como o0s compostos BTX, designagdo para o benzeno, tolueno, e Xileno.
(TRIBURTIUS et al.,2005).
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Os compostos BTX necessitam atencdo especial em virtude de sua acdo impactante no ambiente e dos riscos
para a saude publica, pois o benzeno é comprovadamente carcinogénico enquanto o tolueno e o xileno
possuem natureza tdxica.

Devido a necessidade cada vez maior de preservar 0s nossos recursos naturais e consequentemente o homem,
buscam-se tecnologias que minimizem os impactos causados pela presenga desses compostos no meio. Dentro
desse contexto, o uso de fungos e reatores visando o tratamento dos mais diferentes tipos de &guas residurias
vem crescendo e despontando como uma nova tecnologia de biotratamento (SAMPAIO et al.2004).

O conhecimento sobre a fisiologia e 0 metabolismo dos fungos é de suma importancia para a fundamentagéo e
otimizacdo de processos envolvendo sua aplicacio em reatores, seja na fermentacdo industrial — para obtengéo
dos mais diferentes produtos, como antibidticos, vitaminas, bebidas, conservantes, entre outros — ou a
biorremediacéo de poluentes.

No caso especifico do tratamento de &guas residuérias industriais que apresentam comumente em sua
composigdo gama variada de compostos xenobi6ticos recalcitrantes, muitos destes detentores de elevado grau
de toxidade e de acdo deletéria ao ambiente e ao homem. O controle de inconvenientes observados na
operacdo de reatores, como crescimento excessivo, limitacdo difusional de substrato e consequente perda de
eficiéncia, exige o dominio da inducdo de fungos, no sentido de lhes proporcionar condi¢Ges para que 0s
mesmos possam utilizar o poluente como substrato, resultando em uma tecnologia com nivel elevado de
eficiéncia e seguranca, a fim de os reatores com inoculo flngico se firme como sistemas confidveis e
economicamente viaveis (RODRIGUES, 2012).

Diante da problemética apresentada, este trabalho teve como objetivo, a utilizagdo do fungo Aspergillus niger,
para a avaliacdo da biodegradacdo de compostos fendlicos (BTX). Com efluente sintético contendo gasolina,
induzidos pela presenca da glicose e determinados pelo pardmetro da DQO em reator de leito submerso em
batelada.

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido nos laboratdrios de Controle Ambiental, Micologia, Biologia e Microbiologia da
Geréncia Educacional de Quimica e Meio ambiente no Campus Manaus Centro do IFAM. E foi dividido em
duas etapas experimentais, sendo que, nas duas etapas foi utilizado o parametro Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) como controle da degradacdo bioldgica. A metodologia analitica seguiu o Standard Method
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).

PRIMEIRA ETAPA: ESCOLHA DO MEIO DE CULTURA E CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

Foi utilizado o microrganismo Aspergillus niger. A cepa esta disponivel no acervo do IFAM. Foram
preparados dois meios: Agar batata (A.B) e Agar sabourand (A.S) 4%.

Para diluicdo e preparagdo do nutriente usou-se 7,89 do A.B e 13g do A.S para preparar 200 mL de cada
solucdo. Em seguida esterilizou-se na autoclave em 121°C por 15 minutos. Com as placas previamente
esterilizadas, adicionou-se mais 20 mL de Agar Potato em trés placas petri e em outras trés placas mais 20 mL
de Agar Sabouraud. Inoculou-se nas placas o microrganismo e inoculou-se 7 (sete) dias para o crescimento do
mesmo. Apds esse periodo, observou-se o melhor nutriente (que no caso em questdo foi o Agar Potato). Para o
cultivo dos esporos para preparo da solucdo, fez-se um novo repique em tubos inclinados, o nutriente ficou
posicionado em forma de rampa para melhor inoculagdo do microrganismo e para o volume e quantidade certa
da solucéo contendo os microrganismos que foi na proporcéo de 2x10°, de esporos em suspensdo. Conforme as
figuras 1 e 2:
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Figura 1: Tubos de ensaio contendo Agar potato Figura 2: Tubos de ensaio com fungos, apds sete
Dextrose, sem os fungos dias de inoculacéo

Foram realizadas avaliagcbes da melhor fonte de carbono primario, (glicose, sacarose e frutose), com fungos
Aspergillus niger pelo melhor desempenho do fungo na biodegradagéo de BTX com os substratos citados.

A avaliacdo foi feita através do parametro de analise DQO, que permitiu medir indiretamente a quantidade de
matéria organica a partir da quantificagcdo da demanda de oxigénio necessaria para oxida-la.

Montagem e Funcionamento dos Reatores em Batelada

Foram utilizados 12 erlenmeyers de 250 mL, previamente estéreis, para montagem dos reatores, sendo trés do
tipo controle (branco), cada um contendo um substrato diferente, outros trés contendo glicose, trés com
sacarose e trés com a frutose. Todos em triplicata, divididos segundo suas quantidades pré-estabelecidas para o
estudo em questdo, sendo: 50mg/L de glicose, 50mg/L sacarose e 150mg/L de frutose.

Primeiramente, cada reator foi preenchido com 250mL de efluente base. Em seguida, foram adicionadas as
respectivas concentragdes dos substratos nos reatores. E logo ap6s foi adicionado o inoculo na concentracéo de
2 x 10° e contendo 2,5mL da solucdo de esporos do fungo. Em seguida, os 12 erlenmeyers ja previamente
prontos, foram colocados na incubadora shaker SL 223, com temperatura 30°C e uma rotagdo por minuto de
150 rpm. Conforme as figuras 3 e 4:

F

Figura 3: Incubadora Shaker utilizada no Figura 4: Disposicdo dos reatores na incubadora
experimento shaker, durante o periodo de execugdo do
experimento
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Os reatores permaneceram durante 14 dias, sendo que, no sétimo dia de incubagdo foi realizada a primeira

analise para verificar o melhor substrato, sendo analisada a potencialidade de cada um, perante o fungo,
usando o pardmetro DQO. No decimo quarto dia foi feita a ultima analise.

RESULTADOS DA PRIMEIRA ETAPA

Em relacdo ao tempo de cultivo e a producdo de esporos, a partir da observacdo da morfologia do crescimento
dos fungos em placas de Petri. O meio de cultura com maior eficiéncia para a inoculagdo do microrganismo
Aspergillus niger foi o Agar batata (A.S). Avaliou-se a DQO nos reatores controle para verificar a acéo
degradadora do fungo medindo DQO.

Nos reatores contendo glicose, houve uma eficiéncia de remocdo de 30,52% nos 14 dias correntes, sendo
verificado com a diferenca entre o bruto (inicial). J& nos reatores contendo sacarose e restos de frutas (frutose)
houve uma eficiéncia de remocéo de 21,56% e 30,70% respectivamente. Entretanto, podemos considerar essa
baixa eficiéncia da sacarose, por envolver a conversdo extracelular ou intracelular a hexoses por enzimas
invertases. As hexoses sdo, posteriormente, convertidas intracelularmente a glicose-6-fosfsto mediante enzimas
da glicdlise. Conforme a tabela 1:

Tabela 1: Resultados obtidos na etapa |

Fonte de DQO DQO DQO dias Média Eficiéncia
carbono (ppm) (ppm) (Ppm) (ppm) de
indutor Afluente 7 dias 14 dias remocao
(%)
Glicose 398,61 358,69 276,95 317,82 30,52
Sacarose 409,70 335,58 321,34 328,46 21,56
Frutose 454,59 338,51 314,98 326,74 30,70

E importante ressaltar que a glicose ao ser adicionada no meio aumentou a concentracio de matéria organica, o
que ficou refletido no aumento da DQO afluente em relacdo a agua residuaria bruta. Porém, a adicdo de glicose
ndo impede a remogdo do poluente se estiver em concentracdo adequada, pelo contrério, favorece a remocao
do mesmo, pois é importante a presenca de fonte de carbono de rapida assimilacdo na sintese enzimatica
(SINGH, 20086).

Avaliando os reatores contendo restos de frutas (frutose), tendo uma eficiéncia de remocéo, podemos observar
que essa eficiéncia se dar por, além de conter polissacarideos, ha outros nutrientes que a fruta fornece quando
utilizada e por isso pode maximizar os resultados.

SEGUNDA ETAPA: CARACTERIZACAO DO EFLUENTE CONTENDO GASOLINA

O residuo utilizado foi produzido em laboratério nas proporcdes das perdas de combustiveis em postos de
gasolina, j& que o residuo real ndo foi possivel ser coletado, onde foi realizada a medicdo de DQO. A
Metodologia Analitica seguiu o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
1998).

O preparo do efluente semi-sintético foi realizado no Laboratdrio de Controle Ambiental do IFAM, Campus
Manaus Centro, com concentracdo baseada em Silva 2002, conforme Tabela 2. Onde se utilizou uma
concentracdo de 3% de gasolina e 1% de etanol simulando um efluente de posto de gasolina.

Em um periodo de 120 horas (5 dias) retirava-se 2L do efluente e ajustava-se 0 pH 4 + 5 com &cido cloridrico
e a glicose era adicionada numa porcéo de 50 mg/L. Foram feitas as anélises em um periodo de 60 dias, com as
mesmas condicBes e concentracdes iniciais, para facilitar a observacdo da degradacdo nesse periodo de tempo.
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Tabela 2: Composicao e concentracdo do efluente base sintético
Reagente Concentracdo mg/L Funcéo
NH, CI 76,1
NaCl 10,1
Na, HPO, .12H,0 46,2
NaHCO; 162,2
MgSO, .7H,0 16,7
ZnsSO, 0,2 Base Silva (2002)
MnSQO, .H,0O 0,2
KCI 4,7
CuSQO, 0,2
FEC|3 .6H,0O 0,2
Gasolina 3% Contaminante
Etanol 1%
Clorofémio 1% Controle Microbiolégico
Glicose 50 Fonte de carbono indutor

Operac@es do reator

No projeto anterior do grupo, foi construido um reator em batelada que foi utilizado neste projeto. Este reator
com leito submerso é constituido de tubo acrilico de 100 mm de diametro, 500 mm de altura, 3 m de espessura,
com volume 0til de 3,7 L (figura 5).

Foi controlado utilizando o software livre Kemo Relais Timer (Figura 5) por porta paralela (¢ uma interface de
comunicagdo utilizada para enviar e receber dados entre o computador e um periférico), sistemas de placa de
circuito com leds e cabo conector instalados em um computador. O reator foi protegido com insulfilme para
evitar fotodegradacdo dos compostos fendlicos.
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Figura 5: Reator; Software Kemo Relais Timer.

Inoculagédo do microrganismo

O microrganismo escolhido foi a espécie Aspergillus niger, por ja ter sido empregado com éxito na remogédo
de efluentes contendo fenol e seus compostos e por haver cepas disponiveis no acervo do IFAM. Onde essas
cepas foram cultivadas no laboratério de Microbiologia do IFAM- CMC, retiradas do solo Amazonico. Elas
foram cultivadas em meio sélido Agar Batata, a temperatura de 28°C, durante 7 dias em tubos inclinados, para
entdo serem utilizados como fonte de esporos, no reator. Os esporos de Aspergillus niger foram suspensos em
4gua destilada esterilizada, onde esta foi ajustada para 2 x 10° esporos/mL para ser inoculada no reator.
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Controle Operacional

O reator foi operado em batelada com leito submerso, tempo de detencao hidraulica de 5 dias, com vazdo de
2L e com ajuste de pH entre 4 e 5, valores 6timos para os microrganismos. A temperatura ambiente foi mantida
28+2°C. O oxigénio dissolvido dentro do reator foi mantido em 6mg/L por meio de compressor tipo aquario.

Os parametros foram avaliados da variagdo de concentracdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) no
afluente e no efluente.

Andlise de Fosfato

Para analise de fosfato, foi utilizada a Solu¢do de molibdato acido de amdnia; Solugdo de cloreto estanhoso
2,5%; Solucdo de acido forte.

A curva padrdo foi previamente elaborada, para as devidas leituras da amostra. Foram utilizados balGes
volumétricos de 100 mL, com o mesmo volume da amostra, medidos em triplicata. Adicionaram-se duas gotas
de fenolftaleina, se a amostra se tornar rdsea, adicionar um volume da solucdo de &cido forte, até torna-lo
incolor. Foi acrescentado 1 mL da solucdo de acido forte, 4 mL da solu¢do de molibdato de aménio e 10 gotas
da solugdo de cloreto estanhoso. Agitou-se o recipiente.

Aguardou-se por 10 minutos e em seguida mediu-se a absorbéncia e a concentragdo no espectrofotémetro UV/
visivel em um comprimento de onda de 690nm. A andlise seguiu a Metodologia do Standard Methods for the
Examination of the Water and WasteWater (APHA, 1998).

RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA

O reator foi operado por 60 dias, sendo alimentado com 2L de afluente a cada 5dias, avaliando-se a matéria
organica pela andlise de DQO, para observar a eficiéncia de remog¢do da matéria organica. Observou-se
também a formacdo de material organico filamentoso e grande adaptabilidade do fungo. Isto comprova que as
espécies utilizadas no experimento conseguem sobreviver e degradar os residuos avaliados.

Durante todo o experimento o afluente foi ajustado para o pH entre 3 a 4. Estes valores sdo considerados
otimos para o desenvolvimento do fungo. Esse pH foi ajustado com acido cloridrico e/ou hidroxido de sodio.
O pH do efluente foi medido, e ficava em torno de 2 a 3.

A variagdo de pH é analisada para observar a atividade metabdlica do fungo. O pH de uma cultura pode variar
em razdo do microrganismo e de seu comportamento metabélico, assim como também a natureza do substrato.
Pelos resultados mostrados na figura 7 pode-se observar que a aclimatacdo dos microrganismos ao residuo
liquido foi de 120 horas (05 dias). Observou-se também que o fungo Aspergillus niger, adaptou-se muito bem
com a concentracdo de 3% de gasolina.

A partir dai observou-se, primeiro ao trigésimo dia, média de remoc&o de 53,6%. E uma remogdo chegando a
degradar em cinquenta dias 72,3% (Figura 6 e 7).

FARIAS et.al (2012), Obteve um crescimento gradativo de degradacdo com compostos BTX , atingindo em
sessenta dias 43% de eficiéncia de remogdo com tempo de remocdo hidraulica de quatro dias. Utilizando
Aspergillus sp e Trichoderma sp com reatores em batelada.

GARCIA, VENCESLADA E PENA (1997) alcancaram com o uso de Aspergillus terreus o percentual de 94%
de remocdo de fenol, e Rodrigues (2006) que utilizou reatores de fluxo continuo inoculados com Aspergillus
niger o percentual de 100% de remogédo de fenol.

Segundo NARDI et al. (2005) utilizaram Aspergillus niger em reatores anaerdbios para tratar agua
contaminada com gasolina e acompanhar o decaimento de DQO e BTX. A agua sintética do primeiro reator
era composta de gasolina solubilizada em etanol, proteinas e carboidratos e, no segundo reator, foi usada uma
mistura de gasolina comercial e agua. Os autores alcancaram excelentes remogdes de DQO, de 96% no
primeiro reator, e de 99%, no segundo.
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Figura 7: Eficiéncia de remocéo

Foi analisado fosfato no afluente e efluente da agua residuéria contendo gasolina, e a eficiéncia de remocéo de
52.17% indica um acimulo de fosforo no meio analisado, evidenciando que o fungo, em sua grande maioria,
ndo o utilizou em seu metabolismo.

Sabe-se que o ortofosfato é a forma diretamente assimilada pelos fungos, existindo relatos de que mecanismos
de assimilacdo destes nutrientes possuem estreita relacdo com o nivel do oxigénio no meio e com o pH, sendo
este afetado pela producéo de acidos organicos e pela assimilacdo de nitrogénio amoniacal (GRIFFIN, 1994).

As médias da remocdo de ortofosfato e de fosforo total, obtidas no final dos ciclos em estudo, foram,
respectivamente, de 60 e 49% e ndo foi observado acimulo de fésforo no meio, como ocorreu na etapa
anterior. O acimulo de fésforo no meio pode indicar que 0 mesmo nao foi, em grande parte, utilizado pelo
metabolismo microbiano, mas apenas armazenado nos vactolos na forma de fosfatos e polifosfatos como
compostos de reserva e, posteriormente, liberados em funcdo do metabolismo celular, (KORNEBERG; RAO;
AULT-RICHE, 1999; LI; ZHAO; YUAN, 2005).
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CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Considerando os resultados obtidos pode-se inferir que a espécie Aspergillus niger apresentou capacidade para
remoc¢do dos compostos aromaticos (BTX) presentes na gasolina em agua residuaria sintética com adi¢do de
glicose como fonte primaria de carbono, alcancando valores de remoc¢do em torno de 72,36% para um tempo
de detencéo hidraulico de cinco dias.

Os resultados mostram que a remocdo de compostos aromaticos (BTX) é vidvel em reator em batelada,
devendo ainda ser estudadas concentracdes maiores de gasolina, TDH menores ou maiores, outras fontes de
carbono como indutor e estudos sobre a matéria organica em filamentos.
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