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RESUMO

Os efluentes industriais possuem substancias de natureza toxicas como os fendis que permanecem mesmo apds
os tratamentos convencionais. Dependendo da concentragdo de compostos fenolicos nos corpos d’agua pode
ocorre um risco para 0o consumo humano. O uso de microrganismos para a biorremediacdo de substancias
toxicas tem se mostrado viavel devido a vantagem de custo e beneficio, quando se compara com outras
técnicas para o tratamento de efluentes. Eles atuam como decompositores importantes de compostos
aromaticos na biosfera, entre eles, os fendis, pois produzem inimeras enzimas, as quais podem atuar sobre
determinado poluente organico, tornando-o mais acessivel a biodegradagdo. O trabalho objetivou avaliar a
biodegradagdo de fendis pelo fungo Aspergillus niger. E, foi dividido em duas etapas experimentais. Na
primeira etapa foi avaliada a melhor fonte de carbono indutor na biodegradacdo de fenol pelo fungo cultivado
em 4gar batata, cuja cepa esta disponivel no acervo do IFAM, e inoculado em erlenmeyers contendo frutose,
glicose e sacarose. Os resultados obtidos mostraram a sacarose como melhor fonte de carbono indutor. Na
segunda etapa inoculou-se o fungo Aspergillus niger no reator em batelada, o qual foi operado por 80 dias,
com tempo de retencdo hidraulica variando de um a quatro dias. Através dos resultados obtidos pode-se inferir
que a especie Aspergillus niger apresentou capacidade para remocdo de 600 mg/L de fenol com adicdo de
sacarose como fonte primaria de carbono, chegando a valores maiores que 99% de remocéo tanto para fenol,
quanto para DQO com um tempo de retencdo hidraulico de 2 dias.

PALAVRAS-CHAVE: Fenol, Aspergillus niger, Efluente e Sacarose.

INTRODUCAO

Diariamente efluentes industriais sdo despejados em corpos d’agua e nem sempre recebem um tratamento
adequado. Algumas dessas substancias sdo de natureza persistente, os quais afetam ndo s6 o equilibrio do
ecossistema local, como também ao ser humano, como os compostos fendlicos. Estes apresentam grande
toxidade e sdo dificilmente degradados. No caso das aguas residuarias dificulta o processo de tratamento
bioldgico, suscitando dividas devido & possivel contaminagdo das 4guas que abastecem a populagdo (CUNHA,
1996).

Dependendo da concentragdo de compostos fendlicos nos corpos d’agua pode ocorrer um risco para o0
consumo. Segundo a resolugdo do CONAMA a concentragdo de 0,5 mg/L de fendis foi estabelecida como
padrdo de lancamento para qualquer tipo de efluente, sendo que no Brasil, em aguas destinadas ao
abastecimento, o Ministério da Satide determinou que o limite maximo permitido de fenol ¢ de 0,1pg/L, a fim
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de evitar danos a salde humana (SILVA, I. E. C. et al., 2007). O Ministério da Salde, na Portaria n°® 2914
(2011) estipulou que para aguas de abastecimento, concentragcfes maximas apenas para compostos derivados
do fenol, tais como pentaclorafenol é de 9 ug/L e para 2,4,6 triclorofenol ¢ de 0,2 mg/L.

Diante dessa problematica o uso de microrganismos para a biorremediacdo de substancias toxicas tem se
mostrado viavel devido a vantagem de custo e beneficio, quando se compara com outras técnicas para o
tratamento de efluentes.

Sendo que o conhecimento sobre a fisiologia e 0 metabolismo dos fungos é de suma importancia para a
fundamentacdo e otimizagdo de processos envolvendo sua aplicacdo em reatores, sejam na fermentagdo
industrial — para obtencdo dos mais diferentes produtos, como antibidticos, vitaminas, bebidas, conservantes,
entre outros — ou na biorremediacdo de poluentes (RODRIGUES, 2012).

As técnicas de biorremediacdo podem ser usadas para descontaminagdo de solo e agua, sdo classificadas em
duas categorias: in situ e ex situ. (COLLERAN,1997). A biorremediac&o in situ envolve o incremento de taxas
de biodegradacgdo de contaminantes organicos no solo, sedimentos, aguas superficiais e subterraneas. Requer a
estimulacdo de atividade degradativa de populages microbianas endégenas pela provisdo de nutrientes e
aceptores de elétrons, técnica conhecida como bioestimulagdo. Ou a adi¢do de in6culos microbianos exdgenos
com ou sem suplementacdo de nutrientes, que constitui a bioaumentacdo. A biorremediacdo ex situ requer a
remocao fisica do material contaminado seguido de tratamento em biorreatores, landfarming, biopilhas,
compostagem e lagoas, utilizando as técnicas citadas (FURTADO, 2001).

De acordo com SANTOS E LINARDI (2004), embora o metabolismo microbiano de compostos aromaticos
tenha sido intensivamente estudado, a maior parte do conhecimento sobre rotas metabdlicas da degradacao
desses compostos encontra-se fundamentada em bactérias.

No entanto, estudos tém mostrado que os fungos atuam como decompositores importantes de compostos
aromaticos na biosfera, entre eles, os fendis (SANTOS e LINARDI, 2004), pois eles produzem indmeras
enzimas como lactase, proteases, ligninases, lipases, celulases, entre outras, as quais podem atuar sobre
determinado poluente organico, tornando-o mais acessivel & biodegradagdo e no tratamento de substancias
recalcitrantes (BUMPUS et al. 1985). Pode-se ainda citar como fatores indicadores da aplicabilidade dos
fungos sua capacidade de suportar possiveis choques nas cargas organicas e hidraulicas e bruscas variagdes de
pH, luz, umidade e oxigénio (SANTAELLA et al. 1996).

Desde 1980 ja é conhecido que os fungos do género Aspergillus degradam uma larga faixa de compostos
aromaticos como lignina e que é mais rapido do que muitos outros fungos (ZIINO et al., 1999). A espécie
Aspergillus niger, em particular, possui importante papel biotecnologico, uma vez que € utilizada na producao
de acidos inorganicos e enzimas (JERNEJC e LEGISA, 2004). Em escala de laboratorio o emprego do
Aspergillus niger em reatores tem comprovado a eficiéncia desse fungo no tratamento de efluentes, como
exemplo, compostos fendlicos (CELESTINO et al., 2008) e compostos nitrogenados (FREITAS NETO et al.,
2007).

Segundo RODRIGUES (2006), utilizando reatores com fungos e glicose, apos o terceiro dia a glicose havia
sido 99% removida, apds ndo poder mais ser detectada na agua residuaria, obteve-se maiores valores de
remoc&o de fenol, uma vez que o fungo, a partir desse dia comecou a usar o fenol como fonte de carbono.
RIGO et al. (2006) estudaram a degradacéo de fenol por Candida parapsilopsis em reator continuo (CSTR)
pressurizado. O reator operou por 24 dias consecutivos e a entrada de afluente no reator apresentou
concentracdes de fenol na faixa de 300 a 900 mg/L, com remog¢&o de 100% durante 16 dias consecutivos.

SARAIVA et al. (2009) usando glicose (50 mg/L) como fonte de carbono indutor, 100 mg/L de fenol e o fungo
Aspergillus niger em reator de leito fixo em batelada obtiveram eficiéncias de remocao de DQO média (glicose
mais fenol) de 57,27% para um tempo de detencdo hidraulica de (TDH) de 24 horas. No mesmo ano, ainda
usando glicose como fonte de carbono indutor em leito fixo em batelada, os pesquisadores obtiveram
eficiéncias de remocdo de DQO média (glicose mais fenol) de 73% com 200 mg/L de fenol afluente e 25mg/L
de glicose com TDH de 24 horas.
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Este trabalho teve por objetivo estudar a degradacdo de fenois pelo fungo Aspergillus niger utilizando a
sacarose como fonte de carbono indutor reator em leito submerso.

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. A metodologia
analitica utilizada foi baseada no Standard methods for the examination of water and wastewater (APWA,
1998). E o experimento foi divido em duas etapas experimentais:

PRIMEIRA ETAPA EXPERIMENTAL

Na primeira etapa foram testados trés fontes de carbono indutor: glicose, sacarose e frutose a partir da fruta
abacaxi. Os ensaios foram realizados em camara de fluxo laminar, onde inoculou-se o Aspergillus niger nos
reatores e em seguida colocou-se na Incubadora Shaker com agitacdo a 150 RPM. O qual permaneceu num
periodo de 7, 14 e 21 dias. Sendo que a cada 7 dias efetuou-se analises de DQO para avaliar a degradacgéo do
fenol com cada uma das fontes de carbono.

Preparo do afluente base: O preparo do efluente base foi realizado nos Laboratorios de Controle Ambiental e
Fisico-Quimica do IFAM, Campus Manaus Centro, com concentracdo baseada em SILVA 2002, acrescida de
fenol e uma fonte carbono indutor, conforme tabela 1.

Tabela 1: Composicao do afluente base

Reagente Concentracdo mg/L
NH,CI 76,1 mg/L
NaCl 10,1 mg/L
KCI 4,7 mg/L
Na,HPO,.12H,0 Anidro 46,2 mg/L
NaHCO; 162,2 mg/L )
MgS0. 7.0 16,7 gl Base Silva (2002).
ZnS0O, 0,2 mg/L
MnSO,.H,0 0,2 mg/L
CuSO, 0,2 mg/L
FeCl;.6H,0 0,2 mg/L
Cloroformio 10 mL/L Controle microbiolégico
500 a 600 mg/L Fenol Contaminante
Fonte de carbono indutor 50 mg/L -

Obtengdo da solugdo de esporos: Utilizou-se o microrganismo Aspergillus niger, do acervo do IFAM, para
inoculacdo em tubos de ensaio (figura 1) para posterior obtencdo de uma suspencao de esporos (figura 2).
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Figura 1: Tubos de ensaio contendo Agar Batata Figura 2: Tubos de ensaio ap6s 7 dias de inoculacao
Dextrose

Avaliacdo da fonte de carbono indutor: Para avaliar a fonte de carbono que se adequava melhor ao
crescimento e atividade do Aspergillus niger frente ao substrato fenol, foi realizado um experimento em
laborat6rio com todos os cuidados de assepsia e esterilizacdo usando erlenmeyers como reatores. Foram
utilizados 12 erlenmeyers tendo 250 mL de efluente base, todos previamente esterilizados, sendo que trés com
50mg/L de glicose, trés com 50mg/L de sacarose cada e trés com 50mg/L em DQO em frutose e 0s outros trés
eram somente para o controle (branco) e adicionou-se um inoculo na concentracéo de 2,0x10° de suspensao de
fungo. Em seguida colocou-se na incubadora shaker SL 223 (figura 3), com temperatura 30°C e uma rotagéo
de 150 RPM. Os reatores permaneceram incubados durante 21 dias, sendo que a cada 7 dias retirava-se uma
amostra para realizar analise de DQO (figura 4).

Figura 3: Reatores apds o preparo e a disposicao dos
mesmos na incubadora shaker, durante o periodo de
execugdo do experimento.

Figura 4: Tubos de ensaio com amostra sendo
tratada para analise antes de ser digerida (em cima) e
depois de ser digerida (em baixo).

RESULTADOS DA PRIMEIRA ETAPA

Na primeira etapa escolheu-se a sacarose como fonte de carbono primario, pois apresentou uma maior
porcentagem de remocdo de DQO, como observado na tabela 2.

De acordo com PINHEIRO (2004), a sacarose, assim como a glicose, é um aglcar muito utilizado. Porém, a
assimilacéo da sacarose envolve a conversdo extracelular ou intracelular a hexoses por enzimas invertases. As
hexoses sdo, posteriormente, convertidas intracelularmente a glicose-6-fosfato mediante enzimas da glicélise.

Durante este processo metabolico ha producédo de energia (ATP) e equivalentes reduzidos (NADH). A energia
sob a forma de ATP é utilizada para o crescimento celular e mecanismos de manutencdo. O NADH é oxidado
a NAD+ a partir da conversao do piruvato a etanol ou da oxidagéo pelo oxigénio na cadeia respiratoria.
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No processo de respiracdo, o piruvato é convertido em didxido de carbono e &gua, no ciclo dos &cidos
tricarboxilicos, com producdo de redox equivalentes para a geracdo de ATP (PINHEIRO, 2004).

Tabela 2: Eficiéncia de remocéo de fenol medida em DQO para as trés fontes de carbono

ANALISE PARA OBTENCAO DO MELHOR CARBONO INDUTOR
DQO
Fonte de carbono primario Frutose Glicose Sacarose
Eficiéncia (%) 82,28% 87,12% 88,46%

SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

Na segunda etapa o experimento foi desenvolvido em um reator em batelada de leito fixo constituido de tubo
de acrilico de 100 mm de diametro, 3 mm de espessura de parede e 0,50 m de altura, com volume Util total de
3,7 L, fechado nas extremidades com cap 100 mm e com insufilme para evitar a fotodegradagdo do fenol.
Alimentou-se o reator com bomba d’agua pela parte superior e trés descargas, sendo uma controlada com
bomba. A aeragdo do sistema foi feita utilizando um compressor tipo aquario e o oxigénio dissolvido (OD)
medido com oximetro digital e mantido em torno de 11 mg/L, com temperatura em torno de 28° + 2° C.
Controlou-se o processo pelo software Kemo Relais (software de dominio publico), figuras 5 e 6.
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Figura 5: Reator Figura 6: Software Kemo Relais Time

Preparou-se o afluente conforme a tabela 1, agora utilizando-se a sacarose como fonte de carbono indutor e
uma concentragdo inicial de 500 mg/L de fenol.

Inoculou-se no reator contendo 2L de afluente uma suspensdo de 4x10° esporos/ mL de Aspergillus niger.
Para manuten¢do do mesmo fez-se um repique utilizando o Agar Batata como nutriente, em uma temperatura
de 28°C, durante 7 dias em tubos inclinados, para utilizacdo dos esporos em solugdo no reator.

Operou-se o reator em ciclos de 1 a 4 dias de tempo de retencdo hidraulica, sendo alimentado com 2L de
afluente e coletando-se as amostras da entrada e saida para as analises de DQO e de fenol total.

A variacdo de pH foi verificada para observar a atividade metabdlica do fungo. O pH de uma cultura pode
variar em razdo do microrganismo e de seu comportamento metabolico, assim como também a natureza do
substrato. Durante todo o experimento o afluente foi ajustado para o pH entre 4 e 5. Estes valores sédo
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considerados 6timos para o desenvolvimento do fungo. O pH foi ajustado com &cido cloridrico e/ou hidréxido
de sodio.

RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA

Na segunda etapa, apds a inoculagdo da suspensao de esporos foram necessarios seis dias para aclimatacdo dos
fungos no reator. O reator operou durante 80 dias com tempo de retencdo hidraulica variando de um dia a
quatro dias. Durante esse periodo utilizou-se inicialmente a concentracdo de 500 mg/L de fenol no afluente até
0 60° dia, no qual logo em seguida subiu para 600 mg/L de fenol no afluente. Verificou-se 0o aumento de
biomassa no reator e grande adaptabilidade do fungo. Comprovando assim que a espécie utilizada no
experimento consegue sobreviver as variacdes na concentracdo de fenol. Chegando a um nivel ndo detectavel
de fenol efluente e DQO efluente por trés dias consecutivos na concentracdo de 600 mg/L de fenol, com 48
horas de retencdo hidraulica. Durante todo 0 experimento obteve-se 0s seguintes resultados das analises
conforme figuras 7, 8, 9 e 10:
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Figura 7: Resultados de fenol no afluente e efluente ao reator.
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Figura 8: Eficiéncia de remocéo do fenol.
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Figura 10: Eficiéncia da remocéo da DQO.

PASSOS (2006) obteve degradacdo total de fenol por uma nova linhagem de Aspergillus niger até uma
concentracdo de 989+15mg/L, com diferentes velocidades de reacdo com 72 horas para degradar 320+0,57
mg/L de fenol.

Em 2010 SARAIVA et al., trabalhando com reator em batelada de leito submerso, com os fungos Aspergillus
niger e Trichoderma sp e residuo de processamento de cupuagu como fonte de carbono indutor, conseguiram
com os dois fungos em simbiose, o tempo de retencdo hidraulico fixado em 24 horas uma remocéo total em
torno de 90% com 300 mg/L de fenol afluente e 50 mg DQO/L de residuo de cupuagu.

Saraiva et al. (2011) obteve em uma concentracdo de 600 mg/L de fenol uma degradacdo média de 73% em
reator sequencial em batelada com Aspergillus niger e Trichoderma sp. Rodrigues (2006) que utilizou reatores
de fluxo continuo inoculados com Aspergillus niger o percentual de 100% de remocéo de fenol.

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos pode-se inferir que a espécie Aspergillus niger apresentou capacidade para
remocdo de fenol presente no afluente base com adicdo de sacarose como fonte de carbono, chegando a um
nivel ndo detectavel tanto para a remocdo de Fenol Total, quanto para DQO com um tempo de retencdo
hidraulico de 2 dias. Os resultados mostram que a remocdo de fenol é viavel em reator em batelada. Ha
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necessidade de dar continuidade na pesquisa com concentra¢des maiores de fenol, TDH menores, outras fontes
de carbono primario indutor.
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