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RESUMO

Nesta pesquisa foi utilizado o fungo Aspergillus niger AN 400 no tratamento de dgua 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 indculo fungico; Teste de Toxicidade em
placas e Teste de Adsor¢ao. Como resultados verificou-se que os fungos cresceram em todas

as concentracdes impostas e que o 2,4-dinitrofenol ndo ficou retido no meio suporte. Na fase 2
foram montados: 12 reatores de controle contendo 5 g.L ' de 2,4-dinitrofenol e ] mL.L ' de
solugdo de Vishiniac; 12 reatores contendo a agua sintética (5 gL de 2,4-dinitrofenol, 1
mL.L" de solugio de Vishiniac e a suspensdo de esporos de 2 x 10 esporos.mL™); 12
reatores contendo a agua sintética e 0,5 g.L ™' de glicose; 2 reatores contendo a dgua sintética e

3 gL'' de glicose; 2 reatores contendo a agua sintética e 5 g.IL de glicose e 2 reatores
contendo a 4gua sintética e 10 g.L ' de glicose. Os reatores foram mantidos sob agitacdo (120
rpm), a temperatura ambiente. Os tempos de reagdo estudados foram de 24, 48, 72, 96, 120 e
144 horas. O acompanhamento da biodegradacdo foi realizado segundo as andlises de pH,
demanda quimica de oxigénio, solidos suspensos volateis e concentragao de 2,4-dinitrofenol.
Nesta fase, a remoc¢do 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 ™), 62,3% no reator com fungo e glicose
(3 gL"), 80,4% no reator com fungo e glicose (5 g.I) e 40,1% no reator com fungo e
glicose (10 g.L™"). Na fase 3, a biomassa foi imobilizada em meio suporte na concentragdo de

2 x 10° esporos.mL™". Apos o periodo de imobilizagdo, foi iniciada a batelada contendo a agua
sintética ¢ 0,5 g.L ' de glicose. Os tempos de reagdo foram de 168, 48, 24 ¢ 8 horas com 4
ciclos cada, sendo as amostras coletadas e analisadas nesses periodos. Ja na fase 3, a melhor
remocao ao final do tratamento foi parao tempo de reacdo de 48 h sendo de 99% de 2,4-
dinitrofenol. Os resultados mostraram que as melhores remocdes alcangadas foram na fase 3,
indicando que a utilizacdo do fungo Aspergillus niger AN 400 pode ser uma alternativa no

tratamento de dgua residudria contendo compostos fenélicos.

Palavras-Chaves: Nitrofendlicos; Fungos; Biorremediacdo; 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 ' of 2,4-dinitrophenol and 1 mL.L ' solution
Vishiniac; 12 reactors containing synthetic water (5 g.L”', 2,4-dinitrophenol, 1 mL.L"
Vishiniac solution and a spore suspension of 2 x fGsporos.mL™); 12 reactors containing
synthetic water and 0.5 g.L™' glucose; 2 reactors containing synthetic water and 3g.L ™' glucose;
Two reactors containing synthetic water and 5 g.L ' glucose and second reactors containing
synthetic water and 10 g.L "' 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 gL ™), 62.3 % in the reactor with fungus
and glucose (3 g.L ), 80.4 % in the reactor with fungus and glucose (5 g.L ") and 40.1 % in
the reactor with fungus and glucose (10 g.I)). In step 3, the biomass was immobilized on
support means at a concentration of 2x10 ° esporos.mL™". Soon after the immobilization period
was initiated batch containing the synthetic water and 0.5 g.L ' 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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1. INTRODUCAO

Uma das preocupagdes mundiais referente ao meio ambiente esta relacionada a
grande quantidade de efluentes industriais e domésticos gerados, visto a complexidade de
produtos descartados nos mananciais sem tratamento prévio. Estes produtos sao geralmente
de dificil degradagdo ou de alta carga poluidora, e se acumulam e contaminam organismos
aquaticos e terrestres afetando os ciclos bioldgicos. Desta forma hd uma necessidade de
utilizacdo de tratamentos que tornem a qualidade desses despejos aceitdveis, de forma a
minimizar a polui¢ao dos rios e lagos.

Um destes compostos poluidores sdo os nitrofenodis, utilizados como
intermedidrios sintéticos no fabrico de pesticidas, corantes, borrachas quimicas, 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 prioritario” e de
concentracao restrita (GEMINI et al., 2007; LIU et al., 2007).

Sua exposic¢ao se da pelo escoamento dos pesticidas a agua e de langamentos para
o ar a partir das fabricas. Dentre os efeitos toxicos causados pelo 2,4-DNF, estdo o aumento
da taxa metabolica basal, nduseas, vomitos, sudorese, tontura, dor de cabeca, perda de peso,
formacao de cataratas, lesdes na pele e efeitos sobre a medula 6ssea, sistema nervoso central
(SNC) e sistema cardiovascular. A Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
ndo classificou o 2,4-DNF para o potencial de carcinogenicidade, porém classificou-o como
substancia toxica. A dose de referéncia (RFD) ¢ de 0,002 mg/Kg/d com base na formacao de
catarata em humanos (US EPA, 2000).

O 2,4-DNF ¢ pouco soluvel em 4gua e solavel em lipideos, por este motivo ¢ bem
absorvido através da pele, por inalacdo e por via oral (MIRANDA et al., 2006). Funciona
como agente quimico que desacopla o transporte de elétrons na fosforilagdo oxidativa
evitando a fosforilagdo do ADP em ATP, sem inibicdo de transporte de elétrons, causando
aumento das taxas de metabolismo dos lipideos e consumo de O , (GRIFFIN, 1994). O 2.4-
DNF foi um dos ingredientes empregados em medicamentos para perda de peso no inicio de
1930. No entanto, seus efeitos colaterais, incluindo catarata, insuficiéncia renal, podem levar
o individuo até a morte por hipotermia. Tal ocorréncia provocou a suspensao de seu uso como
intermedidrios em medicamentos para perda de peso. Para os entusiastas da musculagdo 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 tém buscado solugdes para eliminar os nitrofendis por serem
considerados nocivos, ao meio ambiente € a saide do homem. Dentre os métodos de
degradacao dos nitrofendis estao: degradagdo fotocatalitica em solucao aquosa sobre reator de
leito fixo contendo material poroso TiO,/Si0, (NAKANO et al, 2004); oxidagdo
fotocatalitica heterogénea com diferentes catalisadores, como: TiO ,, TiO,-P25, CDs, WO ;e
ZnO (SWARNALATHA e ANJANEYULU, 2004); processos de Fenton e foto-Fenton na
presenca de radiagdo solar (KAVITHA e PALANIVELU, 2005); Fenton fotoassistido usando
Al,O3 como catalisador, na presenga de H ,0; e luz solar (WANG et al., 2010); tratamento
adsortivo e fotocatalitico usando filme de TiO, com superficie de carbono ativado (CAO et al.,
2010); adsor¢ao em p6 de bagago da casca de coco in natura (BIN), p6 de bagago in natura
(BT) e carvao ativado (CA) e oxidagdo avangada tipo: fotoquimica e eletroquimica, Fenton e
fotolitico em solucao aquosa (NOGUEIRA, 2009). Processos eletroquimicos apesar de serem
métodos de alta eficiéncia 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 biodegradacao.

A degradacao microbiana ou biodegradacao ¢ importante e eficaz na remocgao de
compostos xenobiodticos no ambiente. Os micro-organismos tém a capacidade de interagir
quimica e fisicamente com substincias levando a alteragcdes estruturais ou completa
degradacdo da molécula alvo. Entre as comunidades microbianas, bactérias e fungos sdo os
principais transformadores deste tipo de molécula. Os fungos sdo os principais produtores de
enzimas oxidativas para remediacdos dos ambientes poluidos por xenobioticos. Estes
organismos sdo mais eficazes, uma vez que sdo organismos resistentes ¢ podem tolerar
concentracdes elevadas de poluentes mais do que as bactérias (SOARES et al., 2011; PINTO
etal. 2012).

Sampaio (2005) utilizou a espécie Aspergillus niger AN 400 na remog¢ao dos
pesticidas atrazina e metil-paration, alcangando respectivamente remog¢des 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
remocdes encontrados mostraram que o processo depende da espécie fingica e as melhores
taxas de remocodes 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 fungicas para

degradar compostos fendlicos a partir de aguas residudrias de postos de gasolinas: 4Aspergillus
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flavus, Claddosporium sp., Penicilium sp. ¢ Phoma sp., mostrando resultados promissores;
Perchet et al. (2008), investigaram a biodegradagdo dos compostos RDX, HMX, Dinoseb e
Dinoterb, em condigdes anaerdbias, 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 nao 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 agua

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 dgua sintética, suplementada com glicose e solu¢do de micronutrientes, em

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

2.1 Objetivos especificos

e Auvaliar a toxicidade do 2,4-dinitrofenol nas concentragdes de 300 mg.L '1, 200 mg.L'l,
100 mg.L', 90 mg.L', 80 mg.L', 50 mg.L', 40 mg.L', 20 mg.L', 10 mgL' ¢ 5
mg.L"' ao Aspergillus niger AN 400;

e Investigar o efeito da glicose, como cossubstrato, nas concentra¢des de 0,5 g'L 3
gL' 5gL" 10 gL naremogio do 2,4-dinitrofenol nos reatores em bateladas com

biomassa dispersa;

e Avaliar a eficiéncia de degrada¢dao do 2,4-dinitrofenol em reatores em bateladas

sequenciais com biomassa imobilizada;

e Comparar a eficiéncia de degradagdo do 2,4-dinitrofenol pelo Aspergillus niger AN

400 nos reatores com biomassa dispersa e com biomassa imobilizada.

e Otimizar o tempo de reagdo (TR) para remog¢do do 2,4-dinitrofenol, DQO, nitrato e

amonia em reatores em batelada com biomassa flingica imobilizada.

e Conferir as concentragdes de 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF), DQO, nitrato e amonia ao
final do tratamento visando adequacdo aos padrdes de langamento de efluente em
corpos hidricos descritos pela Resolugado CONAMA no. 430 de 2011 e pela Portaria
SEMACE 154 de 2002.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Compostos Nitroaromaticos

Dentre o grande ntimero de compostos organicos, os compostos aromaticos
contendo nitrogénio tais como os nitrobenzenos, nitrofendis e anilinas sdo produzidas em
larga escala e sdo amplamente usados como material de partida para a sintese de pesticidas,
corantes e farmacos (LIU et al., 2007), produzidos a partir de compostos de aplicagdo
pirotécnica (PERCHET et al., 2008), produzidos da queima incompleta de combustiveis
fosseis (KULKARNI e CHAUDHARI, 2007), intermédiarios de plasticos, corantes azoicos,
pigmentos, preservativos de madeira, produtos quimicos de borracha e explosivos
(KULKARNI, 2013), ou seja, sdo considerados poluentes exclusivos de fontes antropogénicas
(GEMINI et al., 2005). Os compostos aromaticos nitrogenados sdo revelados como tdxicos ou
mutagénicos e sua liberagcdo para o meio ambiente ¢ assunto de regulamentacao
governamental (LIU ez al., 2007).

Os compostos nitroaromaticos sao estaveis, persistentes e altamente toxicos. A
presengca do grupo nitro (-NO ;), que possui carater elétron-retirante, reduz a densidade
eletronica do anel aromatico e inibe o ataque eletrofilico oxidativo por oxigenase em bactérias
aerdbias. O aumento no nimero de grupos nitro e substituintes elétrons retiradores conferem
suscetibilidade ao ataque eletrofilico e facilidade na redugdo dos grupos nitros,
consequentemente, compostos nitroaromaticos sdo reduzidos a derivados mais reativos e
carcinogénicos quando introduzidos no sistema mamario (KARIN e GUPTA, 2006;
KULKARNI ¢ CHAUDHARI, 2007). A microflora intestinal e 6rgdos mamarios contém
nitroredutase ndo especifica que catalizam a conversdo dos grupos nitro para grupos mais
prejudiciais como nitroso e hidroxiamino (KULKARNI e CHAUDHARI, 2007).

O grupo hidroxila ligado diretamente ao anel aromatico € caracteristico da
estrutura fendlica, portanto o nitrofenol pertence ao grupo dos fendis nitrados, com pelo
menos um grupo nitro (-NO,) ligado ao anel aromatico do fenol (McMURRY, 2011).

Por serem lipossoluveis, os fendis e seus derivados acumulam-se na gordura dos
peixes e prové gosto ruim tanto aos peixes como as aguas, mesmo em pequenas
concentragdes, abaixo de 1 mg.L'. Os peixes que consomem estes compostos apresentam
movimentos natatorios rapidos, maior batimento opercular, alteragdao na cor, maior secre¢ao

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



25

escurecidas. Em altas concentragdes podem provocar hemolise e agdo paralisante dos
mecanismos neuromusculares, levando até o obito .

O composto quimico estudado nesta pesquisa pertence a familia dos nitrofenois,
2,4-dinitrofenol (2,4-DNF), de formula estrutural apresentada na Figura 1. Produto quimico
utilizado no inicio do século XX para dar ignicdo a artefatos de dinamite e também para
moldar tintura amarela em artigos artesanais de madeira. Logo depois estudos estatisticos
demonstraram que os trabalhadores que manuseavam o 2,4-DNF diariamente, perdiam peso
com frequéncia e de forma rapida. Uma pesquisa feita pela Universidade de Stanford
demonstrou que o uso do 2,4-DNF causava emagrecimento, desta forma médicos comegaram
a prescrever este produto para obesos da época’. 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 formacdao de cataratas em usudrias femininas e depois que pessoas
morreram ou ficaram doentes ao toma-lo. Ressurgiu em 1980 e ¢ utilizado em pesquisas
cientificas, como pesticida, no fabrico de corantes e conservantes de madeira. Mas apesar de
todos os problemas ocorridos com essa substancia, o 2,4-DNF pode ser ainda identificado em

suplementos alimenticios comercializados na Internet .

Figura 1- Formula estrutural do 2,4-dinitrofenol.
OH
NO,

NO,

Fonte: Autor (2013).

Os fendis sdo compostos que possuem ponto de ebulicdo mais alto do que se
espera de compostos organicos devido a presenga de ligagdes de hidrogénio (McMURRY,

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

'CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo. Disponivel em:
<http://www.cetesb.sp.gov.br/mortandade/causas_contaminantes_fenol.php> Acesso em 21/10/2013.

> SAUDENAREDE-FORUM. DNP — A Morte Amarela. Disponivel 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. Disponivel em:
<http://centrodeartigos.com/emagrecimento/artigo-4602.html> Acesso em 25/10/2013.
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forte efeito de ressondncia doador de elétrons, que supera o efeito indutivo retirador de
elétrons mais fraco, formando intermediarios de reacao mais estabilizados.

Em geral, os fendis substituidos sdo compostos acidos e dependendo do grupo
substituinte podem ser mais ou menos acido que o préprio fenol. A presenca do grupo nitro
(-NO») no fenol, um substituinte retirador de elétrons, torna-o um composto aproximadamente
600 vezes mais acido (ALLINGER et al., 1978). Na Tabela 1 estdo apresentadas algumas

propriedades fisicas do 2,4-dinitrofenol.

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

Foérmula molecular® CsHiN,05

Massa molecular® 184,11 g . mol™
Pressdo de vapor (25 °C) @ 1,42 x 10 7 mm Hg
Ko™ 1,91

Solubilidade em égua(b) 0,6g/100mL
Forma® Cristais amarelados
pK,© 4,1

Ponto de fusdo. 113°C

Fontes: @ US EPA (2000), ® SOLOMONS, (2009), © McMURRY, (2011).

3.2 Reatores biologicos em bateladas

Reator ¢ qualquer espago fisico, delimitado, no qual processos fisicos, quimicos
ou bioldgicos sdo conduzidos em condi¢des controladas, visando atingir um proposito
definido. Os reatores utilizados em escala laboratorial ou em escala industrial tém como
objetivo estabelecer as bases para o seu projeto com finalidade definida®.

Biorreator € o centro de processos biologicos. Os sistemas biologicos envolvidos
incluem enzimas, micro-organismos, c¢lulas animais, células vegetais e tecidos. Para projetar
um biorreator apropriado para um bioprocesso particular, estudos intensivos sobre o sistema
bioldgico, tais como o crescimento celular, o metabolismo, a manipulagdo genética e proteica
ou outra expressao do produto, sdo necessarios para entender a exigéncia das células em seu
ambiente fisico e quimico. Também € necessario controlar e otimizar o ambiente do biorreator

através das variaveis de operacao, a fim de favorecer as fungdes desejadas para as células e

* FERREIRA F,, S. S. Reatores e Balango de Massa. Escola Politécnica da USP - Departamento de Engenharia Hidraulica e
Sanitaria. Disponivel em: <http://200.144.189.97/phd/learq.aspx?id_arq=2628> acesso em: 18/11/2013.
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alcancar producdo em larga escala, de forma eficaz em termos de custos. Os efeitos das
variaveis de processo do desempenho bioldgico, tais como a temperatura, o pH, a mistura e a
transferéncia de oxigénio devem ser analisadas (ZHONG, 2011).

Os Reatores biologicos 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 ¢ usado extensivamente na
producdo de uma variedade de produtos farmacéuticos e bioldgicos, bem como no tratamento
nas aguas residuarias e na industria de polimerizagdo, e sdo geralmente considerados mais
versateis do que o processo continuo equivalente (MING et al., 2013).

O principio do processo com operagdo em bateladas consiste na inclusdo de todas
as unidades de processos e operagdes normalmente associadas ao tratamento convencional em
um Unico tanque, onde ocorrem todas as etapas do tratamento - como tanque de aeragdo e
como decantador final - e a mistura completa ¢ alcangada através da programagao de ciclos
em periodos definidos, com caracteristica de fluxo intermitente. O periodo de cada ciclo pode
ser modificado em fun¢ao da vazao afluente, da necessidade do tratamento, das caracteristicas
do esgoto e da biomassa no sistema (von SPERLING, 1997).

A eficiéncia dos reatores biologicos em batelada dependera dos fatores de grande
relevancia: aeragdo e aglomerado microbiano. A presenca de um aerador garantindo o
suprimento de oxigénio aos micro-organismos para sua proliferagdo e para, através do seu
metabolismo, a biodegradacdo da matéria organica. Desta forma, faz-se necessario um
sistema de aeracao que possa iniciar tao logo haja o enchimento do seu volume util (SANTOS
etal.,2011).

Apobs o tempo de aeracdo, inicia-se a fase do crescimento e sustentacdo da
biomassa que se caracteriza pela formacao de flocos ou filmes aderentes e superficies solidas
(SANTOS et al., 2011). No crescimento disperso a biomassa cresce de forma espalhada no
meio liquido e ndo ha estrutura de sustentacao, os organismos se concentram formando flocos
que apresentam estruturas heterogéneas contendo material organico adsorvido, material inerte
das aguas residuais, material microbiano, células vivas e mortas. No entanto, no crescimento
em superficies solidas a biomassa cresce colada a um meio suporte, formando uma pelicula
chamada de biofilme. O meio suporte pode ser um material solido natural ou artificial ou
constituido pela propria biomassa aglomerada (von SPERLING, 1997).

O processo de crescimento em suporte sélido, também chamado de crescimento
celular imobilizado, parece ser mais promissor do que aqueles com células livres, dispersas,

uma vez que a imobiliza¢ao permite a utilizacao de células microbianas repetidamente e de
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forma continua (COUTO, 2009). A imobiliza¢do de micro-organismos em polimeros naturais
ou sintéticos, melhora a sua resisténcia mecanica, rigidez, tamanho e resisténcia as condi¢des
ambientais, sendo a sele¢do da matriz de imobilizagdo crucial para a aplicacdo da
imobilizacdo da biomassa visto que caracteristicas de porosidade dos granulos imobilizados e
a sua capacidade de adsor¢do sdao fundamentais. A retencao fisica ou imobiliza¢do de micro-
organismos dentro de uma matriz polimérica ¢ uma das técnicas mais amplamente utilizadas
(WU e YU, 2007; FARKAS et al., 2013).

Segundo FEl-Naas (2010), a biomassa imobilizada ¢ uma importante técnica
usualmente empregada para proteger a bactéria das altas concentragdes de fenol e que permite
sua reutilizagdo. Em sua pesquisa utilizou gel de alcool polivinilico (PVA) para imobilizar as
células bacterianas de Pseudomonas putida para biodegradacao de fenol em um bioreator de
leito expandido.

O fungo de podridao branca, Phanerochaete chrysosporium, imobilizado em
lascas de madeira de choupo italiano, foi utilizado para biodegradacdo de compostos fendlicos
em aguas residudrias do refino de petrdleo. A taxa de remogao de compostos fenodlicos por
fungo imobilizado foi de 87,1% e 72,1% para biomassa dispersa, em seis dias. A alta taxa de
remogao sugere a eficiéncia e coveniéncia do método imobilizado para tratamento de aguas
residudrias do refino petroleo (LU et al., 2009).

Numa pesquisa usando reator em batelada (RSB) foi utilizado lodo ativado para
degradar uma mistura de fen6is monosubstituidos: p-nitrofenol (PNF), o-cresol e o-clorofenol.
Os tempos de sedimentagdo foram progressivamente reduzidos para promover a granulagao
da biomassa. PNF foi totalmente biodegradado. A mistura de PNF e o-cresol também foi
biodegradada embora algum actimulo de intermediarios tenha sido verificado (principalmente
hidroquinona e catecol). O composto o-clorofenol nao foi biodegradado e resultou na inibicao
da biodegradagao do o-cresol e PNF, ocorrendo falha completa do RSB dentro de poucos dias.
A biomassa tinha 6timas propriedades de sedimentagdo quando um tempo de repouso de 1
min foram aplicados (HERNANDEZ et al., 2009, FERNANDEZ et al., 2013).

A modelagem e otimizagao de processos em batelada recebeu foco importante no
mundo académico durante as Gltimas décadas, no entanto muito dos modelos e estratégias de
otimizacdo sdao desenvolvidos e implementados apenas em escala laboratorial, com poucas
excessoes (LE LANN et al., 1999; SIMON et al., 2008; MING et al., 2013). Segundo Hvala
et al. (2011), reatores em batelada sdo os mais comumente usados em engenharia de

polimeros. Zhang e Smith, (2004) estudaram uma metodologia sistematica de projeto de
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reator em batelada a partir de varias perspectivas e variaveis operacionais de temperatura e de
taxa de adi¢do de alimentagao.

Partindo desse principio sobre RSB e através dos parametros de controle do
processo, a questdo operacional em reatores em batelada se reduz ao fornecimento de
oxigénio, imobilizagdo ou ndo da biomassa e a remocdo do excesso de lodo necessario. A
qualidade do tratamento ¢ funcao das eficiéncias de aeragao e do decantador final. Na Figura

2 estéa apresentada a sequéncia operacional de um reator em batelada sob aeracao.

Figura 2 - Sequéncia operacional de um reator em batelada.

Repres’entagao Fase do ciclo Objetivo da fase Estado de aeraciao
grafica
AFLUENTE
Introducao do

— Enchimento substrato no sistema | Ligada ou desligada

W - de tratamento

Logi S| . ~

T Aeraciio Biodegradagdo do Ligada

substrato

' . N Clarificagao do )

I

! 1 Sedimentagado efluente tratado Desligada

' Descarte do efluente .
: [
| | Descarga tratado Desligada
Reserva de tempo a
ser transferida a outra
| e — Repouso fase caso sgja Ligada ou desligada
necessario ajuste
operacional

Fonte: Adaptado de SANTOS (2011).

Alguns estudos foram realizados utilizando este processo com destaque para:
Influéncia do 2,4-dinitrofenol sobre as caracteristicas de lodo ativado em reatores em batelada
foi avaliada por CHEN et al. (2006). A biodegradagdo simultanea de nitrogénio contido em
compostos aromaticos em uma sequéncia de reatores em batelada (LIU et al., 2007);
Remocdo do nitrofenol por simultanea nitrificagdo e desnitrificacdo usando 7. Pantotropha
em reatores em batelada sequencial (KULKARNI, 2013); Protozoarios como indicadores de

processos em batelada sequencial para o tratamento de fenol (PAPADIMITRIOU et al., 2013).



30

Os reatores em bateladas sequenciais utilizados para o tratamento de aguas
residuais provaram ser eficiente processo gerando, grande atencdo devido ao seu melhor
desempenho de tratamento e os seus requisitos de espacos minimizados (LIU et al., 2007;
KULKARNI, 2013).

Esawy et al. (2013) estudando a eficiéncia do Aspergillus niger NRClami
pectinase em hidrolisar cascas secas de laranja ndo tratadas, cascas secas de laranja tratadas
com HCU e cascas secas de laranja tratadas com NaOH pela enzima pectinase livre e
aprisionada em esponjas de alcool polivinilico (PVA) obtiveram resultados expressivos
quando comparados. O estudo da esthabilidade do pH de pectinase livre e imobilizada
mostrou que o processo de imobilizacdo da enzima protege fortemente do pH fortemente
alcalino. O processo de imobilizagdo melhorou a estabilidade térmica da enzima. A enzima
imobilizada foi reutilizada 12 vezes em clarificagdo do suco de laranja com 9% de perda de
atividade original. A taxa maxima de reacdo e a constante de Michaelis-Menten de forma
parcialmente purificada foram significativamente alteradas apds imobilizacao.

Os estudos de Liu et al. (2006) demonstraram que as dguas residuais industriais
que contém quatro grandes compostos aromaticos nitrogenados (CANSs), nitrobenzeno, 4-
nitrofenol, anilina e 2,4-dinitrofenol, foram remediados por RSB. A capacidade de remover
simultaneamente varios CANs podem ser devido aos ciclos ¢xico/anéxico do reator RBS que
renderam oxigénio dissolvido relativamente baixo que pode proporcionar condigdes mais
adequadas para a degradagao microbiana de CANs.

Por ser bastante versatil devido a sua capacidade de promover a remocao da
matéria organica, a remog¢ao dos nutrientes e a separagdo da fase sélida da liquida em uma
unidade e a crescente necessidade de redugdo nas dimensdes de estagdes de tratamento de
efluentes, a utilizacdo de reatores sequenciais em bateladas vem se tornando bastante
difundida, no qual a eficiéncia no tratamento de compostos xenobidticos e recalcitrantes

também sdo comprovadas.

3.3 Importancia do cossubstrato ou produtos primarios nos processos de degradacao de

poluentes toxicos.

Os fungos adaptam seu metabolismo de forma rdpida a diferentes fontes de
carbono e energia, que sdo fatores essenciais para sua sobrevivéncia, apresentando-se como
agentes eficientes na biorremediacdo. Isso se deve a producdo de uma grande quantidade de

enzimas intra e extracelulares capazes de degradar varios compostos, entre eles os mais
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complexos como os polimeros. Muitas transformagdes operacionadas pelos fungos sdo
realizadas pelo sistema enzimatico intracelular citocromo P-450 monoxigenase, resultando em
produtos soluveis em agua e menos toxicos, ou seja, compondo produtos metabolizados, um
derivado organico do poluente original. O processo descrito chama-se cometabolizacdo, no
qual o fungo necessita de outro substrato como fonte de carbono e energia (ESPOSITO e
AZEVEDOQO, 2010).

Conforme relatou Griffin (1994), alguns fungos utilizam amplamente a glicose
como fonte de carbono e energia porque promove um rapido crescimento. Este crescimento
depende da natureza do indculo e do tipo de nutrientes do meio. A presenca de baixas
concentracdes de glicose no meio permite a iniciagdo do crescimento da cultura na fase lag e
fornece material de energia suficiente para a indu¢do de enzimas comparada a adigdo de
frutose e manose. Por outro lado, a glicose em concentracdes elevadas, provavelmente
reprime a formacao de transporte de enzimas necessarias para a utilizacao da fosforilacao de
manose.

Sampaio (2005) trabalhando com micélio de Aspergillus niger para remocao de
metil paration e atrazina em meio sintético, realizou um experimento em batelada para
conferir a influéncia do uso do cossubstrato e verificou, apds 32 dias, que o fungo apresentou
remocao de metil paration de 97% e constante cinética de 0,063 + 0,005 h T nos reatores sem
glicose e 94% e constante cinética de 0,162 + 0,014 h ' nos reatores com glicose. Segundo a
autora, a adi¢do de glicose resultou em um aumento na velocidade de conversao do inseticida,
todavia nao teve influéncia sobre a remocao dos pesticidas.

She et al. (2012) utilizaram lodo ativado para a degradag¢do aerébia do 3-
nitrofenol, 2,4-dinitrofenol e 2,6-dinitrofenol em reatores em batelada sequencial na presenca
e auséncia de glicose. Estes autores afirmaram que houve aumento da degradacdo dos
nitrofen6is na presenca de baixas concentracdes de glicose e que em altas concentragdes
inibiam o processo.

Andrade (2013) trabalhou com o fungo Phanerochaete chrysosporium verificando
a viabilidade de aplicagdo destes fungos na remog¢ao de corante azo vermelho de congo em
reator bioldgico operado em regime de bateladas sequenciais na presenga de diferentes
concentragdes de glicose (0,5 g.L™" ¢ 1,0 g.L™") como cossubstrato e em ciclos de 48 horas. De
acordo com os resultados dos experimentos, o autor percebeu que o uso do cossubstrato na
concentracdo de 1,0 g.L " favoreceu a remogdo média do corante, que foi de 97%, enquanto

que a remogio média do corante na concentragio de 0,5 gL ' foi de 86%. A analise
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enzimatica realizada nesta pesquisa mostrou que o comportamento e liberacdo de enzimas
para o meio extracelular dependem de varios fatores, incluindo a quantidade de carbono.

Os resultados da degradacao do trinitrotolueno (TNT), sob condigdes aerdbias e
anaerébias foram analisados por Lin ef al. (2013), indicando que a eficiéncia maxima de
degradacdo do composto, em condi¢des aerobias, foi de 82% quando a concentragdo de
glicose foi de 1 g.L"". No entanto, para concentracio de glicose de 0,5 g.L ', foi observado um
declinio na degradacdao do TNT. Sob condi¢des anaerdbias, a melhor degradacao foi de 77%
quando a concentracdo de glicose foi de 1,5 g.L "'. Conforme exposto, nas condi¢des aerdbias,
a maior concentracdo de glicose aumentou a eficiéncia da degradacdo do TNT porque a
glicose foi uma fonte facil de carbono disponivel para a bactéria Bacillus mycoides.

A escolha do substrato como fonte facil de carbono e energia deve ser feita de tal
forma que o substrato escolhido ndo torne os custos elevados, dessa forma os rejeitos
agricolas e industriais utilizados como substratos sdo capazes de fornecer condi¢cdes Otimas de
producdo das enzimas hidroliticas, ndo somente por propiciar material de baixo custo como
também pela reciclagem de biomassa e até mesmo de efluentes. Estes substratos sdo palha-de-
trigo, palha-de-aveia, bagago de cana, casca de arroz, serragem, rejeitos de processamento de
café, rejeitos de colheitas de cha de uva, polpa de beterraba como fontes primarias 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, sdo importantes pesquisas neste
campo para a obtencao de condi¢des Otimas e neste contexto o estudo de uso de cossubstratos

em concentragdes diferentes se faz necessario.

3.4 Fungos

Os fungos sao um grupo diversificado de organismos que apresentam a seguinte
divisdo: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota, Deuteromycota. As
espécies variam de organismos simples a organismos muito complexos, chamadas
respectivamente, de unicelulares e pluricelulares. S3o eucariontes, tendo consideravelmente
mais genes do que as bactérias, que ainda tornam mais versatil em tolerar compostos
inibitorios ((HANS) van LEEUWEN et al., 2012). Heterotroficos, dependem da
disponibilidade de nutrientes ricos em matéria organica e energia. SAo organismos saprofitas e
obtém o seu alimento a partir da degradacao de matéria organica morta. A maioria ¢ de vida

livre e podem ser classificados em grupos, tais como fungos filamentosos (também chamados



33

de bolores ou micélio) e leveduras (MORE et al., 2010). Sao de suma importincia como
agentes primarios da degradagdo do ciclo do carbono, nitrogénio e outros nutrientes na
biosfera e na deterioracao dos materiais e produtos uteis. Possuem habilidades para sintetizar
muitos compostos estranhos para nds e nao se limitam a atividades prejudiciais, mas incluem

a producdo de muitos materiais importantes para a comida, drogas, e industrias quimicas
(GRIFFIN, 1994).

Estes organismos sdo muito eficazes, uma vez que sdo resistentes e podem tolerar
concentracdes elevadas de poluentes mais do que as bactérias, pois possuem o0 maior nimero
de genes oferecendo maior seletividade reprodutiva, o que pode resultar em melhores
adaptacdes ambientais ((HANS) van LEEUWEN et al., 2012). Produzem uma larga variedade
de proteinas extracelular, acidos organicos e outros metabodlitos de suma importancia, e
possuem capacidade de adaptar-se a severas condigdes ambientais (COULIBALY et al.,
2003; MORE et al., 2010).

Estudos sobre a diversidade de fungos tém diferentes estimativas, os nimeros
diferem muito entre os 1,5 milhdo de espécies, 3,5-5,1 milhdes de espécies ou 712 mil
espécies em todo o mundo. Os fungos filamentosos t€ém sido tradicionalmente usados para
produzir varias substancias com relevancia para as industrias farmaceéutica, de alimentos e de
biotecnologia (VALENCIA e CHAMBERGO, 2013).

Qualquer que seja seu modo de nutri¢do, os fungos devem absorver os nutrientes
necessarios para seu crescimento em um substrato disponivel, os nutrientes devem possuir um
tamanho adequado para que possam atravessar as camadas celulares até alcangar o citoplasma
onde serdo metabolizados (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010). As hifas fungicas tém pequenos
volumes, mas grandes areas de superficie, as quais aumentam a capacidade de absor¢ao dos
fungos ((HANS) VAN LEEUWEN et al., 2012).

Na Tabela 2 sdo apresentados os principais componentes requeridos pelos fungos

para o desempenho das atividades metabdlicas.
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Tabela 2 — Elementos quimicos requeridos para a célula fungica.

Elemento Fontes Funcoes celulares

Quimico

Carbono Acucares Elemento estrutural de célula fungica em
combinagdo com o hidrogénio e fonte de
energia.

Hidrogénio Protons Proton transmembranar vital para o transporte
de nutrientes na célula.

Oxigénio  Ar, O, Substrato para a respiragdo e outras enzimas
oxidativas.

Nitrogénio Sais de amonia, uréia, Participagdo na estrutura e formagao de

aminoacidos proteinas, aminoécidos e enzimas.

Foésforo Fosfatos Formacao de acidos nucléicos e membranas
celulares.

Enxofre Sulfatos e metionina Formagao de aminoacidos e vitaminas.

Potassio Sais de K* Atividade enzimatica e balango i6nico.

Magnésio  Sais de Mg Atividade enzimatica e estrutura celular.

Calcio Sais de Ca*" Processo de transdugéo.

Cobre Sais ctpricos Pigmento redox.

Ferro Sais férricos Hemeproteinas e citocromos.

Manganés  Sais de Mn*" Atividade enzimatica.

Molibdénio Na,MoO4 Metabolismo do nitrato e vitamina B12.

Zinco Sais de Zn*" Atividade enzimatica.

Fonte: Adaptado de Kavanagh (2005).

Os fungos obtém sua energia a partir da quebra de compostos organicos. De um

modo geral, os responsaveis pela quebra dos compostos organicos poliméricos para obtencao

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

capacidade enzimatica € uma caracteristica intrinseca de cada espécie e a auséncia de enzimas

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

pela sua incapacidade de digeri-lo (ANDRADE, 2013).
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Segundo Lu (2012), a biorremediag¢ao por enzimas ¢ atualmente um novo método
atrativo para remog¢ao de poluentes tendo foco no aumento no nimero de pesquisas para o
efeito do ion comum na atividade enzimatica.

Para a degradagdo de moléculas de baixo peso molecular, as lacases sdo enzimas
fingicas, 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 oxidagdo de uma variedade de compostos organicos aromaticos,
principalmente os compostos fendlicos (POMPEU, 2010), concomitantemente com a redugao
do oxigénio molecular para formar dgua (LU et al., 2012; RIVERA-HOYOS et al., 2013).
Uma caracteristica fundamental destas enzimas ¢ a relagdo direta do seu potencial redox (£°)
com a energia necessaria para remover o elétron do substrato redutor (RIVERA-HOYOS et
al., 2013).

Além disso, uma grande quantidade de compostos fenolicos sdo reconhecidos
como desreguladores enddcrinos de modo que interferem no sistema enddcrino. Geralmente,
estes compostos recalcitrantes produzidos em diversos tipos de industrias, inclusive as de
tintas, ndo podem ser degradados por estagdes de tratamento convencional. Entdo, o
tratamento destes compostos com diferentes enzimas de modo a transforma-los em compostos
degradéaveis ou outros ndo toxicos ¢ a tendéncia. O uso de enzimas nestes processos t€ém uma
série de vantagens devido a sua elevada atividade em condi¢des ambientais, tais como a
temperatura ambiente, o pH neutro ou a pressao atmosférica, sua elevada seletividade e
especificidade (ADDORISIO et al., 2013).

Outra enzima utilizada para degradagdo de compostos de dificil degradagdo 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 xenobioticos. Sao hemoproteinas, induzidas por numerosas substancias
apolares e requerem NADPH como cofator para atividade catalitica. Reagcdes importantes sao
conduzidas por este sistema enzimatico: reducdo de grupos nitro, azo, N-0xido, peroxido e
epoxido; clivagem de ligagdes C-C. Os substratos para este sistema enzimatico incluem:
esteroides, xenobioticos, hidrocarbonetos poliaromdticos, nitrosaminas, 4acidos graxos,
cetonas, entre outros (GRIFFIN, 1994).

O tratamento de corantes recalcitrantes e toxicos com tecnologias tradicionais ndo
¢ sempre efetivo ou pode ser desfavoravel ao ambiente. Isto tem impulsionado a busca por

tecnologias alternativas tais como a biodegradagdo por fungos. Em particular fungos
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lignoliticos e suas enzimas oxidativas ndo especificas t€ém sido relatados como responsaveis

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

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

moléculas na natureza, os fungos tém sido estudados em processos de biorremediagdo,

conforme apresentada na Tabela 3.

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

Fonte

Espécies Fungicas

Poluente

Pinto et al. (2012)

Méximo et al. (2012)

Xiao et al. (2011)

Silva et al. (2012)

Lopes et al. (2011)

Silva (2012)
Andrade et al. (2013)

Fusarium oxysporum,
Aspergillus oryzae, Lentinula
edodes, Penicillium
brevicompactum e
Lecanicillium saksenae
Phanerochaete
chrysosporium

Phlebia lindtneri, Phlebia
brevispora and Phlebia

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Phanerochaete

chrysosporium

- Pesticidas terbutilazina,
difenoconazol e

pendimetalin.

- Efluentes téxteis.

- Pesticida organoclorado
clordano.

- Efluente sintético de
laticinio.

- Efluente de industria de
castanha de caju.

- Corante indigo carmim.

- Corante vermelho de congo

Fonte: Autor (2014).

Pinto et al. (2012) avaliaram a degradacdao 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 solu¢do de Vishiniac, nutrientes, glicose e extrato de
levedura e a remocao dos pesticidas ocorreu nas primeiras horas de exposi¢do. Os produtos
foram removidos, na seguinte ordem de eficiéncia, por todos os fungos estudados

pendimetalin > difenoconazol > terbutilazina.
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Entretanto, o fungo lignolitico Phanerochaete chrysosporium, do filo
basidiomicota, tem sido amplamente estudado pela capacidade de biodegradacao e
descoloracdo de efluentes téxteis, por apresentar disposicdo em degradar lignina em altas
taxas, através de mineralizacdo ou deslignificagdo seletiva ou nao seletiva, produzindo
dioxido de carbono (CQ), dgua (HO) e peroxido de hidrogénio (HO,) (MAXIMO et al.
2012).

Nos estudos de Xiao et al. (2011) a biodegradacdo do pesticida organoclorado
clordano por fungos da podriddo branca das espécies Phlebia lindtneri, Phlebia brevispora
and Phlebia aurea, os autores declararam ser este o primeiro relato de transformacao
oxiclordano por micro-organismos e que as espécies Phlebia tém atividade especifica para a
biotransformac¢ao 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 epoxidagdo e processo de hidroxilagdo. Em outro estudo, Xiao et
al. (2011), investigaram novos caminhos metabdlicos por 20 fungos de podriddo branca,
pertencentes ao género Phlebia, capazes de degradar dieldrin e aldrin.

Andrade et al. (2013), estudando a habilidade do fungo da podridao 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 degradacdo do corante, chegando a um percentual de remocao de 97%,
enquanto que o farelo de trigo ndo obteve remocao satisfatoriamente efetiva.

A espécie estudada nesta pesquisa foi Aspergillus niger, por possuir eficiéncia
comprovada para degradagao de compostos recalcitrantes (SAMPAIO, 2005).

O Aspergillus foi catalogado em 1729, pelo padre italiano e bidlogo Pietro
Antonio Micheli, o qual observando o fungo ao microscopio verificou que sua forma
lembrava um borrifador de dgua benta, chamada de aspergillun, nomeando a espécie de
acordo com o objeto °.

O fungo filamentoso Aspergillus niger ¢ uma das espécies fingicas mais comuns
do género Aspergillus, causa doenca denominada mofo preto em algumas frutas e vegetais,
sendo um contaminante comum de alimentos (MILLER, 2001 apud SOUZA NETO, 2012).
Tem a seguinte classisficagdo: Divisao — Eumycota; Classe — Ascomicetos, ¢ classificado

como fungo de decomposi¢do branda ou mole, pode degradar a lignina e polissacarideos,

° Disponivel em: <http:/artigos.tol.pro.br/portal/linguagem-pt/Aspergillus> Acesso em: 13/11/2013.
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porém com velocidades muito baixas, estd entre os microrganismos mais importantes na
industria de biotecnologia, e apresenta uma longa histéria de uso em aplicacdes agro-
alimentares. Além de ser um hospedeiro para a producao industrial de acidos organicos,
Aspergillus niger ¢ conhecido por secretar uma variedade de enzimas hidroliticas capazes de
degradar agucares. A enzima que serd produzida depende do tipo de substrato da fermentacao.
Algumas destas enzimas secretadas foram recrutadas para aplicagdes industriais (TSANG et
al., 2009), principalmente envolvidas na biossintese de metabdlitos secundarios complexos,
na degradagcdo de compostos aromaticos, no desenvolvimento como produtor de proteinas
heterdlogas, como biofarmacos, na maioria das vezes com sucesso limitado (SUN et al.,
2007).

A eficiéncia na biodegradacdo de poluentes recalcitrantes por Aspergillus niger
tem sido demonstrada, como no tratamento de efluente sintético de laticinio 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 remogao de matéria organica e de
nutrientes do efluente e observaram que os micro-organismos iniciaram a degradac¢ao do meio
pela remog¢ao de amonia a nitrato indicando que os fungos possuem a capacidade de consumir
o nitrogénio amoniacal com maior velocidade do que o nitrato. Com relacao a DQO, o fungo
Aspergillus niger AN 400 foi eficiente na remocdo de matéria organica, independente da
presenca ou ndo de sacarose alcangando um percentual de remog¢do maximo de 71,7% para
DQO.

Lopes et al. (2011) estudaram a eficiéncia da remocao de nitrogénio e fosforo do
efluente de industria de castanha de caju, por uso de reator aerobio em batelada com indculo
de Aspergillus niger AN 400. O acréscimo de glicose a agua residuaria, foi realizada em
etapas distintas, na concentracdo de 1 g.L ™' (EtapaI) e de 5 g.L ' (Etapa II). Durante a Etapa
I, o reator alcancou bons resultados para remo¢dao de nutrientes sem acimulo de sua
concentracdo no meio: 49% de fosforo total, 60% de ortofosfato, 79% de amoénia, 78% de
nitrato ¢ 90% de nitrito, indicando que a menor liberagdo de nutrientes pelos micro-
organismos ocorreu na presenca de concentragao elevada de glicose.

Em estudos de Silva (2012) o tratamento bioldgico com Aspergillus niger AN 400
inoculados em reator em bateladas sequenciais para degradagdo do corante indigo Carmim
contido em efluente téxtil industrial in natura a 10% foi investigado, mostrando que na etapa |
do processo (ciclos 1° ao 24°), a qual contou com adi¢do de compostos nitrogenados, a média
de degradacdo do corante foi de 55% contra eficiéncia média de 83% na etapa II (ciclo 25° ao

43°) quando houve suspensdao da adicdo dos compostos de nitrogénio. Neste caso,
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possivelmente a presenca de nitrogénio no meio afetou o metabolismo secundario do
Aspergillus, inibindo a degradagdo do corante indigo carmim.

Em se tratando de remocao de 2,4-DNF por Aspergillus niger, nao foram
encontrados estudos que fossem relatados a remogao desse composto contaminante de solos e
aguas, tornando-se necessario 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 Biorremediacao dos nitrofendis

Dentre as tecnologias para remocdao dos compostos aromaticos, destacam-se
biorremediacdo, técnicas fisicas e quimicas, bem como o processo combinado entre as
tecnologias de biorremediacdo e quimica como opgdes para a degradacdo de elementos
contaminantes do solo e agua. Entre as tecnologias aplicadas para remog¢ao de nitrofenois, a
biorremediacdo comeca a ocupar um lugar em destaque, visto que pode constituir uma
alternativa mais segura do ponto de vista ambiental em relacdo aos processos fisicos e

quimicos utilizados para eliminar compostos nitrofenélicos.

Biorremediag@o consiste na utilizagdo de processo ou atividade biologica por meio

de organismos vivos (micro-organismos ¢ plantas), que possuam a capacidade de
modificar ou decompor determinados poluentes, transformando, assim,
contaminantes em substancias inertes (SOARES et al. 2011).

Conforme Soares et al. (2011), esta biotecnologia vem sendo empregada em
alguns paises e, em certos casos, além de apresentar menor custo € mais eficiente na remocgao
dos poluentes do que as técnicas fisicas e quimicas.

A biodegradacao ¢ usada para descrever a completa mineralizagdo do composto
de partida para os compostos inorganicos simples como CO,, H,O, NO; e outros,
constituindo a forma de biodegradagdo ideal para biorremediagdo de areas contaminadas
(SHARMA e GUPTA, 2012), mas nem sempre a mineralizacdo € completa, podendo até
haver formacdo de intermedidrios indesejaveis, formando substratos mais poluentes que os
compostos a serem degradados.

Os micro-organismos por apresentarem diversos caminhos catabolicos na quebra
dos muitos tipos de poluentes recalcitrantes e xenobidticos, sob condi¢des variadas, sdo

bastante investigados no tratamento de efluentes industriais € na remoc¢ao de compostos

nitrofenolicos (ARORA et al., 2014).
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Dentre os processos bioldgicos, os de lodos ativados tém sido empregados com
frequéncia para utilizar fenois e seus derivados (p-nitrofenol e o-cresol) como fonte de
carbono e energia, apresentando alta eficiéncia de remog¢ao, embora haja acimulo de alguns
intermediarios, principalmente hidroquinona e catecol (FERNANDEZ et al., 2013).

Kulkarni e Chaudhari (2006) estudaram a capacidade da espécie de Pseudomonas
putida em metabolizar p-nitrofenol (PNF), nas concentra¢des de 20 mg.L ', 50 mg.L ™" e 300
mg.L™", como tinica fonte de carbono, nitrogénio e energia. A degradagio foi acompanhada
por liberagdo de uma quantidade estequiométrica de nitrito. Neste trabalho, o efeito da adigao
de glicose sobre a degradacdo de PNF em condigdes semelhantes também foi avaliado. A
glicose (0,4 g.L™") em 20 ¢ 50 mg.L™" de PNF ndo acelerou a taxa de degradagio, ao passo que
em 300 ppm de PNF houve inibi¢do. O estudo observou que a pH écido (4,0 - 6,5) PNF nao
foi degradado, enquanto que o pH alcalino (7,5 - 9,5) aumentou significativamente a taxa de
degradacao de PNF. A degradacdo completa da PNF em concentragao elevada (300 ppm) foi
confirmada por analise de HPTLC.

Chen et al. (2006) investigaram a resposta das caracteristicas de lodos ativados na
presenca de 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF), em culturas em batelada. A producdao de lodos
diminuiu ligeiramente com o aumento da concentragio de 2,4-DNF. A 10 mg.L’, ou
concentracdo inferior a esse valor, o 2,4-DNF reduziu significativamente o rendimento de
lodos e na presenca de 2,4-DNF entre as concentragdes de 1 a 20 mg.L ' aumentou a taxa de
consumo do oxigénio do lodo ativado e ligeiramente alterou sua hidrofobicidade. Uma analise
indicou que a reducao da producao de lodos foi atribuida, principalmente, pela presenca de
2,4-DNF, que inibia de forma significativa o crescimento, em vez de reduzir a degradagdo do
substrato.

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

NP), 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF) e 2,6-dinitrofenol (2,6-DNF) através dos parametros de:
razdo DBO/DQO, producao de didéxido de carbono, taxa de consumo de oxigénio em relacao

e atividade enzimatica relativa. Além disso, a cinética de biodegrada¢ao dos compostos foi
investigada em reatores em batelada sequenciais, tanto na presenca de glicose (como
cossubstrato) e com nitrofenol como a unica fonte de carbono. Entre os trés compostos
testados, o 3-NP mostrou a melhor biodegradabilidade, enquanto 2,6-DNF foi o mais dificil

de ser biodegradado. A presenga de glicose entre 0 a 660 mgl, acelerou o aumento da
degradacdo dos nitrofendis. Por outro lado, em elevadas concentragdes de glicose, 1320 a
2000 mg.L', foi menor do que o valor obtido na auséncia de glicose, sugerindo que altas

concentracdes de cossubstrato poderia inibir a biodegradagao de nitrofenois.
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Em estudos de Kristanti et al. (2012) foi investigado a biodegradagdo dos
nitrofenois 2-NF, 4-NF e 2,4-DNF, em amostras de agua de trés rios, pela planta Spirodela
polyrhiza na rizosfera, local onde as bactérias sdo micro-organismos predominantes. O
experimento realizado mostrou que a remogao dos trés nitrofendis foi acelerada na presenga
da planta S. polyrhiza e que, de suas raizes, foram isolados varias bactérias degradantes de NF
que contribuiram para a biodegradagao acelerada dos NFS.

Kulkarni (2013) examinou a remogao de nitrofendis por meio de quatro reatores
em bateladas idénticas 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 concentragdo de cada um dos nitrofendis foi gradualmente aumentada de 2,5 a
200 mg.L"', durante a adaptacdo. Os nitrofendis foram utilizados como a tUnica fonte de
nitrogénio, durante o estudo. Observou-se que a remoc¢ao total de 4-NP, foi de 98%, as
remocoes de 2,4-DNP e 2,4,6-TNP variaram entre 83% e 84%, nesta ordem. A remoc¢ao de
DQO para 4-NP foi de 99%, para 2,4-DNP e 2,4,6-TNP foi de 97 - 98% respectivamente
durante a adaptacao.

Compostos nitrogenados sdo utilizaveis como fonte de nitrogénio por varios
fungos. Uma completa discussdo sobre esse caminho ndo ¢ facilUm principio importante
para todos estes compostos € que a via catabolica €, em geral, completamente diferente da via
biossintética do mesmo composto (GRIFFIN, 1994).

Os fungos sdo capazes de utilizar o nitrogénio — N a partir de uma vasta gama de
compostos organicos e minerais, por reagdes catabolicas, para fornecer energia para as
reagdes anabolicas, sendo o amoénio (NH 4) considerado a fonte de nitrogénio preferida dos
fungos e bactérias (GRIFFIN, 1994; GEISSELER et al., 2010). Na Figura 3 estdo
representadas as transformagdes do nitrogénio resultantes do metabolismo microbiano a partir

da decomposic¢ao organica.

Figura 3 - Representacao das etapas de oxidac¢ao do nitrogénio.

Compostos
organicos
nitrogenados

Fonte: Autor (2014).
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A aménia (NH;) tende a ser convertida a amonio (NH') e este por sua vez é
convertido a nitrito (NO ;) e depois a nitrato (NO ;) por processos microbianos utilizando o
oxigénio como aceptor de elétrons, processo esse chamado de nitrificagdo (GABIATTI,
2010).

Das diversas naturezas de nitrogénio presentes, a amonia € em especial o nitrato,
sdo aquelas que irdo causar mais efetivamente a perda de qualidade da agua dos mananciais
proximos (GABIATTI, 2010). Os processos bioquimicos de oxida¢do do amoénio a nitrito e
deste para nitrato implicam em consumo de oxigénio dissolvido do meio, o que pode afetar a
vida aqudtica quando a oxigenacdo do ambiente ¢ menor que 0 Consumo Por esses Processos,
levando a mortandade da fauna (von SPERLING, 1996).

Um fator relevante a ser considerado na biodegrada¢do do 2,4-dinitrofenol em
uma parte da pesta pesquisa, ¢ a quantidade de nitrogé€nio liberada, nas formas de nitrato
(NOj3') e amonia (NH 3), provenientes da degradagdo do composto 2,4-DNF e que ndo estdao
dentro dos padrdes de lancamentos de efluentes em aguas.

Nakano et al. (2004) investigaram, pelo tratamento fotocatalitico, a degradacao do
2,4-DNF contido em efluente de uma cidade sob material poroso TiO ,/SiO,. O caminho de
reacao descrito pelos autores para degradacao fotocatalitica do 2,4-DNF mostrou que primeiro
NO,  (ion nitrito) foi formado a partir de 2,4-DNF, em seguida, NO 5" (ion nitrato) e NH4" (ion
amonio) foram formados consecutivamente. A partir deste, a oxidagdo ocorreu paralelamente,
convertendo 2,4-DNF em diéxido de carbono e outros intermediarios, ao mesmo tempo. O

caminho da reacao esta descrito na Figura 4.

Figura 4 - Caminhos de reacdo para degradagao fotocatalitica do 2,4-DNF.
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Fonte: Nakano et al., (2004).

Arora et al. (2014), em seu artigo de revisao sobre biodegradacao de nitrofendis e
seus derivados, apresentaram caminhos de reacdo e demonstraram os produtos da degradagao

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 degradacdo do 2,4-DNF formando (a) 2-amino-4-nitrofenol, (b) 4,6-

dinitrohexanoato ou acido 3-nitroadipico e (c¢) hidroquinona.

OH
= Pz mitroredutase M
W ——| . Ciclo de Krebs
Ny Ny
2 4 - dinitrofenaol 2-amino-4-nitrofenal et

—= —= Ciclo de Krebs
HgD

) ;j
4 G-dinitrohexanoato
oM O e
’,L_h‘_ N0 MOz - 0z O
(b} [L; o | | —-—'-:; l :.
H i
HO, MO5 o,

H

2 4 - dinitrafenol Intermedidrios hipotéticos de Meisenheimer

= Ciclo de

o3 Krebs

acido 3-nitroadipico

o
4

e .
T N “f" 2 L-a;
s = Monoxigenase o
@ %,[ = T [ ) fg] - Ciclo de
i £ / X 7 krebs
HO: No, O3 o . 5'"'.
24 - dinitrofenol 4-pitrofenal 1,4-benzoguinona hidroquinona

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

A proposta (a) apresenta a formagao do 2-amino-4-nitrofenol. Hirooka et al. 2006
apud Arora et al. (2014) relataram a degradacdo de 2,4-DNF por uma cultura mista de
cianobactérias Anabaena variabilis e A. cylindrica. A cianobactéria 4. variabilis reduzindo o
2,4-DNP a 2-amino-4-nitrofenol pela enzima nitroredutase. Na proposta (b), via complexo de
Meisenheimer, foi demonstrado a formacao do 4,6-dinitrohexanoato (DNH) de acordo com a
explicacdo de Lenke et al. (1992) ou a formacao acido 3-nitroadipico 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 ¢ HL 24-2 provenientes do solo e dgua do rio, que utilizaram 2,4-DNF
como Unica fonte de carbono, nitrogénio e energia havendo liberagao de ions nitrito, o DNH
foi identificado como produto final minoritario. J& Blasco et al. (1999) apud Arora et al.
(2014), relataram a mineralizagdo do 2,4-DNF por Rhodococcus sp. B1, que degradou o 2,4-
DNF com liberagdo de um grupo nitro na posi¢ao orto e formagao do acido 3-nitroadipico,
que foi degradado, com a remoc¢ao de segundo grupo nitro. Para a proposta (c), a formacao 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 tnica fonte de carbono e nitrogénio. A formagao de 4-nitrofenol
foi pela liberagdo de um grupo nitro (- N@) e logo apos reduzindo o 4-nitrofenol a 1,4-
benzoquinona pela enzima monoxigenase que foi ainda reduzida a hidroquinona pela enzima

redutase.

3.6 Levantamento sobre Legislacio Brasileira referente aos parametros pH, DQO,

nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal e fenois.

A Portaria do Ministério da Satde (MS) no. 2914 do ano de 2011 instituiu
parametros de qualidade de 4gua para consumo humano. Os nitrofenois, de um modo geral,
nao foram mencionados como parametro, mas héa padrdes de qualidade de agua para consumo

humano referente as fracdes nitrogenadas, como nitrito, nitrato € amonia, conforme a Tabela

4.

Tabela 4 - Padrao de potabilidade para substancias quimicas que representam risco a saude.

Parametro Valor Maximo Permitido
Nitrato (como N) 10 mg.L"

Nitrito (como N) 1 mg.L"

Amodnia (como NHj3) 1,5mg.L"

Fonte: Ministério da Saude (2011).

A Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005 estabeleceu padrdoes de langamento de
efluentes em aguas. O artigo 3° da Resolucdo n® 430/2011 que complementa e altera a
Resolucao n°® 357/2005 do CONAMA, nao apresenta especificamente o paramentro para 2,4-
DNF, podendo este ser enquadrado em fendis. Na Tabela 5, s3o apresentadas as
concentracdes maximas permitidas para lancamento de efluentes em corpos hidricos dos
parametros fenol e nitrogénio, no qual o pardmetro referente a nitrogénio estabelecido trata-se
de amonia total e ndo hd padrdes referentes a outras fracdes nitrogenadas, como nitrito e

nitrato de fundamental importancia para esta pesquisa.
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Tabela 5 - Valor maximo permitido para langamento de efluentes em corpos hidricos.

Parametro Valor Maximo Permitido
pH 5a9

fenois totais (substdncias que reagem com 4- 0,5 mg.L" C¢HsOH
aminoantipirina)

Nitrogénio amoniacal total 20mg L' N

Fonte: CONAMA (2011).

De acordo com a Portaria SEMACE no. 154 do ano de 2002, a qual dispde sobre
padrdes e condicdes para lancamento de efluentes liquidos gerados por industrias ou qualquer
fonte poluidora no estado do Ceara, estabeleceu valores maximos permitidos de substancias
constantes em efluentes de fontes poluidoras localizadas em areas que nao sao atendidas por
rede publica de tratamento de esgoto € que deverao possuir estagdo de tratamento, de maneira
a atender aos padrdes de qualidade dos cursos de dgua. Na Tabela 6, sdo apresentados os
valores correspondentes aos pardmetros descritos nessa portaria e que sdo apresentados nesta

pesquisa.

Tabela 6 — Valores maximos permitidos de substancias constantes em efluentes de fontes

poluidoras.

Parametro Valores Maximos Permitidos
pH 5a9

DQO 200 mg.L"

Amonia total 5mg.L"

indice de fendis 0,5 mg C¢HsOH/L

Fonte: Semace (2005)

Visto a ndo existéncia, na Resolugdo CONAMA, de certos parametros estudados
nesta pesquisa para lancamentos de efluentes em agua, como nitrato e nitrito, na Tabela 7 sdo
apresentadas as concentracdes maximas das condi¢des padrdes de qualidade de 4gua para

consumeo.



Tabela 7 - Padrdes de qualidade de agua para consumo.
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Aguas Doces Aguas Salobras
Parametros
Classe I Classe I1T Classe 1
pH 6a9 6a9 6,5a8.)5
Nitrato (mg.L"' N) 10 10 0,4
Nitrito (mg.L™' N) 1,0 1,0 0,7
N-amoniacal total 3parapH <7,5; 13,3 para pH <7.,5; 0,4
(mg.L™' N) 2,0 para 5,6 para
7,5 <pH<8,0; 7,5 <pH < 8,0;
1,0 para 2,2 para
8,0 <pH <38.5; 8,0 < pH <8.5;
0,5 para 1,0 para
pH > 8,5. pH > 8,5.
Fenol (mg.L™) 0,003 0,01 0,003

Fonte: CONAMA (2011).

Novos caminhos de remediacao tém sido propostos aos ambientes que contém os

poluentes aromaticos tdxicos. Pesquisas envolvendo processos bioldgicos para remogdao ou

degradacdao de compostos nitroaromaticos ainda sdo restritos. Por outro lado, muitos estudos

na area ambiental empregando fungos

sd0 crescentes, pois estes micro-organismos sao

biodegradadores potentes. Por esse motivo, o emprego de micro-organismos para remoc¢ao do

2,4-dinitrofenol em 4gua, parece ser viavel, podendo desta forma, contribuir para minimizar

os problemas ambientais de contaminagao por estes compostos.
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4. MATERIAIS E METODOS

O composto quimico 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF) foi escolhido mediante pesquisas
que direcionavam a utilizagdo deste composto como intermediario na producao de pesticidas.
A selegdo da concentragio de 5 mg.L ™! foi baseado na pesquisa de Chen et al., (2006). O 2.4-
dinitrofenol padrdo, da marca Sigma-Aldrich, de grau analitico, foi cedido pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).

A espécie escolhida para degradar o 2,4-DNF, Aspergillus niger AN 400, ¢ um
micro-organismo muito usado no campo da biotecnologia, devido as enzimas produzidas tais
como amilases, lipases, celulases, xinalases e proteases (SAMPAIO, 2005).

A pesquisa foi conduzida em 3 fases: Fase 1 - Preparo do indculo fingico e dgua
sintética. Fase 2 - Testes de adsor¢do e Avaliacdo da toxicidade em placas. Fase 3 -
Tratamento bioldgico: Operacdes em bateladas com biomassa dispersa, variando a glicose em
concentracdes diferentes de: 0,5 gL', 3 gL', 5 gL', 10 gL' e Operagdes em bateladas

sequenciais com biomassa imobilizada e glicose em uma concentra¢dao determinada 6tima.

4.1 Preparo do eluente sintético

Para obtencdo do eluente sintético foi preparado 1 litro (1L) de solucao padrao de
2,4-DNF com quantidade de soluto suficiente para concentragdo de 2000 mg.L . A solugio
foi estocada em frasco escuro de modo a evitar interferéncia da luz.

Em funcdo da dificuldade do 2,4-dinitrofenol solubilizar em agua, fez-se
necessaria adicdo do cossolvente, etanol, com percentual de 2,5% da solug¢do, e utilizacao de
chapa elétrica com rotagdo e aquecimento.

Com os devidos cuidados tomados paratornar a solubilizacdo mais eficiente, o
preparo da solu¢do foi executado em um periodo de 5 horas, considerando o processo de
pesagem até a estocagem da solugdo.

A curva de calibracdo padrao da solugdo estoque foi feita no intervalo de 2,5 - 100
mg.L'1 e esta representada no anexo I.

Como as amostras do tratamento de 2,4-DNF com Aspergillus niger AN 400
precisariam ser examinadas no cromatdgrafo, foi indispensavel fazer analises das solugdes
empregadas para averiguagdo de qualquer interferéncia com relacdo aos picos no
cromatograma e estes ndo serem confundidos com o pico do 2,4-DNF. Entdo as solucdes

examinadas foram 2,4-DNF, etanol e Vishniac.



48

A solu¢do 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 solugdo de
Vishniac, foi observada a existéncia de picos semelhantes ao do 2,4-DNF, esse sinal forte
ocasionaria influéncia no resultado da amostra a ser tratada, obtendo resultados nio
confiaveis. A composicdo quimica da solu¢do de Vishniac de acordo com Sampaio (2006)

esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 - Composi¢ao quimica da Solugdo de Vishniac.

Produto quimico gL' de solugio

EDTA 10,0

ZnS0, . TH,O 4,40
MnCl, . 4H,0 1,00
CoCl, . 6 H,O 0,32
(NH4)¢Mo070,4 . 4H,0 0,22
CaCl, . 2H,O 1,47
FeSO, . 7TH,O 1,00

Fonte: Sampaio (2006).

Analisando a composi¢do da solucdo de Vishniac observou-se a presenca do
produto quimico EDTA, inico composto orgéanico da solu¢do que possivelmente ocasionaria
interferéncia na leitura dos picos das amostras de tratamento do 2,4-DNF. Com o resultado
obtido fez-se necessario a remo¢do do EDTA da Solug¢do de Vishniac, adaptando-se, desta

forma, a composi¢do da solugdo de Vishniac (Tabela 9) para o tratamento do 2,4-DNF.

Tabela 9 - Solugdo de Vishniac utilizada na biodegradagao de 2,4-DNF.

Produto quimico gL' de solugio
ZnSO4 . 7TH,0 4,40
MnCl, . 4H,0 1,00
CoCl, . 6 H,O 0,32

(NH4)sM07024 . 4H,0 0,22
CaCl, . 2H,0 1,47
FeSO,4 . 7H,0O 1,00

Fonte: Adaptado de Sampaio (2006).



49

O eluente sintético aquoso foi obtido por dilui¢do da solucdo estoque para uma

concentragio final de 5 mg.L™.

4.2 Cultivo, producio e contagem do indculo (Aspergillus niger AN 400)

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

(16 placas) estéreis no Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM) do IFCE, contendo
15 mL de meio de cultura Sabouraund meio especifico para crescimento dos fungos o qual foi
previamente esterilizado a 121°C, sob pressdo entre 1 e 1,5 Kgf.cin durante 15 minutos.
Adicionou-se ainda as placas, solugdo de Vishniac, conforme a Tabela 9, na concentragdo de
1 mL.L"" de meio de cultura.

Apos a solidificagdo do meio de cultura, os esporos foram inoculados nas placas e
estas foram mantidas sob temperatura de 28°C +2 em estufa microbiologica por um periodo
de sete dias, até se observar o crescimento do fungo na superficie das placas. Posteriormente,
os esporos foram removidos com uso de solug¢do salina isotonica acrescida de Tween 80,
transferidos e guardados em frasco estéril e mantido sob refrigeracdo a 0°C. Para a contagem
de esporos foi preparada solucdo utilizando 50 pL da suspensdo, previamente agitada em
agitador tipo vortex, acrescidos de 950 uL de solugao Tween 80, resultando uma diluicao de
1:20. Em seguida foram transferidos 20 uL da solugdo preparada para cdmara de Neubauer
para a contagem dos esporos utilizando microscopio Optico da marca com aumento de 40

vezes como verificado na Figura 7.

Figura 6 - Microscopio Otico e cdmara de Neubauer.

Fonte: Autor (2014).
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Para o calculo do nimero de esporos foi empregada a equacao (1).

Esporos/mL = esporos contados x dilui¢do x 2,5 x 10 (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 concentra¢des variadas: 300 mg.L '1, 200 mg.L'l, 100 mg.L'l, 90
mg.L"', 80 mg.L™", 50 mg.L ™", 40 mg.L ", 20 mg.L™", 10 mg.L "' ¢ 5 mg.L ', além do controle
que ndo possuia o 2,4-DNF. O nimero de esporos de Aspergillus niger inoculados por placa
foi 2 x 10 ® esporos.mL™". A linhagem empregada foi cedida pelo Laboratério 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 Operaciao em Reatores em Bateladas com biomassa fungica dispersa.

O experimento foi realizado em agitadores rotatorios (shaker) com velocidade de
120 rpm, temperatura de 28°C +2, usando frasco erlenmeyer como reator e com volume
efetivo de 200 mL de solugao, esterilizados em autoclave e fechados com tampas fabricadas
por algodao e TNT, um material confeccionado em tecido a base de polipropileno e viscose, o
qual visava impedir a passagem de particulas ou gotas de fluidos contaminados. Os reatores
foram cobertos com papel para evitar a fotodegradagdo 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 - Divisdo dos reatores com suas respectivas quantidades de glicose e fungos.

Reatores Glicose (g.L'l) Fungos (2 x 10°
esporos.mL™")
Reator Controle (RC) -- --
Reator com Fungo (RF) -- X
Reator com Fungo e Glicose (RFGO,5) 0,5 X
Reator com Fungo e Glicose (RFG3) 3,0 X
Reator com Fungo e Glicose (RFGS) 5,0 X
Reator com Fungo e Glicose (RFG10) 10,0 X

Fonte: Autor (2014).
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O 1° lote de reatores foi constituido de: RC, RF e RFGO0,5, todos em duplicata. Os
tempos de reacdo (TR) para a coleta das amostras para analises foram de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h,
120 h e 144 h, perfazendo um total de 36 reatores. O 2° lote foi constituido de: RC, RF, RFG3,
RFGS, RFG10. O tempo de reagdo 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 composicao da agua sintética do 2,4-DNF empregada nos reatores em bateladas

com biomassa fingica dispersa estd apresentada na Tabela 11.

Tabela 11 - Composi¢do da agua sintética de 2,4-DNF empregada nos reatores em bateladas

com biomassa dispersa.

Fungos
Reatores  Glicose 2,4-DNF Vishniac (2x10° esporos. Agua
(gL (5 mg.L™") (1mL L™ mL™)
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 andlises realizadas nesta etapa foram: demanda quimica de oxigénio (DQO),
solidos suspensos volateis (SSV), concentracao de 2,4-DNF e pH, executadas de acordo com
APHA (2005), exceto 2,4-DNF, cuja determinagao foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) segundo metodologia adaptada de FAN et al. (2011). Todas as
analises foram realizadas em duplicata.

A concentracao de 2,4-DNF nas amostras durante o processo aerdbio foram
monitorados utilizando cromatdgrafo 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 particula 5 um, fase reversa. O volume de amostra injetado foi
de 20 pL, com fluxo isocratico foi de 1 mL.min"". A fase movel foi constituida de 40% agua e
60% de metanol. O percentual de remocdo do 2,4-DNF, tanto para batelada dispersa como
para batelada imobilizada, foi calculado usando a equacao (2):

Remocao (%) = (Cy— C)/ Cy x 100 (2)
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onde Cy e C sdo as concentracdes iniciais e finais de 2,4-DNF para t = 0 e t, respectivamente.

4.5 Ensaio de adsorc¢io 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 solugdo de Vishniac acrescido de 5 mg.L ™' de 2,4-dinitrofenol.

A capacidade maxima de adsor¢ao do 2,4-dinitrofenol nos cubos de poliuretano,
empregada como material suporte da pesquisa foi monitorado a partir da sua concentragao
inicial no meio durante um periodo de 2 horas, sendo retiradas aliquotas de 20 em 20 min para

analise no cromatografo.

4.6 Operaciao em Reatores em Bateladas Sequenciais com biomassa fliingica imobilizada.

4.6.1 Imobilizacdo da biomassa

O meio suporte utilizado na imobilizacdo 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 pressdao entre 1 e 1,5 Kgf.cm 2, durante 15 minutos. Depois de realizada a
esterilizagdo, os cubos de poliuretano foram acondicionados em trés 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 - Composi¢cao do meio mineral que alimenta o reator durante a imobilizacao da

biomassa fungica.

Composicao Concentracio (g.L'l)
(NH4)>2SO4 0,50
NaNO; 0,25
KH,PO4 0,20
MgSO4 0,25
CaC12.2H20 0,01
CuSO4.7H20 0,08
H;Mo0O4 0,05
MnSO,4.5H,0 0,05
Fez(SO4)3 0,05
ZnSOy4 0,04

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006).
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Logo apdés a adicdo do meio mineral no reator, acrescentou-se glicose na
concentracio de 5 g.L' e em seguida inoculou-se a suspensio de esporos com 2 x 10 esporos .
mL" de concentragio.

A aeragdo do reator era fornecida por mini-compressores, com capacidade de 50 L
h' e poténcia de 5 W e difundida para o meio por pedras porosas, conforme a Figura 7. A
imobilizacao teve duragao de 15 dias, e a cada trés dias o meio mineral era trocado para

melhor crescimento dos fungos.

Figura 7 — Imobilizagdo da biomassa fungica de Aspergillus niger AN 400 em cubos de

poliuretano.

Fonte: Autor (2014).

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

Aspergillus niger AN 400

O reator utilizado foi confeccionado em vidro e possuia volume total de 5 L e
volume util de 4 L, vedado com tampa plastica. O ar era fornecido por mini-compressores, € a
alimentagio foi a partir do meio sintético preparado, acrescida de 0,5 g.L ™" de glicose.

As andlises realizadas foram de: demanda quimica de oxigénio (DQO),
concentracdo de 2,4-DNF, pH, amonia, nitrato e nitrito, executadas de acordo com APHA
(2005), exceto as concentracdes de 2,4-DNF, cuja determinacdo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) adaptado de FAN et al. (2011).

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

renovada. A duragdo de cada ciclo esta apresentada na Tabela 13.
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Tabela 13 - Tempos reacionais de operagdo nas bateladas sequenciais com biomassa

imobilizada de Aspergillus niger AN 400.

Tempo reacional dos ciclos (horas)

8 24 48 72 9

Ciclos

=)

168

Ciclo 1
Ciclo 2
Ciclo 3
Ciclo 4
Ciclo 1
Ciclo 2
Ciclo 3
Ciclo 4
Ciclo 1
Ciclo 2
Ciclo 3
Ciclo 4
Ciclo 1
Ciclo 2
Ciclo 3
Ciclo 4

X X X
X X X

)R X X
XXX X
XXX X
<KX X

HKORX X X X XK X X X X X X X X X e

XXX X

Fonte: Autor (2013).

Na Figura 8 esta representando o ciclo 1 nas 168 h de experimento, na qual
visualiza-se o reator coberto com papel com a funcdo de proteger o meio da luz para nao

interferir na degradagdo do 2,4-DNF.



Figura 8 - Reator em batelada sequencial com biomassa imobilizada com Aspergillus niger
AN 400 nos tempos: a) 24 h b)48h ¢)72h d)96 h ¢) 168 h.
—— 1 a f |]=#1

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

Os resultados e discussdes foram abordados respeitando a ordem dos topicos dos
materiais € métodos utilizados.

As analises quimicas identificaram e quantificaram as concentracdes das
substancias toxicas e o teste de toxicidade avaliou o efeito do contaminante sobre os sistemas

bioldgicos, portanto, testes de toxicidade e analises quimicas se complementaram.

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

Segundo Griffin (1994), o 2,4-DNF ¢ considerado um classico agente de
desacoplamento na bioquimica e foi o primeiro a ser usado como preservativo da madeira, por
esse motivo, foi necessdria a realizagdo do teste de toxicidade para investigagdo 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 concentragoes testadas. Assim sendo, foi decidido dar continuidade a
pesquisa sobre degradacao 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 concentragdes de 2,4-DNF de 5 mg.L™" até 300 mg.L ™.

Na primeira observagdo, 24 horas apds a incubagdo, ndo foi verificado
crescimento de esporos de Aspergillus niger AN 400 em nenhuma placa. Apos 48 h de
incubagdo ocorreu um discreto crescimento de esporos nas placas de concentragdes de 2,4-
DNF de: 5 mgL' e 10 mgL"'. Nas demais concentragdes houve maior crescimento do
micélio. Completada as 72 horas de incubagio todas as placas, exceto a de 200 mg.L ' e 300
mg.L'1 apresentaram esporos de Aspergillus niger AN 400 na metade da superficie das placas.
Com 96 horas de incubacdo, as placas de 200 mg.L ' ¢ 300 mg.L " apresentaram esporulagdo
em alguns pontos da superficie. Apos 120 horas de incubagdo as placas de 200 mg.L ' e 300
mg.L"' apresentaram superficie quase totalmente coberta por esporos de Aspergillus niger AN
400. Portanto, o fungo examinado ndo teve seu crescimento inibido por nenhuma
concentracao. Nesta pesquisa, pode ser observado no teste de toxicidade que a medida que as
concentracdes do 2,4-DNF aumentavam, a esporulagdo diminuia ocorrendo inibi¢do no
crescimento microbiano, corroborando com que Alexieva et al. (2008) relatou em sua
pesquisa, na qual maiores concentragdes dos toxicos investigados mostraram um efeito

inibitorio sobre o crescimento microbiano.
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Sampaio (2005) realizou teste de toxicidade do fungo Aspergillus niger AN 400
na agua sintética contaminada com o pesticida metil paration nas concentragdes variando
entre 0,075 ¢ 60 mg.L'. Apds 19 horas de incubagdo, nio foi observado crescimento de
esporos do fungo em nenhuma placa. Nas 43 horas de incubagdo, percebeu-se o crescimento
do micélio nas placas com concentracdo de metil paration de: 0,075 mg.L 10,15 mg.L'l; 0,30
mg.L'l; 0,75 mg.L'l; 1,50 mg.L'l; 3,50 mg.L'1 e7,5 mg.L'l. Apos 96 h de incubagao todas as
placas ja apresentavam esporos e foi nesse periodo que a placa de concentracdo de 60 mg.L '
apresentou esporos de Aspergillus niger por toda superficie.

Outro estudo sobre teste de toxicidade foi relatado poBouza Neto (2012), que
estudou o grau de toxicidade do fungo Aspergillus niger AN 400 na é4gua sintética dopada
com os pesticidas atrazina, metil paration, paraquat ¢ deltametrina nas concentragdes de 0
mg.L", 7,5mg. L, 15 mgL", 22,5 mg.L" ¢ 30 mg.L", com 216 horas de incubagdo (9 dias) e
observou que as placas apresentaram crescimento do fungo, porém a placa com concentragdo
de 30 mg.L ™" apresentou crescimento minimo. Diferentemente da presente pesquisa, com 144
horas de incubacdo nas placas com concentracio 40 mgL de 2,4DNF, o crescimento foi
visualizado por toda superficie.

Para Griffin (1994), interrompendo o fluxo metabodlico através da glicélise, a via
de monofosfato de hexose, e o ciclo de acido tricarboxilico iria perturbar o maquinario
biossintético de base do fungo, privando de ATP e intermediarios essenciais. Embora os
fungicidas inespecificos certamente afetem estes processos, nao ha fungicidas especificos que
interagem com estas etapas do metabolismo.

Apesar do meio imposto ao micro-organismo oferecer condigdes nutricionais
adequadas, com fonte de carbono, proteinas, elementos—traco e temperatura ideal ao seu
crescimento, a presenga de 2,4-DNF em concentragdes elevadas ndo impediu a reproducao da
espécie. Nas Figuras de 9 a 20 estdo apresentados o crescimento do Aspergillus niger AN 400

no meio em diferentes concentragdes de 2,4-DNF.



Figura 9 - Teste de Toxicidade com 0 mg.L™" de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400.

24h 48h

96h 120h 144h

Fonte: Autor (2013).

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

\

24h

144h

Fonte: Autor (2013).

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

48h

96h

Fonte: Autor (2013).

Figura 13 - Teste de Toxicidade com 40 mg.L™' 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).

59



Figura 15 - Teste de Toxicidade com 60 mg.L™" de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400.

72h

144h

Fonte: Autor (2013).

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

Fonte: Autor (2013).

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

120k

Fonte: Autor (2013).

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

120h

Fonte: Autor (2013).

Figura 20 - Teste de Toxicidade com 300 mg.L™" de 2,4-DNF ao Aspergillus niger AN 400.

24h 48h 72h
96h 120h 144h

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 concentracdes de 2,4-DNF que
variaram de 5 a 300 mg.L', possivelmente em concentragdes menores que estas, poderdo

responder também ao tratamento bioldgico com o fungo Aspergillus niger AN 400.

5.2 Operaciao em Reatores em Bateladas com biomassa fungica dispersa

5.2.1 I1°lote - Batelada contendo 0,5 g.L'I de glicose
5.2.1.1 pH

O pH da solugao padrao do 2,4-DNF ¢ de 3,8 £ 0,3 e o seu pK , €de 4,1, ou seja,
pH = pK, induzindo ao raciocinio que para esses valores serem iguais ou aproximados. Por
outro lado as concentracdes do acido, no caso o NH 4, sdo iguais a concentragdo e sua base
conjugada, NH3, espécies estas provenientes da solu¢do de Vishniac, tornando a razao
[NH;]/[ NH, ] igual a 1, de acordo com a Equagdo de Henderson-Hasselbalch: pH=pK ,+
log [base conjugada]/[acido] (KOTZ, 2002).

Ao ser preparada a agua sintética contendo 2,4-DNF juntamente com a solugdo de
Vishniac e os fungos o pH inicial do meio passou para 6,8, valor superior ao da solugdo de
2,4-DNF mas na faixa 6tima, entre 3,3 a 7,5, de crescimento de fungos do género Aspergillus
(WHELLER, 1991) e considerada como adequada para operacdo em processos aerobios
(SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

De acordo com o observado na Tabela 14, o pH do meio apresentou variagdes

pequenas durante as 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" de glicose durante 144 h de experimento.

Oh 24h 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, indicio de que nao

houve contaminagdo por micro-organismos ou devido ao efeito tampao formado no meio e
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que ndo interferiu na acidez ou basicidade do meio, o que ja era esperado neste reator devido
auséncia de fungos.

Nos reatores com fungos (RF) e fungos com glicose (RFG) foi observado pequeno
aumento nos valores do pH do inicio do ciclo até 96 h, esse aumento de pH provavelmente foi
devido ao consumo de &4cidos como relatado também por Rodrigues (2006). No reator RF
apods o tempo de reagdo 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, ap6s 96 h o pH decaiu de 7,1 para 6,9 permanecendo constante até as 144 h.
Como nestes reatores havia existéncia do fungo a formagao de acidos organicos tornou o meio
levemente 4cido (SAMPAIO, 2005), possivelmente oriundos da degradacdo do 2,4-DNF.

Swamy e Ramsay (1999) em andlise dos efeitos das concentracdes de glicose e
NH," na descoloragdo de corante por Trametes versicolor também verificaram valores
decrescentes na concentracdo de corante com o pH constante, para isso utilizaram solugdo
tampao para manter o mesmo pH sobre sucessivas descoloragdes de varios corantes. O
aumento do percentual de remocdo do 2,4-DNF com o tamponamento da agua sintética
também foi verificado nos reatores RF e RFG desta pesquisa. O acréscimo da solucao tampao
nao foi necessario visto que a propria composicao da agua sintética do 2,4-DNF funcionou
como tampao.

Lin et al. (2013) estudaram a variacao do pH na degradag¢do do trinitrotolueno em
condigdes aerdbia pela espécie fungica Bacillus mycoides e verificaram que o aumento de pH
de 5 para 7, em condigdes aerdbias, alcancou degradacao de 82% e diminuiu para 72% no pH
9. A explicacdo sugerida pelos autores foi que Bacillus mycoides e as enzimas associadas com
esta espécie sdo potencialmente sensiveis a mudancas de pH. O valor de remocdo 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 degradagao do DNF de 23,5%.

5.2.1.2 DQO

As concentragdes de matéria organica, na batelada com biomassa dispersa, nos

reatores RC, RF e RFG sdo apresentadas na Tabela 15.
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Tabela 15 - Valores da concentragio de DQO (mg.L ') obtidos nos reatores em batelada com

biomassa dispersa contendo 0,5 g. L' de glicose durante 144 h de experimento.

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
RC 152 107 170 199 199 181 201
RF 140 71 137 134 89 89 109
RFG 685 486 554 539 480 483 474

Fonte: Autor (2014).

Vale ressaltar que em 0 h os reatores com fungos e glicose (RFG) apresentaram
aumento quantitativamente significante na concentracdo de DQO em relagdo a RC e a RF.
Verificou-se ainda que os reatores RC ndo apresentaram remocdo de matéria orgénica,
provavelmente devido a auséncia do fungo e no reator e nos reatores RF a remocdo foi
pequena.

O decréscimo entre a razao de DQO a1 € DQO jpicial € indicativo de alta remogao

de matéria organica (Figura 21).

Figura 21 — Relacao entre DQO g, € DQOpicia1 Obtida nos reatores em batelada com biomassa
dispersa contendo 0,5
1,4

1,2

DQO final/ DQO inicial

Fonte: Autor (2014).

Nos reatores de controle (RC), a remogao de 29% ocorreu somente nas primeiras
24 h, de 48 h até as 144 h houve aumento nas concentragdes de matéria organica, o que pode
ser explicado provavelmente pela formacao de biomassa fungica e de subprodutos resultantes

da degradagdo do 2,4-DNF.
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Uma melhor eficiéncia de remog¢ao de DQO foi verificada nos reatores com fungo
(RF) e nos reatores com fungo e glicose (RFG) que apresentaram um percentual de
degradacao de 22% e 31%, respectivamente. A diferen¢a de degradacdo observada entre os
reatores pode ser devido a presenga de glicose, que serve como fonte primaria de carbono ao
fungo, capaz de ativar seu sistema enzimatico, e elevar o percentual de degradacdo. A glicose
por ser um composto mais facilmente degradado, resultou no aumento mais rapido da
biomassa e na eficiéncia de remogao de matéria organica, devido ao seu maior consumo pela
populagdo microbiana, também relatado por SAMPAIO et al., (2007).

Segundo Hirooka et al., (2006) para a remog¢ao de baixas concentracdes de 2,4-
DNF por micro-organismos heterotréficos, ¢ necessario adicionar uma fonte de carbono
organico externo, a fim de aumentar a sua biomassa e capacidades de remog¢ao. Como nesta
pesquisa, o reator que continha o cossubstrato melhorou a degradagao do 2,4 DNF.

Rodrigues e Marinho (2012) verificaram que na biodegradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos em reator sequencial com indculo de Aspergillus niger AN 400 os
valores de DQO soltuvel ndo diminuiram ao mesmo tempo em que os de benzeno, tolueno e
xileno, também por consequéncia da intensa produgdo de subprodutos da biotransformagao
dos compostos BTX.

Sahoo et al. (2013), pesquisando eficiéncia da biodegradagdo de p-nitrofenol,
como unica fonte de carbono e energia, em reator de leito continuo e fluxo ascedente
utilizando Arthrobacter chlorophenolicus em diferentes taxas de cargas conseguiu remog¢ao
de mais do que 99,9 % de PNF para uma concentracio afluente de 1400 mg.L ~' em 18 h TRH.
Segundo o autor, 0s 98% de remogao na DQO no processo sugere que ndo houve acumulo de

intermediarios.

5.2.1.3 Solidos suspensos volateis (SSV)

Em relacdo as concentragdes de SSV percebeu-se que os reatores RF e RFG
tiveram um aumento gradativo e superior ao do RC. O que ja era esperado, uma vez que a
presenca de fungos aumenta a concentragdo de biomassa.

De Oh as 48 h (Figura 22) ndo foi verificado aumento na formagdo de solidos
suspensos volateis nos trés tipos de reatores, que pode justificar o baixo percentual de
remog¢ao da DQO nesses tempos de reacdo. 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 reagao de 144 h

para os RFG, corroborando com a hipdtese de que a medida que o fungo disponibiliza de
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cossubstrato, ele cresce, a matéria organica decai, a concentragdo de SSV aumenta, como

observado nesta pesquisa.

Figura 22 - Variagdo da concentracio de SSV (mg.L ) obtido nos reatores em batelada com

biomassa dispersa contendo 0,5 g.L™' de glicose durante 144 h de experimento.
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Fonte: Autor (2014).

Verificou-se que a melhor remogao de DQO, as 144 h e de 31%, coincide com o
maior crescimento da biomassa, expressa como SSV. A medida que a popula¢io microbiana
aumenta, desde que haja condi¢cdes propicia para esse crescimento, menor sera a
disponibilidade de alimento e, consequentemente, melhor polimento da 4gua residudria

(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 concentra¢dao
diminuiu com maior intensidade nas primeiras 24 h. Nos reatores RC o decréscimo ocorreu
até as 24 h permanecendo praticamente constante nos outros tempos estudados. Entretanto,

nos RFG houve pequenas variagdes de concentragdes sucedidos nos tempos de 24 h e 72h.
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Tabela 16 - Valores das concentragdes de 2,4-DNF (mg.L ) obtidos nos reatores em batelada

com biomassa dispersa contendo 0,5 g.L™' de glicose durante 144 h de experimento.

Oh 24h 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 estdo exibidos os percentuais de remog¢dao do 2,4-DNF. Nos RF
obtiveram-se 11,7% e RFG de 23,5% de remocao, 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, fenois, corantes,

entre outros.

Figura 23 — Percentual de remog¢ao do 2,4-DNF obtido nos reatores em batelada com

experimento.

biomassa dispersa co

% Remocgdo do 2,4-DNF

5

Fonte: Autor (2014).

She et al., (2005) investigando a toxicidade anaerdbia, biodegradabilidade e
cinética do 2,4-dinitrofenol (2,4- DNF) e 3-nitrofenol (3-NF) utilizando como cossubstratos a
glicose e os acidos graxos volateis (AGV), verificaram que com glicose como cossubstrato, a
remocao do 3-NF foi de 36 - 73,6% e 3-NF ndo foi biodegradado completamente, mesmo em

concentracdes baixas. A remocgao de 2,4- DNF foi 10 - 65,1%, e a remocao aumentou para as
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concentragdes iniciais de 2,4-DNF inferiores a 25 mg.L. . 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 anaerobio.

5.2.2 2°lote - Batelada contendo 3 g.L'I, 5 g.L'I ell g.L'I de glicose.

A variagdo na concentracdo de glicose apresentada nesta parte da pesquisa teve
como objetivo verificar a influéncia do aumento do cossubstrato com a remogao do composto
2,4-DNF, tendo em vista que os resultados obtidos com 0,5 g.L ' de glicose ndo foram tdo
promissores. Para esta etapa estudou-se apenas o TR inicial € o TR final (144 h). Na Tabela

17 estao apresentados os valores dos parametros estudados nesta parte da pesquisa.

Tabela 17 - Variaveis utilizadas para analisar a dgua sintética do reator em batelada com

biomassa dispersa nas concentragdes de glicose de 3, 5 e 10 g.L ™' nos tempos de 0 h ¢ 144 h.

pH DQO (mg.L™) SSV (mg.L™") | 2,4-DNF (mg.L™")
Tempo 0h 144 h 0Oh 144 h 0Oh 144 h 0h 144 h
RC 6,9 7,5 190,7  248,6 51 51 4,2 3.8
RF 7,0 73 207,8 1703 51 86 53 2,0
RFG3 6,9 7.2 25882  3132,8 67 156 5.1 1,0
RFG5 6,9 7,2 43922 43727 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 concentracdes de 3 g.L ', 5 g.L" ¢ 10 g.L ™" ndo favoreceu as
reducdes de concentracdo de matéria organica, em termos de DQO. A melhor eficiéncia
obtida foi no reator RF, na qual a concentragdo de matéria organica foi de 170,3 mg.L "' tendo-
se obtido 18% de remocdo. O RFGI10 teve uma remoc¢do de matéria organica de 0,38%
considerada insignificante em detrimento ao encontrado no RF. Em contrapartida, ocorreu
acumulo de biomassa nos reatores RF, RFG3, RFG5, RFG10 com incremento de 40,7%,
53,3%, 62% e 50%, respectivamente na concentracao de solidos suspensos volateis. Foi feita
DQO bruta na andlise, sendo este o possivel motivo pelo qual a variavel em questdo tenha

sido elevada em comparagdo ao SSV.
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Kamath e Vaidyanathan (1990) em andlise da degrada¢do do indol pelo
Aspergillus niger observaram que o fungo nao cresceu na presenca do indol, como unica fonte
de carbono. A presenca 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 absor¢ao e utilizacdo de glicose. Esta
hipétese favoravel encontrada a partir da observacao de que indol foi metabolizado muito
lentamente até cerca de 25 h, durante o qual tempo a glicose ndo foi metabolizada. Quando
foram induzidas as enzimas para degradar indol notou-se um melhora na sua degradagao.
Também pode ser possivel que o indol tenha reprimido o transporte de glicose ou inibiu as
enzimas glicoliticas, causando a diminui¢do observada ao crescimento. Fato este que pode
estar relacionado com a pesquisa em estudo, pois ocorreu um decaimento na remogao de 2,4-
DNF com o aumento da concentracio de glicose sendo a concentragdo de 3 g.L ™" a 6tima.

Na Figura 24 estao apresentados as relagdes entre DQO a1 € DQO iniciar; Relagao
entre SSVfina € SSViniciai € Percentual de remogao do 2,4-DNF obtidos nos reatores em

batelada com biomassa dispersa contendo 3 g.L ™", 5 g.L™" e 10 g.L"! de glicose.

Figura 24 — Relacao entre DQO fpa € DQOjpicia; Relacao entre SSV gnai€ SSVinicial € Percentual
de remocao de 2,4-DNF obtidos nos reatores em batelada com biomassa dispersa contendo 3

gL', 5gL"e10gL" de glicose nos tempos de 0 h ¢ 144 h de experimento.
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A remocao do 2,4-DNF verificada foi, respectivamente para RC, RF, RFGS3,
RFGS5 e RFG10, de 9,5%, 62,3%, 80,4%, 40,1% e 23,9%. Nos reatores RC e RFG10 foram
alcancados os menores resultados da batelada. No reator RC ja era esperado devido auséncia
de fungo. No reator RFG10 por conter maior quantidade de glicose, provavelmente houve
inibi¢do no crescimento fungico. Conforme Griffin (1994) a adicdo de glicose em altas
concentragdes provavelmente reprimiria o desenvolvimento do transporte ou a fosforilagcao de
enzimas requeridos no processo de crescimento fingico. Em baixas concentragdes de glicose
a iniciacdo de crescimento de materiais e energia suficiente para inducao da utilizacao de
enzimas sem repressao de sua formagao.

She et al. (2012), em andlise da biodegradag¢ao do 3-NP; 2,4-DNF e 2,6-DNF por
lodo em estagio aerdbio, constatou a inibi¢do na remog¢do dos compostos citados com o
aumento de glicose. O aumento na concentracdo de glicose de 320 mg.L ™' para 660 mg.L
levou ao aumento de K ,,,, embora o aumento da concentragdo da glicose de 1320 para 2000
mg.L'l, tinha feito com que o K ,,,, diminuisse e foi ainda menor do que o valor observado
com Unico substrato. Altas concentracdes de cossubstratos inibiram a degradacdo de 3-NP
como também foi verificado nesta pesquisa .

Na Figura 25 esta apresentada a variacdo de pH nos reatores RC, RF, RFG3,
RFGS5 e RFG10.

Figura 25 - Variagao de pH obtido nos reatores em batelada com biomassa dispersa contendo

3gL",5gL"e10gL" de glicose nos tempos de 0 h e 144 h de experimento.
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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 ', manifestando que
o aumento da concentragdo do cossubstrato nao afetou o pH.

Os resultados conseguidos de remogdo do 2,4-DNF analisados nessa batelada nao
apresentaram eficiéncia 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

remogao.

5.3 Operaciao em Reator em Bateladas Sequenciais com Biomassa Fungica Imobilizada.

Estudos tém mostrado que a utilizagdo de biomassa fingica aprisionadas em
material suporte obtém melhores resultados de degradacdo ou remog¢dao de poluentes alvos
comparados aos de biomassa livre ou dispersa.

Os parametros comparados entre as bateladas com biomassa dispersa e biomassa
imobilizada foram pH, DQO (mg.L ) e 2,4-DNF (%). Além dos pardmetros ja relacionados,
outros foram realizados como nitrito, nitrato ¢ amdnia, em (mg.L™). Nesta etapa foram
realizados ciclos de 168 h (7 dias), 48 h (2 dias), 24 h (1 dia) e 8 h.

As amostras para andlises feitas nos ciclos 1 e 2 foram coletadas nos tempos de
reacdo 0, 24, 48, 72, 96 e 168 h, sendo suficiente para os ciclos 3 e 4 apenas os tempos de
reagao 0, 96 ¢ 168 h.

Nos reatores com biomassa imobilizada foi verificado no TR 168 h, conforme as
Tabelas 18, 19, 20 e 21, que houve reducdo nas concentragdes de DQO em todos os ciclos,
sendo possivel visualizar aumento da concentra¢do em alguns TRs. O incremento apresentado
pode ter sido provocado pelo desprendimento da biomassa das espumas de poliuretano,

considerado nesse TR, ocorrendo uma elevagcdo da DQO pela presenga de SSV.
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Tabela 18 - Valores de pH e concentracdes de DQO, nitrito, nitrato, amoénia e 2,4-DNF

-1 . , e . ..
expressos em (mg.L ') obtidos na agua sintética dos reatores em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no Ciclo 1 do TR de 168 h.

Parametros analisados
g;‘;?;)’ - DQO Nitrito Nitrato  Aménia  2,4-DNF
(mgL”’)  (mgL") (mgL") (mgL') (mgL")
0 6,7 833, 1 0,03 1,5 5,91 48
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 43 3843 0,34 10,5 243 2,3

Fonte: Autor (2014).

Tabela 19 - Valores de pH e concentragdes de DQO, nitrito, nitrato, amonia e 2,4-DNF

-1 . , . ;. ..
expressos em (mg.L ) obtidos na agua sintética dos reatores em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no Ciclo 2 do TR de 168 h.

Parametros analisados
(1;1‘:)‘:2{;‘)’ - DQO Nitrito  Nitrato  Aménia  2,4-DNF
(mgL") (@mgL') (@mgL") (mgL")  (mgL"
0 6,6 839,9 0,010 55 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 2473 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).
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Tabela 20 - Valores de pH e concentragdes de DQO, nitrito, nitrato, amoénia e 2,4-DNF
expressos em (mg.L ) obtidos na 4gua sintética dos reatores em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no Ciclo 3 do TR de 168 h.

Parametros analisados
Tempo DQO Nitrito Nitrato  Amédnia  2,4-DNF
(horas) pH 1 1 1 1 1
(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L")
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 concentragdes de DQO, nitrito, nitrato, amoénia e 2,4- DNF
expressos em (mg.L ') obtidos na 4gua sintética dos reatores em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada no Ciclo 4 do TR de 168 h.

Parametros analisados
Tempo DQO Nitrito Nitrato  Aménia  2,4-DNF
(horas) pH 1 1 1 1 1
(mg.L") (mg.L™") (mg.L™") (mg.L™) (mg.L™)
0 6.8 867,3 0,01 7,7 1,2 43
96 7,7 100,1 0,05 39 1,2 0,3
168 7,2 148,0 0,01 0,01 1,0 0,3

Fonte: Autor (2014).

No processo aerobio, muito sensivel a certo nimero de parametros externos, tal
como oxigénio dissolvido, pH, agitacdo e mistura caracteristicas do biorreator, metais-tragos,
tipo de conteudo do meio e concentragdao de agliicar, bem como a um numero de fatores
internos relacionados ao proprio fungo e em particular ao seu desenvolvimento morfologico
mostraram certas diferengas caracteristicas de crescimento e produgdo entre Aspergillus niger
livre e imobilizado (PAPAGIANNI e MATTEY, 2004).

Mohammadi e Nasernejad (2009) averiguaram a degradagcdo enzimatica do
antraceno por fungo da podridao branca P. chrysosporium imobilizado em bagago de cana-de-
acucar e em células livres. Os resultados mostraram uma significantiva reducao na atividade
enzimatica do MnP em células livres, quando comparados aos das células imobilizadas apds 7

dias de incubagio.
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No presente estudo, os parametros analisados mostraram uma diferenca
significativa quando comparados reatores de biomassa dispersa com os de biomassa
imobilizada, apresentando melhores resultados de degradagdo de DQO e 2,4-dinitrofenol.
Marinho et al. 2012, relataram estudos com melhoria na eficiéncia de degradagdo de
compostos recalcitrantes e/ou xenobidticos por Aspergillus niger AN 400 em biomassa
imobilizada.

Na Figura 26 estdo apresentados os percentuais de remog¢ao de DQO durante os 4

ciclos reacionais com tempos de reagao de 96 h e 168 h.

Figura 26 - Percentuais de remocdo 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.
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Fonte: Autor (2014).

O comportamento da DQO nos ciclos 1, 2, 3 e 4 do TR de 168 h apresentou uma
remogao de matéria organica de 54%, 58%, 64% e 83%, respectivamente, mostrando, assim,
que a biomassa estava adaptando-se ao meio e melhorando as condi¢des para a remogao. A
instabilidade inicial em relagao a DQO pode estar relacionada com a presenga de subprodutos
formados no meio, ou mesmo por substancias excretadas pelos fungos provenientes do seu
metabolismo (WANDERLEY, 2007).

Chen et al. (2006) investigaram sobre a resposta das caracteristicas de lodos
ativados na presenca de 2,4-dinitrofenol (DNF), em reatores em batelada durante 3 horas. As
eficiéncias de remocdo de DQO com DNF de 2 mgL ' ¢ 20 mg.L ! foram de 91% e 53%,
respectivamente, enquanto o valor correspondente para o controle foi de 89%. Portanto,

~ | . .
comparado com o controle, DNF em uma concentragao menor de 5 mg.LL exibiu um efeito



75

estimulante sobre o substrato de degradacdo. Por outro lado, a inibicdo da DNF para o lodo
ativado ocorreu quando a sua concentracdo foi maior do que 5 mg.L Comparando-se 0s
resultados obtidos pelo pesquisador citado com os desta pesquisa, observou-se que ha
necessidade de verificar os percentuais de remog¢ao em menores tempos de reagdo, visto que

os tempos utilizados foram maiores que os apresentados e as remogdes obtidas encontram-se
abaixo de eficiéncia 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 remog¢ao de matéria organica de
agua 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 reacao de 0, 1, 3, 7,
10, 15, 20, 25 e 30 dias encontrando uma média de remocao de 37%. Ja& com biomassa
imobilizada, os tempos de reagdo analisados foram de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 7 dias durante 4 ciclos.

O tltimo ciclo teve média de remogdo de 73% e maxima de 92%, o que se pode estar
interligado ao fato dos micro-organismos degradarem com mais eficiéncia estando
imobilizados em meio suporte, como nesta pesquisa.

Silva ef al. (2012) detectaram que o fungo Aspergillus niger AN 400 foi eficiente
na remocao de matéria organica alcangando o percentual de remog¢ao maximo de 71% para
DQO em biomassa imobilizada, o que defende a viabilidade do tratamento de efluente
sintético de laticinio na remogao dessa variavel.

Comparando-se os resultados do tratamento desta pesquisa entre as bateladas com
biomassa dispersa e imobilizada, verificou-se que a maiores remogdes de matéria organica
foram alcangadas 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 adaptacao e consequentemente o tempo de
biodegradacao do poluente. Conforne os autores, utilizar biomassa imobilizada melhora a
estabilidade das células microbianas, permitindo a operagdo continua do processo, € evita a
separagao liquido-biomassa.

Na Figura 27 esta apresentada a varia¢ao das concentragdes de Nitrato e Amonia
(mg.L™") obtido nos reatores em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada. O aménio
(NH,") ¢ considerado a fonte de nitrogénio 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 nutri¢do ndo sendo observado no ciclo 1. Foi a partir do ciclo 2, no

qual o fungo ja se encontrava adaptado ao meio imobilizado, que as variaveis nitrato ¢ amonia
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comegaram a decair indicando o consumo, preferencialmente pelo nitrato e posteriormente a
amonia.

As formas de nitrogénio inorganico contidos em &aguas residudrias, seja ion
amonio (NH4") ou aménia (NH 3) dependem fortemente do pH. Para valores de pH menores
ou iguais a 7, ion amonio € mais predominante. Para valores de pH entre 8 a 9 a amoénia (NH3)
cresce de 8 para 70% e acima de pH 11 a amodnia (WHé dominante (SANT’ANNA JR,
2010). De acordo com o exposto, a espécie dominante nesta pesquisa foi o ion aménio (NH 4),

em virtude do valor do pH méximo ter sido 7,6.

Figura 27 - Variagdo das concentra¢des de nitrato ¢ aménia (mg.L ) 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.
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Fonte: Autor (2014).

Quanto aos parametros nitrato (NO;) e amodnia (NH;) no ciclo 1 (Figura 28)
houve aumento significativo das concentragdes. Isso sugere que as fontes de nitrogénio foram
bem superiores as necessidades de consumo do fungo, vale ressaltar que o nitrogénio no meio
foi advindo do 2,4-DNF, dos nutrientes adicionados ao meio contidos na solu¢ao 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 nitrificagao utilizando conchas de ostras
como material suporte. Nos primeiros dias do processo de nitrificacdo, os nutrientes foram
necessarios para a sintese celular, ou seja, as reagdes foram para formagao e estabilizacao da

biomassa no sistema e nao para os processos oxidativos. Ainda segundo Magri et al. (2013), o
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nitrato formado foi a partir de nitrogénio organico afluente que foi transformado em
nitrogénio amoniacal e este entra no ciclo da nitrificagdo. O aumento da concentracao de
amonia foi proveniente do nitrogénio das células que formam o biofilme que foi desprendido.

O desprendimento do biofilme favorece as taxas de transferéncia de oxigénio para o biofilme
autotrofico elevando as taxas de nitrificagdo aumentando a concentragdo de nitratos.

Nesta pesquisa, podem-se observar as ocilagdes das quantidades de nitrato e
amonia na batelada imobilizada. J4 em Li e Kane (2008) explicaram os balancos de nitrato e
amonia pelo fato de no metabolismo dos fungos haver armazenagem do excesso de nitrogénio
em seus vacudlos. Sendo assim, sempre que ha a necessidade de manter o equilibrio do pH no
interior das células, estas liberam para o meio amonia e H ', o que relaciona a concentragio de
nitrato no meio com a de amodnia. Ainda Segundo Li e Kane (2008), héd liberacdo de
compostos nitrogenados armazenados no interior dos fungos na forma de aminoacidos para o
meio sendo estes transformados diretamente a NH 4", podendo justificar os baixos valores de
remocdes de amonia, semelhantemente ocorridas nesta parte da pesquisa.

Pode também ocorrer inibicdo na utilizacdo do nitrato e amdnia 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 variaveis.

Zhao e Ward (2001) apud Kulkarni e Chaudhari (2007) relataram a transformagao
de todos os mono e di-nitroaromaticos por P. putida 2NP8 com produgdo estequiométrica de
amoénia, exceto 4-NP, 2,4-DNF, acido nitro-benzoico, nitrofurano e TNT, igualmente
observado nesta pesquisa, no qual os percentuais elevados de amonia e nitrato relatados na
batelada imobilizada torna o balango de massa ineficaz.

Uma diminui¢do 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 condi¢des para crescimento de Arpergillus
niger AN 400, visto que os fungos toleram ampla faixa de pH, entre 2 ¢ 9, sendo o pH 6timo
aproximadamente de 5,6 (RODRIGUES, 2006). O decaimento verificado nos valores de pH
pode ser justificado pela provavel formagao de 4cidos orgénicos, dcido oxalico e acido acético
(KAVITHA e PALANIVELU, 2005) pelo fungo Aspergillus niger AN 400, como também
pela producio de N-amoniacal (NHy"), que libera H' para o meio tornando-o 4cido.

Para Nakano et al. (2004), o caminho da degradagao fotocatalitica do 2,4-DNF ¢
realizada da seguinte forma: primeiro ¢ formado NO,  (nitrito) a partir do 2,4-DNF, em

seguida NO5™ (nitrato ou N-oxidado) e NH 4" (N-amoniacal) sdo formados consecutivamente e
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as taxas de reagdo 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 assimila¢dao de amonia e nitrato pelos fungos ocorre em velocidades distintas, como
no caso do Aspergillus niger.

Com relacdo ao pH, na Figura 28 est4 apresentada a variacao deste parametro nos

reatores em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada.

Figura 28 - Variacdo 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.
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Fonte: Autor (2014).

De forma geral, analisando os valores de pH, amoénia e nitrato, constata-se a
relacdo direta entre esses parametros. Ao final de cada ciclo temos as seguintes correlacoes:

No ciclo 1 o pH ¢ igual a 4,3, houve produg¢ao tanto de ion amonio (75,7%) quanto de nitrato
(85,7%), revelando que o fungo ndo utilizando nitrogénio como fonte de energia; No ciclo 2
para valor de pH igual a 7,4 temos consumo do nitrato (36,4%) e produg@o de ion amonio
(73,8%), ciclo 3 obteve comportamento similar ao ciclo 2, consumo do nitrato (38,6%) e
produgdo de ion amoénio (50%) nestes casos, revelou-se a preferéncia do Aspergillus niger AN
400 ao nitrato; No ciclo 4 quando o pH ¢ 7,2 houve consumo de nitrato (99,9%) e ion amdnio
(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 oscilagdes diferentes de pH. Provavelmente, o sistema de
aeracdo induziu, de forma mais acelerada, a oxidagdo do nitrogénio presente no meio
elevando ou baixando o pH.

Com relacdo ainda ao pH, Wang et al. (2010), investigaram o efeito deste
parametro na degradacdo de 2,4-DNF por processos oxidativos avangados que modificando o

pH inicial da solucdo de 2,4-DNF entre 2,5 e 7,3 verificaram que a remog¢dao de 2,4-DNF
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diminuiu com o aumento do valor de pH 2,5 para 7,3. A degradagdo méaxima de 2,4-DNF foi
observada dentro de 70 min a pH 2,5, sendo este o pH otimo. Isto pode ser atribuido a
degradacao de 2,4-DNF em acidos organicos, como os rendimentos de degradagdo, levando a
uma queda de pH da solugdo e, por conseguinte, uma aceleragdo do processo de remogao.

Desta forma o pH é um pardmetro importante em reagdes photo-Fenton heterogéneos e
processos bioldgicos. De acordo com o pH do meio, pode-se sugerir a caracteristicas dos
produtos formados da degradagao.

Lu et al. (2009) pesquisaram a remog¢do de compostos fenolicos de coque em
aguas residuais com biomassa imobilizada com fungo da podriddo branca, Phanerochaete
chrysosporium, e analisaram os efeitos do pH nos valores entre 3 ¢ 9 a 30°C durante 3 dias.

A taxa de remocao 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 méxima de remocao de
compostos fendlicos de 84,88%. Este resultado sugeriu que o pH variando entre 4 e 6, o pH
6timo com valor 5 ¢ adequado para a biodegradacdo do fungo da podridao branca. Estudos
mostraram que valores de pH 6timos para o crescimento, enzimas secretoras e biodegradagao
do fungo da podridao branca sao entre 3,5 a 5,5, sendo o valor 4,5 6timo. Igualmente ocorrido
nesta parte da pesquisa em que os resultados apresentaram variacdo de pH entre 2,8 e 7,7
apresentando os maiores percentuais de remog¢do, principalmente no ciclo 4 que mostrou
94,1% de remogao do 2,4-DNF com pH 7,2, podendo ser atribuido a imobilizagdo fingica na
qual os fungos possuem maior habilidade de secretar enzimas e forte capacidade de adsorcao.
Na figura 29 estdo apresentandos os valores de nitrito em mg.L ™' nos ciclos 1, 2, 3

e4nos TRde96 he 168 h.
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Figura 29 - Variagdo da concentra¢io de nitrito (mgT) 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.
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Fonte: Autor (2013).

Nos 4 ciclos, as concentragdes de nitrito liberados durante a degradagao do 2,4-
DNF foram baixas enquanto que as concentragdes de nitrato na solugdo foi alto indicando que
ocorreu oxidagdo do nitrito permanecendo este em menor concentragdo no meio.

O nitrato inorganico ¢ uma excelente fonte utilizdvel por muitos fungos
filamentosos. Seu transporte para o meio intracelular ¢ mediado pela permease do nitrato, e
apos sua assimilagdo, ocorre a reducdo sequencial do nitrato a nitrito € do nitrito a amoénio
catalisada respectivamente, pelas enzimas nitrato e nitrito redutase (GRIFFIN, 1994), como
evidenciado nesta pesquisa em que as concentragdes de nitrito foram pequenas,
provavelmente, devido as grandes concentragdes de nitrato e amonio no meio.

Gemini et al. (2007) afirmaram que o processo de remogao bioldgica do 2,4-DNF
¢ complexo. Foi descrito que quando grupos nitros, elétrons-retirantes de elétrons, estdo
presentes como substituintes em anéis aromaticos, ndo sdo faceis sofrer ataque das
oxigenases, que pelo contrario ¢ frequentemente observado em xenobidticos aromaticos como
o-nitrofenol e p-nitrofenol. Desta forma a redu¢ao inicial dos sistemas aromaticos ¢ provavel
ser biologica e ndo por ataque oxidativo. Rhodococcus opacus degradou 0,27 mM de 2,4-
DNF em mais de 99,5% em 22h.

Na Figura 30 esta representado o percentual de remocao 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 remog¢ao 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.
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Fonte: Autor (2013)

Nos ciclos 1 e 2 a batelada imobilizada demonstrou que as taxas de remocdes
mais altas do 2,4-DNF ocorreram nas primeiras 24 h (Tabelas 18 e 19), alcancando
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 reacdes analisados foram apenas de
96 e 168 h houve remocao do 2,4-DNF, de 33,4% e 94,1%, respectivamente indicando uma
maior eficiéncia quando comparado ao reator em batelada com indculo fungico disperso de
23,5% as 144 h, tempo este proximo ao de 168 h. Como j4a foi citado, a utilizagdo de biomassa
imobilizada melhora o desempenho do reator, inclusive na degradacao do 2,4-DNF.

No presente estudo ndo foi detectado nem quantificado os metabdlitos provaveis
da degradacdo do 2,4-DNF, podendo ter ocorrido uma provavel mudanga mecanistica com
formagdo de novos produtos, condensados ou mais recalcitrantes, que eventualmente sdo
também mais nitrogenados, embora seja possivel a reducdo de grupos nitros para
hidroxilamino ou aminos derivados (Perchet et al., 2006). 2-amino-4-nitrofenol (2-ANP) ¢
conhecido como produto de degradacao do 2,4-DNF (HIROOKA et al., 2006; KARIM e
GUPTA (2006); ARORA et al., 2014), um potente agente mutagénico e também necessario
ser removido de efluentes industriais (HIROOKA et al., 2006).

Kavitha e Palanivelu (2005), em seu trabalho sobre degradacao do 2,4-DNF por
processos Fenton e foto-Fenton monitoraram acidos alifaticos de baixo peso molecular, como
os acidos oxalico e acido acético. Os acidos acéticos e oxalicos 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 presenca desses acidos no meio, apesar dos processos de tratamento
serem distintos.

O decaimento da concentragao do 2,4-DNF observado nos reatores em bateladas
com biomassa dispersa ¢ imobilizada ndo pode ser associado a foto decomposi¢ao, pois todos
os reatores, durante o processo, foram cobertos com intuito de protegé-los da luz.

Na Figura 31 est4 apresentada a eficiéncia de adsor¢ao da espuma de poliuretano
ao 2,4-dinitrofenol na qual a solucdo do reator apresentou concentracdo inicial do poluente
alvo de 5,3 mg.L™.

O ensaio de adsorcao foi efetuado sem adi¢do do fungo Aspergillus niger AN 400
no reator e, portanto, obtido sem interferéncia do fator bioldgico e foi importante como
ferramenta para comprovar que a remocao do 2,4-dinitrofenol decorreu da agcdo dos micro-

organismos presentes no reator € nao da adsor¢ao do meio suporte.

Figura 31 — Teste de adsorcdo realizado em espumas de poliuretano e 2,4-DNF com

concentracdo inicial de 5,3 mm

Fonte: Autor (2014).

A capacidade de adsor¢do na espuma de poliuretano revelou que o material
adsorveu 62,3% do 2,4-DNF nos 20 min iniciais do teste e logo apds mostrou decaimento na
adsor¢ao mostrando uma saturacdo ao material permanecendo a concentragdo praticamente
constante, chegando ao final com apenas 15% de adsorcao.

Chaara et al. (2010) avaliaram a habilidade de MgAl - hidroxidos duplos
lamelares (LDHs) e seus produtos calcinados para adsorver contaminantes 2,4-dinitrofenol e
2-metil-4,6-dinitrofenol de agua. Segundo os autores esses adsorventes sdo eficientes para

remogado do 2,4-DNF em 4gua e que a capacidade de adsor¢do ¢ provavelmente limitada pela
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solubilidade dos contaminantes. A adsorcdo de fendis ¢ potencialmente influenciado por
fenomenos tais como o transporte do soluto (adsorvido) sobre a superficie externa do
adsorvente, a difusdo de soluto nos poros do adsorvente e a adsor¢ao de soluto nas superficies
internas dos poros e espagos capilares.

Nesta pesquisa o adsorvente ndo foi responsavel pela remocdo do 2,4-DNF. O
resultado do teste de adsor¢do realizado comprovou que os agentes que promoveram a
remocao do 2,4-DNF foram os micro-organismos € que o meio suporte serviu apenas como
meio de sustentagdo para o fungo.

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos tempos de reagdo (TR) de 48
h, 24 h e 8 h. Nas Tabelas 22, 23, 24, 25 ¢

26 estdo apresentadas as variagdes das

concentragdes de DQO, nitrato, amonia, nitrito ¢ 2,4-DNF nos ciclos de 1 a 4.

Tabela 22 - Variacdo de concentracdes de DQO (mg.L)) obtido nos reatores em bateladas

sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nas 48, 24 ¢ 8 h de

experimento.
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
Tempo
(h) Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida
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 24393 761,1 182,3 781,6 165,1
8h 713,1 514,6 7477 577,6 7477 530,4 741,4 527,2

Fonte: Autor (2014).

Tabela 23 - Variacdo das concentracdes de nitrato (mg.L ) obtido nos reatores em bateladas

sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nas 48, 24 ¢ 8§ h de

experimento.
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
Tempo
(h) |Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida
48 5,88 0,03 448 0,01 5,21 0,02 4,67 0,02
24 5,14 2,21 6,31 33 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 desprezivel
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Tabela 24 - Variagio das concentragdes de amonia (mg.L ™) obtido nos reatores em bateladas

sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nas 48, 24 ¢ 8 h de

experimento.
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
Tempo
(h) Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida
48 1,01 4,58 0,38 0,18 0,38 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 - Variacdo das concentragdes de nitrito (mg.L ™) obtido nos reatores em bateladas

sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nas 48, 24 ¢ 8§ h de

experimento.
Tempo Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4
(h) [Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida
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 desprozivel

Tabela 26 - Variacdo das concentragdes de 2,4-dinitrofenol (mg.L "1y obtido nos reatores em
bateladas sequenciais com biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nas 48, 24 ¢ 8

h de experimento.

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4

Tempo
(h) |Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida Entrada Saida

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 concentracdes das varidveis em todos os TR, verificou-se que o
tempo de 48 h foi aquele que propiciou o melhor desempenho ao fungo para a remocao de

2,4-DNF. Em contrapartida, o aumento do TR de 48 h para 168 h ndo proporcionou melhores
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resultados, ainda que, o tempo de contato entre a 4gua sintética e micro-organismo tenha sido
bem maior.
Na Figura 32 estao apresentados os percentuais de remog¢ao do 2,4-DNF para os

TR de 48 h,24 he 8 h.

Figura 32 - Percentual de remoc¢ao de 2,4-DNF nos reatores em bateladas sequenciais com

biomassa imobilizada durante os 4 ciclos reacionais nos tempos de 48, 24 ¢ 8 h de
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Fonte: Autor (2014).

Comparando os percentuais de remocdao do 2,4-DNF nos TR de 8, 24 ¢ 48 h,
verificou-se que o tempo de 48 h foi aquele que propiciou o melhor desempenho ao fungo
para a remog¢ao de 2,4-DNF. Em contrapartida, o aumento do TR de 48 h para 168 h nao
propiciou os melhores resultados, ainda que, o tempo de contato entre a agua sintética e
micro-organismo tenha sido maior.

Santaella et al. (2009) avaliaram a influéncia do TDH em reatores com
Aspergillus niger no tratamento de efluentes de refinaria de petroleo, obtiveram remocao
média de 28, 83 e 88%, para TDH de 4h, 8h e 12h, respectivamente, na presenca de 0,5 g.L !
glicose. No entanto nos dias posteriores, os valores médios de remogao alteraram para 40% =+
8,46% + 8 e 49% + 10, para 4h, 8h e 12h, respectivamente, sem a adi¢ao de glicose. Como
nao foi conseguido valores médios de remog¢ao de fendis expressivos, o TDH de 4h
apresentou resultado satisfatério com remog¢ao meédia de 40%, diferentemente desta pesquisa
que para o Aspergillus niger degradar o 2,4-DNF foi necessario 48 h de reacao.

Marinho et al. (2012) estudaram a varia¢ao do tempo de detengdo hidraulica no

pos-tratamento de efluente de filtro anaerdbio usado na remog¢ao de corante téxtil de despejo
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sintético por uso de reator biolégico com fungos e verificaram que durante o TDH de 6 h, o
valor de remocdo de corante ficou proximo de 74%, mas que o aumento do TDH de 6 h para 8
h ndo proporcionou melhora na remocao do corante, provavelmente justificado pela
quantidade maior de compostos excretados pelos fungos devido ao maior tempo de contato,
resultando na diminui¢do da remog¢do de matéria organica e do corante. O mesmo foi
verificado nesta pesquisa quando se observou um melhor desempenho no TR de 48 h em
relagdo ao de 168 h, ja que houve uma resposta de remogao de 2,4-DNF maior.

No presente trabalho o melhor TR para remogdo das varidveis em questao foi o de
48 h. Os percentuais de remoc¢do de DQO, 2,4-DNF, nitrato e amodnia alcancados 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 aplicagdo em
tratamentos efluentes e a busca pelo menor TR ira se refletir em menor custo para
implantacao do tratamento, devendo ser ressaltada a importancia de mais estudos nessa area.

Apesar de a presente pesquisa preocupar-se com o maior percentual de remogao
das variaveis na agua dopada com 2,4-DNF, ¢ preciso também relacionar os valores finais
com os da legislagdo a fim de verificar a eficacia do tratamento, e da necessidade ou ndo de
pos-tratamento para langamento ao corpo receptor.

Em relacdo ao que estabelece a Portaria SEMACE n° 154 de 2002 para o
langamento de efluentes, nos reatores com biomassa dispersa e glicose 0,5 g.L. ', apenas o RF
atende ao valor maximo de 200 gL' de DQO, o efluente deste reator apresentou uma
concentragio final de 109 mg.L ', enquanto que o RFG resultou em 474 mg.L ~'. Nos reatores
com biomassa dispersa e glicose com 3 g.L ', 5g. L™, 10 g.L"', atingiu no final do tratamento
valores bem acima de 200 mg.L "', ndo atendendo a legislagdo. Ja os reatores com biomassa
imobilizada, nos tempos de reacdo 168 h, 48 h e 24 h, alcancaram 148 mg.L. ', 113 mg.L ' e
165 mg.L™, respectivamente, enquanto que no TR de 8 h foi 514 mg.L™".

No reator em batelada imobilizada, o TR de 168 h apresentou as maiores
concentragdes de nitrato e amonia de toda pesquisa. As concentragdes atingidas de amonia ao
final do tratamento foram de 24,3 mg.L ™' para 168 h, 0,41 mg.L ' para 48 h, 0,58 mg.L "' para
24 he 0,68 mg.L ' para 8 h. Esses valores, exceto para o de 168 h, estdo de acordo com o
estabelecido na Resolugdo CONAMA no. 430 de 2011 a qual define como valor maximo de
20 mg.L’", para langamento de efluentes em corpo receptor. Para padrdes de qualidade de
agua para consumo, que também ¢ definida por essa legislagdo como valor méximo de nitrato,

apH<7,5;3,7mgL"' N o reator que operou no tempo de 168 h nio se enquadrou.
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6. CONCLUSOES

A presente pesquisa se mostrou eficiente na remog¢ao do 2,4-dinitrofenol (2,4-
DNF) pelo reator em batelada sequencial, obtendo valor minimo de 0,3 mg.L 1 atendendo &
Resolugio CONAMA, que define este pardmetro com valor maximo de 0,5 mg.L ', portanto
promissora para aplicabilidade de degradacao de toxicos persistentes.

O fungo Aspergillus niger AN 400 durante o teste de toxicidade em placas
contendo a substancia 2,4-DNF nas concentracdes de 300 mg.L 'l, 200 mg.L'l, 100 mg.L'l, 90
mg.L’l, 80 mg.L'l, 50 mg.L'l, 40 mg.L'l, 20 mg.L’l, 10 mg.L'l, 5 mg.L‘l e O mg.L'l,
mostrou-se capaz de crescer contradizendo a hipdtese de Griffin (1994) que refere-se a esta
substancia como sendo um fungicida;

A concentracao de glicose mais eficiente encontrada quando se utilizou reator em
batelada com biomassa dispersa foi de 3 g.L "' (RFG3) sendo 80,4% o percentual de remogdo
do 2,4-DNF. Os testes realizados com concentragio de glicose de 5 gL ¢ 10 g.L™ (RFG5 e
RFG10) apresentaram remocao de 40% e 23,9%, respectivamente, apresentando decaimento
de remo¢dao com o aumento da glicose. Por conseguinte, o aumento na concentracdo de
glicose ndo implica, necessariamente, em um aumento na eficiéncia de remocao do 2,4-DNF
pelo fungo Aspergillus niger AN 400.

A realizagdo do tratamento de dgua sintética com 2,4-dinitrofenol para degradacao
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 remocgao,
utilizando 0,5 g.L”' de glicose como cossubstrato em um periodo de 168 h.

A degradacdo 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 concentracdo de 5 mg.L ™' de 2,4-dinitrofenol, nas mesmas
condi¢cdes de temperatura e pressdo obteve-se os percentuais de remogao final do 2,4-DNF,
analisados no CLAE, para os reatores em batelada imobilizada com indculo fingico nos
ciclos 1, 2, 3 e 4 foram de 52,1%, 66,7%, 34,2% e 93,1%, respectivamente, indicando uma
maior eficiéncia se comparado ao reator em batelada com indculo fingico disperso de 23,54%.

O melhor tempo de remogao para degradacao do 2,4-DNF com biomassa fungica
imobilizada em cubos de poliuretano, foi 48 h. Os percentuais de remog¢ao de DQO, 2,4-DNF,

nitrato e amonia alcangados neste tempo foram de 86,2%, 99%, 99% e 87,3%.
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As concentragdes finais encontradas nesta pesquisa de DQO, nitrito, nitrato,
amoénia e 2,4-DNF, para o TR mais eficiente, 48 h (Ciclo 1) estd abaixo dos limites
estabelecidos no que se refere aos padroes de langamento descritos pela Resolugdo CONAMA

n°. 430 de 2011 e a Portaria SEMACE no. 154 de 2002.



89

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Para continuidade do tema desenvolvido neste trabalho sao sugeridos os seguintes
estudos ou investigacdes:
e Identificar os metabolitos formados da biodegradacao do 2,4-dinitrofenol.
e Realizar experimento em reatores de fluxo continuo.

e Utilizar efluentes in natura contendo 2,4-dinitrofenol.

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

2,4-DNF.
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ANEXO

Anexo I - Curva de calibracao padrao do 2,4-dinitrofenol.
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Fonte: Autor (2013).

99



	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37
	Slide 38
	Slide 39
	Slide 40
	Slide 41
	Slide 42
	Slide 43
	Slide 44
	Slide 45
	Slide 46
	Slide 47
	Slide 48
	Slide 49
	Slide 50
	Slide 51
	Slide 52
	Slide 53
	Slide 54
	Slide 55
	Slide 56
	Slide 57
	Slide 58
	Slide 59
	Slide 60
	Slide 61
	Slide 62
	Slide 63
	Slide 64
	Slide 65
	Slide 66
	Slide 67
	Slide 68
	Slide 69
	Slide 70
	Slide 71
	Slide 72
	Slide 73
	Slide 74
	Slide 75
	Slide 76
	Slide 77
	Slide 78
	Slide 79
	Slide 80
	Slide 81
	Slide 82
	Slide 83
	Slide 84
	Slide 85
	Slide 86
	Slide 87
	Slide 88
	Slide 89
	Slide 90
	Slide 91
	Slide 92
	Slide 93
	Slide 94
	Slide 95
	Slide 96
	Slide 97
	Slide 98
	Slide 99
	Slide 100

