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RESUMO

SAMPAIO, G. M. M. S. (2005) Remogio de metil paration e atrazina em reatores com
fungos. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Séao

Paulo, Sdo Carlos, 2005.

Neste estudo foi avaliada a remogio de metil paration - inseticida e atrazina - herbicida
presentes em agua, em reatores de bancada, com fungos. A pesquisa foi dividida em
quatro etapas: opera¢do em batelada com metil paration e micélio fungico, com e sem
glicose; teste de toxicidade em placas com Aspergillus niger AN400, operagdo em
batelada com os pesticidas atrazina e metil paration e esporos de Aspergillus niger
AN400, com e sem glicose; € operagio em reatores de leito fixo e fluxo ascendente. Na
primeira etapa, a remogio de metil paration foi de 97% nos reatores sem glicose e 94%
nos reatores com glicose com 32 dias de reagdo. Na operagio em batelada, com esporos,
um modelo cinético de primeira ordem representou bem a velocidade de decaimento de
metil paration nesta fase, principalmente, nos reatores que continham glicose. Para os
experimentos sem adigdo de glicose, a constante cinética foi de 0,063 + 0,005 h"',
enquanto que para os experimentos com glicose a constante foi de 0,162 + 0,014 h',
Dessa forma, a adigio de glicose resultou efetivamente em aumento na velocidade de
conversao do inseticida. Na fase experimental, com atrazina e esporos de Aspergillus
niger AN400, a presenga do substrato primario (glicose) ndo teve influéncia na remog¢io
de atrazina, sendo que os percentuais de remogdo foram muito proximos aos percentuais
encontrados nos reatores sem glicose. O estudo cinético, nessa fase com atrazina e
esporos, revelou que para os experimentos sem a adicdo de glicose, o valor da
velocidade de conversio de atrazina (Rarzo) foi 0,023 d', enquanto que para os
experimentos com glicose (Ratzo) foi 0,022 d'. Portanto, a adigio de glicose parece néo
ter influenciado significativamente a velocidade de remogdo do herbicida por
Aspergillus niger AN400. O teste de toxicidade demonstrou que metil paration e
atrazina ndo inibiram o crescimento do fungo nas varias concentragdes testadas,

inclusive nas mais elevadas, que foram 60 mg/L. e 25 mg/l. para metil paration e
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atrazina, respectivamente. No reator de leito fixo a remogdo de metil paration foi de
40% com 12 h de tempo de detengdo hidraulica, e 0,5 g glicose/L. Porém, quando a
concentragio de glicose foi duplicada a remogio de metil paration diminuiu para 35%.
Neste reator o pH se manteve na faixa acida 3,4 a 5,2, considerada ideal para os fungos.
Os resultados encontrados mostram a viabilidade dos fungos para remogio desses

pesticidas, considerados persistentes no ambiente.

Palavras-chave: Aspergillus niger, metil paration, atrazina, reatores biologicos, agua.
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ABSTRACT

SAMPAIO, G. M. M. S. (2005) Removal of methyl parathion and atrazine in reactors
with fungi. Thesis (Doctorate) - School of Engineering of Sdo Carlos, University of Sdo

Paulo, Sdao Carlos, 2005.

In this study the removal of methyl parathion was evaluated - insecticide and atrazine -
herbicide present in water, in reactors with fungi. The research was divided in four
stages: operation in batch reactors with methil parathion and micelium fungus, with and
without glucose; toxicity test in plates with Aspergillus niger AN400; operation in batch
reators with the pesticides atrazine and methyl parathion and spore of Aspergillus niger
AN400, with and without glucose; and operation in reactors of fixed bed and ascending
flow. In the first stage the removal of methyl parathion was 97% in reactors without
glucose and 94% in reactors with glucose in 32 days of reaction time. In the operation in
batch with spores, a kinetic model of first order represented very well the speed of
decline of the methyl parathion in this step, in the reactors that contained glucose,
mainly. For the experiments without the glucose addition, the kinetic constant was
0,063 + 0,005 h', and for the experiments with glucose the constant was of 0,162 =
0,014 h'. Tn that way, the glucose addition resulted in increase in the speed of
conversion of the insecticide. In the experimental step with atrazine and spores of
Aspergillus niger AN400, the presence of the primary substratum (glucose) didn't have
influence in the atrazine removal, and the percentile removal lays very close to the
percentile found in the reactors without glucose. The kinetic study, in that step with
atrazine and spores, revealed that for the experiments without the glucose addition, the
value of the speed conversion of atrazine (Rarz,) was 0,023 d'l, and for the experiments
with glucose (Rarzo) was 0,022 d. Therefore, the glucose addition seems not to have
influenced significantly the speed of removal of the herbicide for Aspergillus niger
AN400. The toxicity test demonstrated that methyl parathion and atrazine didn't inhibit
the growth of fungi in the several concentrations, including in high concentrations, that
were tested 60 mg/L and 25 mg/L to methyl parathion and atrazine, respectively. The

reactor of fixed bed got removal of methyl parathion of 40% in 12 hours of detention
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hydraulic, in 0,5 g glicose/L. However, when the glucose concentration was doubled the
removal of methyl parathion decreased to 35%. In this reactor the pH kept in the acid
strip (3,4 - 5,2), considered ideal for the fungi, and conductivity values didn't favor the
hydrolysis of the insecticide. The found results show the viability of the fungi for

removal of those pesticides, considered recalcitrant to the environment.

Key words: Aspergillus niger, methyl parathion, atrazine, biological reactors, water.
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1. INTRODUCAO

A pratica mundial do uso de pesticidas, por longos periodos e de forma abusiva,
tem preocupado as autoridades envolvidas com satde publica e sustentabilidade dos
recursos naturais, em conseqiiéncia da contaminagio ambiental.

O potencial de contaminagdo destes componentes quimicos em aguas e
sedimentos ¢é elevado devido as suas propriedades fisicas e quimicas como solubilidade
e adsorgdo. O fator agravante desta polui¢do €, principalmente, o poder de persisténcia
destes compostos na natureza, formando uma cadeia de transferéncia de seus efeitos
toxicos aos animais e ao ser humano através da ingestdo de agua e alimentos
contaminados.

Os fatores que estdo diretamente relacionados com a persisténcia e toxicidade
desses compostos no ambiente sdo: mobilidade no solo ¢ na dgua, meia-vida no solo e
na agua, freqiiéncia de aplicagdo, condi¢des climaticas e de irrigagio (SUDO et al.
2002).

Segundo a Fundagiio Nacional de Satde, existem no Brasil cerca de 400 principios
ativos utilizados na agricultura, distribuidos em aproximadamente 700 marcas
comerciais. Apesar do grande nimero comercializado, apenas 22 tipos de agrotoxicos
estdo previstos para serem monitorados na Portaria n® 518 de 25/03/2004 do Ministério
da Satde que regula a qualidade de 4gua para consumo humano. Segundo o Sindicato
Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola — SINDAG (2002), os
inseticidas representam 25,9% dos agroquimicos comercializados no Brasil. O mercado
de agroquimicos movimenta US$ 30 bilhdes e o Brasil ¢ o quinto maior consumidor de
pesticidas, e movimenta US$ 2,5 bilhdes, sendo a maior parcela representada pelos
herbicidas tanto no &mbito mundial quanto no Brasil (MACEDO, 2002).

Dentre os Estados nordestinos, o Ceara ocupa o terceiro lugar na comercializagio
de defensivos agricolas (SINDAG, 2002), sendo metil paration o inseticida mais
vendido nesse Estado (RELATORIO TECNICO AGRIPEC, 2000).

O organofosforado metil paration (tiofosfato de dimetil - paranitrofenila) com



concentragio do ingrediente ativo de 600 g/L, ¢ inflamavel e ndo corrosivo. A agdo
sobre o meio ambiente é de curta persisténcia e de pequeno deslocamento. A
intoxicagdo por este organofosforado é devida a inibi¢io da enzima acetilcolinesterase,
permitindo desta forma o acimulo de acetilcolina, que age em nivel de sistema nervoso
central, podendo levar 4 morte por faléncia respiratoria (HERNANDEZ et al. 1998). Seu
uso destina-se a uma variedade de pragas em diversas culturas.

Atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) ¢ um herbicida da
classe dos triazinicos, usada intensivamente no controle de ervas daninhas. Sua estrutura
quimica é representada por um anel triazinico substituido com CI, etilamina e
isopropilamina, a qual a torna recalcitrante para a degradagdo biologica no ambiente
(RITTER, 1990). O mecanismo de agdo ocorre através de inibigdo da fotossintese, por
blogquear o transporte de elétrons na reagio de Hill do fotossistema TI (YANZE
KONTCHOU e GSCHWIND, 1995).

Em muitos paises, incluindo EUA, Canadé, Franga, Espanha e Alemanha tem sido
registrada a presenga de atrazina em aguas superficiais e subterraneas (KRYSOVA et al.
2003), devido a sua baixa adsorgdo as particulas do solo ¢ @ moderada solubilidade em
agua, cerca de 33 mg/L. a 20°C (DI PALMA et al. 2003).

O concentragdo méaxima permitida para atrazina em agua, nos EUA, ¢ de 0,1 pg/L
e segundo a EPA desde 1992 o nivel maximo de contaminagdo ¢ de 3 ug/L (YASSIR et
al. 1999). No Brasil, a Portaria 518 de 25 de margo de 2004 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2004) que estabelece o padrio de potabilidade para consumo humano limita
o valor méaximo em 2 pg de atrazina/L. A legislagio européia restringe a ocorréncia de
pesticida individual em dgua potével em 0,1 pg/L e para um conjunto de pesticidas em
0,5 pg/L (FEAKIN et al. 1994).

Muitas pesquisas tém buscado solugdes para eliminar estes pesticidas por serem
considerados nocivos ao meio ambiente e a saide do homem. Dentre os métodos de
remocio de pesticidas de 4gua existem: degradagdo por radiagio ultravioleta na
presenga de acido himico (SANTOS e REZENDE, 1999), degradagdo utilizando
radiacio gama (LUCHINI et al.1999), adsor¢io com fibras de carvio ativado
(AYRANCI e HODA, 2005; MARTIN-GULLON e FONT, 2001), ozonizagio
catalizada por manganés (MA e GRAHAM, 2000), adsorgéo em argila organica (PAL e
VANJARA, 2001), adsor¢iio em carvio ativado em po (CAMPOS et al. 2000) processo
de nanofiltragio (BOUSSAHEL et al., 2000), fotodegradagio em solugdo de Fe(ClO4)s
e suspensdo de TiO; (KR"(SOVA et al. 2003); peroxidagdo (DI PALMA et al. 2003),



tratamento anddico Fenton (SALTIMIRAS e LEMLEY, 2002). Todos esses métodos de
remogdo sdo de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica e, na maioria das vezes,
podem demandar custos mais elevados, quando comparados aos processos biologicos de
tratamento.

Como a atividade microbiana destaca-se como fator importante na remogio de
compostos quimicos do ambiente, os fungos tém sido empregados, em processos
bioldgicos, para remogdo desses compostos de dificil degradagéo.

Os fungos sdo capazes de reciclar compostos como lignina, celulose, quitina,
melanina e queratina, além de serem altamente versateis no metabolismo de
xenobioticos (PRENAFETA BOLDU, 2002).

Algumas espécies fiingicas sdo bastante empregadas para remogio de compostos
de dificil degradagiio devido a sistemas enzimaticos especificos, tais como: ligninase,
manganés peroxidade, citocromo P450 monoxigenase, entre outros.

Garcia et al. (2000) utilizaram as espécies Aspergillus niger, Aspergillus terreus e
Geotrichum candidum para remogio de compostos fenolicos; Volke-Sepulveda et al.
(2003) estudaram a biodegradagdo de hexadecano, através de processos de fermentagéo,
com Aspergillus niger; Bruce et al. (1995) investigaram a degradagdo de
pentaclorofenol pelas espécies fungicas: Phanerochaete chrisosporyum, Trametes
versicolor e Inonotus dryophilus; Bending et al. (2002) estudaram a degradagio de
pesticidas empregando fungos brancos da madeira.

Considerando a habilidade dos fungos em degradar compostos recalcitrantes, o
uso indiscriminado de pesticidas na agricultura, a escassez de agua de boa qualidade e
os custos da maioria dos processos de natureza fisica e quimica para tratamento de agua,
esta pesquisa teve como principal objetivo investigar a remogdo dos pesticidas: metil
paration e atrazina, em agua, com solugio de nutrientes e cloranfenicol — antibiotico de

largo espectro, através do emprego de reatores biologicos com fungos (RBF).



2. OBJETIVO GERAL

Estudar a capacidade de fungos filamentosos Aspergillus niger ANA400 para
remover metil paration e atrazina de agua sintética, suplementada com glicose e solugéo

de micronutriente, em reatores de bancada em regime de batelada e em fluxo continuo.



3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a toxicidade de metil paration e atrazina ao Aspergillus niger AN400, em

varias concentragdes;

o Verificar o efeito da glicose — fonte primaria de carbono na remogio de metil

paration e atrazina nos reatores em batelada;

e Estimar parAmetros cinéticos aparentes na opera¢do com reatores em batelada;

e Comparar a eficiéncia de remogio de metil paration em reatores em batelada,

empregando fungo nas formas morfologicas micelial e esporulada;

e Estudar a remogiio de metil paration por Aspergillus niger AN400 em reatores de

leito fixo e fluxo ascendente;

e Testar o poder de adsor¢do do meio suporte — manta agulhada de poliamida, aos

pesticidas atrazina e metil paration;

e Avaliar a remogdo de metil paration no reator de leito fixo e fluxo ascendente com

tempo de detengdo hidraulica (TDH) de 12 h.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Pesticidas — Metil paration e Atrazina

Os primeiros pesticidas surgiram nos anos 40, mas somente apos décadas de uso, ¢
que se percebeu o prejuizo que esses compostos traziam aos organismos, inclusive ao
ser humano (MACEDO, 2002).

Raquel Carson em 1962 publicou “Primavera Silenciosa”, sendo esta a primeira
obra a detalhar os efeitos adversos da utilizagio dos pesticidas, iniciando assim, um
debate sobre as implicagdes da atividade humana sobre o ambiente e o custo ambiental
dessa contaminagdo para sociedade.

No Brasil no inicio dos anos 50, os inseticidas fosforados foram introduzidos para
substituirem o DDT, porém esta substituigio veio acompanhada de uma técnica terrivel,
que consistia em mexer as formulagdes com a mdo. Entretanto, quando o trabalhador
realizava tal proeza, com paration, primeiro organofosforado utilizado no Brasil, caia
morto, fulminado; fato este observado em varias regides do pais (HISTORIA DOS
AGROTOXICOS, 2005).

Qutro fato importante foi o uso de um herbicida desfolhante, conhecido como
“agente laranja”, o qual foi utilizado na Guerra do Vietni entre 1954 a 1975, com o
objetivo de acabar com os esconderijos dos soldados vietnamitas na floresta. Tal feito,
ndo consistiu apenas de uma operagio militar aparentemente bem sucedida pelos
americanos, mas sim um desastre ecologico com conseqiiéncias sobre a fauna, a agua
dos rios e dos mares, e sobre o ser humano. O herbicida que compde o agente laranja é
sempre acompanhado de dioxina, que ¢ o composto mais ativo entre os causadores de
deformagdes fetais (HISTORIA DOS AGROTOXICOS, 2005).

Consome-se, no mundo, cerca de duas mil toneladas de agrotoxicos por ano, dos
quais 24% sio consumidos nos EUA, 45% na Europa e 25% no resto do mundo

(GUPTA, 2004).



Ha padroes de qualidade e quantidade para os pesticidas, sendo sua produgio,
comércio e uso dependentes de registro prévio, o qual esta condicionado ao grau de
perigo que o produto representara para o ambiente. Além disso, estes pesticidas s6
podem ser comercializados com rétulos que informem sobre seus perigos, possiveis
efeitos prejudiciais, precaugdes e instrugdes para caso de acidentes. De acordo com a
toxicologia, os agrotoxicos sdo classificados como: CLASSE I — extremamente toxico;
CLASSE II - altamente toxico; CLASSE III — medianamente toxico e CLASSE 1V -
pouco ou muito pouco toxico. De acordo com a dose letal 50 (DL50) sdo classificados
como: Extremamente toxico — DL50 menor ou igual a 5 mg/kg; Altamente toxico —
DL50 entre 5 e 50 mg/kg; Medianamente toxico — DL50 entre 50 e 500 mg/kg; Pouco
toxico — DLSO entre 500 e 5000 mg/kg; Muito pouco toxico — DL50 maior ou igual a
5000 mg/kg (FUNASA, 2002).

De modo geral os pesticidas sdo subdivididos em: inseticidas, herbicidas,
fungicidas, raticidas e fumigantes. Embora a seletividade seja extremamente desejavel,
todos produzem, pelo menos, algum efeito toxico no ser humano (GOODMAN et al.
1987).

Segundo Davila-Vasquez et al. (2005) os pesticidas sio os tnicos produtos
quimicos produzidos para serem deliberadamente toxicos e introduzidos no meio
ambiente. Apenas 5% destes pesticidas reagem com os organismos alvo, o restante se
dissipa no solo, na agua e no ar.

Os residuos de pesticidas quando entram nos agroecossistemas contaminam e
afetam os compartimentos agricolas como: a atmosfera através do processo de
evaporagiio, as aguas superficiais através do escoamento superficial e as aguas
subterrineas por meio de lixiviagdo. Na realidade os pesticidas ndo s6 contaminam,
como também permanecem no ambiente por longo tempo, mesmo depois do desuso,
desencadeando efeito de acumulagio e biomagnificagdo ao longo da cadeia trofica.

Nesta pesquisa os dois pesticidas abordados foram metil paration — inseticida e
atrazina — herbicida. Ambos bastante utilizados no Brasil e no mundo com reflexos
negativos sobre o meio ambiente.

Metil paration (Figura 4.1) pertence a classe dos organofosforados e age por
inibicdo da enzima acetil colinesterase, sendo o sistema nervoso periférico autbnomo, o
primeiro a manifestar sinais de envenenamento, caracterizados por nauseas, suores,

sensagdo de compressio do torax, diarréia, salivagio, miose, edema pulmonar, dores de



cabeca, convulsdes e estado de coma. A inibigdo da enzima é considerada irreversivel

permanecendo integra por até mais de 100 horas (PAIVA E ADAMI, 2002).
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Figura 4.1: Estrutura quimica do Metil Paration
Fonte: International Programme on Chemical Safety (IPSC) — Health e Safety Guide No. 75

Na Tabela 4.1 estdo apresentadas as propriedades fisicas do metil paration.

Tabela 4.1: Propriedades fisicas do metil paration
Propriedades Fisicas

Foérmula Molecular CgH; gNOsPS
Massa Molecular 263,2
Ponto de Fusdo 35a38°C
Ponto de Ebuligio 143°C
Densidade 1,358 g/LL
Pressdo de vapor (20°C) 1,3 mPa
Solubilidade em agua (25°C) 55 — 60 mg/L
Coeficiente de partigio 1,81 a 3,43

Fonte: International Programme on Chemical Safety (IPSC) — Health e Safety Guide No. 75

Metil paration é altamente toxico, tanto por via oral quanto por via dérmica, com
toxicidade Classe I — extremamente toxico. Exerce efeitos toxicos cronicos e agudos,
efeitos sobre a reprodugio, porém efeitos teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos

ainda nio foram relatados. Atinge rapidamente a circulagdo sanguinea, quando
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absorvido por rota dérmica, ou oral alcangando altas concentragdes nos tecidos do
corpo, dentro de 1 a 2 horas (EPA, 1991).

Metil paration ¢ bastante empregado para o controle de insetos, principalmente
durante a colheita do algodiio. Com relagiio aos efeitos ecologicos, ¢ altamente toxico
para os passaros, e invertebrados aquaticos, como Daphnia sp, ¢ moderadamente toxico
para peixes e seus consumidores (EPA, 1991).

No meio ambiente, metil paration é considerado de persisténcia baixa a moderada
com meia-vida de 1 a 30 dias. Sua velocidade de degradagio aumenta com a
temperatura e a exposi¢ao solar. E moderadamente adsorvido pelo solo, mas um de seus
subprodutos — 4-nitrofenol ndo ¢ bem adsorvido, constituindo-se, assim, em um potente
poluidor de aguas subterrneas. A degradagdo de metil paration em agua é considerada
rapida, porém mais lenta em aguas marinhas do que em aguas doces (EPA, 1991).

As principais rotas de dissipagao para metil paration sdo degradagdo microbiana,
fotolise aquosa, hidrolise e incorporagio & materia orgénica do solo. Sua hidrolise €
lenta com meia vida de: 68 dias em pH 5; 40 dias em pH 7 e 33 dias em pH 9 (EPA,
1991).

Atrazina é um composto aromatico heterociclico com nitrogénio substituindo
carbono em trés posigdes (Figura 4.2) ¢ devido a essa substituigao, a degradagdo ¢
significativamente diferente dos compostos aromaticos homociclicos. E um composto
polar, fracamente basico e sua estabilidade pode ser explicada pela configuragdo
eletrdnica do anel heterociclico (JAVARONI, et al. 1999; GU et al. 2003).

I um herbicida seletivo da classe dos triazinicos, classificado como de uso
restrito, devido ao seu grande potencial de contaminagdio de dguas subterrineas. Possui
toxicidade Classe 111 — medianamente toxico e é bastante empregada no controle de
ervas daninhas nas plantagdes de milho, sorgo e abacaxi, entre outros
(INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY (IPSC) — Health e
safety guide No. 47; FUNASA, 2002).
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Figura 4.2 — Estrutura quimica da atrazina
Fonte: International Programme on Chemical Safety (IPSC) — Health ¢ Safety Guide No. 47

Hg 3

Atrazina possui toxicidade aguda de leve a moderada para humanos e outros
animais. As vias de absor¢do sdo oral, dérmica ou por inalagio, ¢ entre os sintomas
estdo dores abdominais, diarréia e vomitos e irritagdo dos olhos e mucosas.

No desenvolvimento de toxicidade cronica os principais 6rgdos envolvidos sdo
figado, coragio, musculos, ovarios, rins e o sistema endocrino. Néo existem relatos de
efeitos sobre a reprodugdio, nem sobre efeitos teratogénicos. Porém, com relagdo aos
efeitos carcinogénicos, existem relatos de tumor mamario em ratas (EPA, 2003). Doses
letais de atrazina em testes com animais tém causado congestdo e ou hemorragias nos
musculos, rins, figado, bago, cérebro e coragdo (STEVENS e SUMNER, 1991).

Com relagiio aos efeitos ecologicos é praticamente ndo toxica para passaros
levemente toxica para peixes e outros organismos aquaticos (EPA, 2003).

Atrazina ¢ um contaminante potencial de aguas devido as suas caracteristicas
como: alto potencial de escoamento, persisténcia no solo, hidrélise lenta, baixa pressio
de vapor, solubilidade em 4gua baixa a moderada, absorgio moderada pela matéria
organica e pela argila (UETA et al. 2002).

No ambiente, é altamente persistente, podendo permanecer no meio por um ano ou
mais (EPA, 2003). Devido ao fato de ndo ser fortemente adsorvida pelo solo, e ser
dotada de meia-vida longa (60 a 100 dias), tem elevado potencial para contaminagdo de
agua subterrinea apesar da moderada solubilidade em agua de 33 mg/L. (PROTZMAN
et al. 1999). A biodegradagio ¢ considerada o processo mais importante de remogéo de
atrazina no meio ambiente e sdo muitos os microrganismos isolados de ecossistemas

aquaticos e do solo capazes de degradar atrazina (EPA, 2003).
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Na Tabela 4.2 estdo apresentadas as principais propriedades fisicas da atrazina.

Tabela 4.2: Propriedades fisicas da atrazina
Propriedades Fisicas

Formula Molecular CsHy14CINs
Massa Molecular 215,98
Ponto de Fusio 173a175°C
Ponto de ebuli¢do 279°C
Densidade 1,358 g/L
Pressio de vapor (20°C) 7.34 x 10 * mm Hg
Solubilidade em dgua (25°C) 33 mg/L
Coeficiente de parti¢io 2,82
Coeficiente de adsorgao 100

Fonte: EPA (2003)

4.2 Estudos sobre remogfio de pesticidas

A grande variedade de pesticidas usada faz com que cada vez torne-se mais dificil
o emprego de métodos de remogdo desses compostos do ambiente. Segundo Asku
(2005) os métodos de tratamento de natureza fotoquimica e quimica sio freqiientemente
ineficientes para remocdo de pesticidas organoclorados sintéticos. Entretanto, frente a
outros tipos de pesticida como os organofosforados e os herbicidas triazinicos esses
métodos tém mostrado resultados mais promissores.

Beltran et al. (1998) avaliaram a degradagio de atrazina e seus subprodutos
dietilatrazina e deisopropilatrazina, em solugdo aquosa, por ozonio e peroxido de
hidrogénio. Os experimentos foram realizados em reatores de vidro com volume de 4 L,
operados em regime de semi-batelada. A concentragdo de alimentagdo de ozdnio foi de
16 mg/L. O reatores foram alimentado com solugdo aquosa de atrazina tamponada e
seus subprodutos na concentragdo de 5 x 10” M e peroxido de hidrogénio de 0 a 0,2 M,
pH 7, temperatura de 20°C. A velocidade de degradagdo de atrazina pelo sistema
03/H,0, foi maxima, quando a concentragio de peroxido de hidrogénio foi de 10° a 10°

M, e dos subprodutos dietilatrazina e deisopropilatrazina, quando a concentragdo de
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peroxido de hidrogénio foi de 107 a 10° M. A importancia da contribui¢do dos radicais
hidroxila, gerados a partir da reagdo entre ozonio e peroxido de hidrogénio, no
mecanismo de oxidagdo, foi deduzida depois de checar o efeito de inibidores — ions
bicarbonato/carbonato, sobre a degradagdo de atrazina e seus subprodutos, e os autores
verificaram que a velocidade de degradagdo diminuia significativamente. Os autores
também concluiram que a relagdo Otima entre O3/H,0, para a completa eliminagio de
atrazina e seus metabolitos foi de 2:6.

Oxidagdo avangada € um processo que gera radicais hidroxila, que possuem
grande capacidade de oxidagfio na degradagfio de micropoluentes orginicos como os
pesticidas, os quais sdo resistentes a degradagio apenas com ozdnio (MA e GRAHAN
2000). S@o varios os processos de oxidagdo avangada, como: UV/H;0, 03/H 0,
UV/TiO,, UV/O;. Entretanto, maior atengdo tem sido dada ao processo de oxidagdo
catalizada por metais devido a sua potencialidade e baixo custo. (MA e GRAHAN,
1997) relataram que a presenga de pequena quantidade de Mn®** (1 mg/L) aumentou
significativamente a oxidagdio de atrazina por ozénio e, a0 mesmo tempo, o 0zdnio
residual presente na solugiio aquosa diminuiu com o aumento da dosagem de Mn?",
sugerindo a possibilidade do mecanismo radicalar como responséavel inicial da oxidagio
da atrazina por ozonio catalizada por Mn>*. Em outro estudo (MA ¢ GRAHAN, 1998)
mostraram que a presenga de pequena quantidade de substdncias himicas (1 mg/L)
acelera a degradagfio de atrazina por oxidagio com ozdnio catalizada por Mn®* porém,
concentragoes elevadas de substincias hiimicas diminuem a velocidade de degradagio
da atrazina. Ma e Grahan (1998) estudaram a influéncia de radicais de varredura
(bicarbonato e terc-butanol) na remogiio de atrazina empregando processo de
ozonizagdo catalizada por manganés, e verificaram que estes radicais tiveram efeito
negativo na oxidagdo da atrazina. O aumento na concentragio de ions bicarbonato
causou redugdo sistematica na degradagdo da atrazina. Efeito de varredura muito maior
ocorreu na presenga do terc-butanol que teve a velocidade de reagdo aumentada com
radicais hidroxila. Este experimento confirma que a degradagdo da atrazina por
ozonizagdo com Mn’" é uma reagio tipicamente radicalar, pois gera radicais hidroxila
que tém elevado potencial de oxidagio sobre a atrazina.

Saltimiras e Lemley (2002) investigaram a eficiéncia de degradagio de atrazina e
seus subprodutos, aplicando método Fenton anddico. O experimento eletroquimico
consistia de duas células eletroliticas conectadas por uma ponte salina com solugio

saturada de cloreto de sodio. Na célula anddica foram colocados 200 mL de solugdo de
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atrazina na concentragdo de 135 uM e eletrodo de ferro e na célula catodica solugdo de
agua deionizada com eletrodo de grafite, a corrente elétrica foi de 0,12 A. Solugéo de
peroxido de hidrogénio a 30% foi bombeada para a célula anodica em velocidade de 0,5
mL/min com o objetivo de manter a relagio Fe’' : H,0, de 1;10. Os resultados
mostraram que a concentragio de atrazina foi rapidamente reduzida a 1 % em 3 min. Os
autores chegaram a conclusdo que o tratamento Fenton anodico é um método promissor
e eficiente para degradar atrazina, sendo assim 1itil como tratamento e pré-tratamento de
agua e esgoto contaminado com este herbicida. A desalquilagdo seguida de descloragio
¢ a principal via de degradagio.

Lichini et al. (1996) estudaram a aplicagio de “’Co para induzir a degradagio de
paration, bem como paraa identificarem os principais produtos da radiolise em metanol.
Os raios gama foram oriundos de um ‘Gammabeam 650’ com atividade de 6,99 x 10"
Bq, a temperatura ambiente. Paration e o correspondente composto marcado foi
preparado em metanol a uma concentragdo de 95 mg/L. e atividade de 1,73 puCi/L. As
doses de irradiagdo a esta solugdo foram de: 0; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10;
15; 20; 30, 40 e 50 kGy, a 3,12 kGy/h. Radiagio de 30 kGy/h degradou
aproximadamente 99% do pesticida e os produtos de degradagdo foram: paraoxon, p-
aminofenol e aminoparation. Em estudo anterior semelhante a esse, apenas com
solvente diferente, no caso agua, a dose necessaria para alcangar o percentual de 99% de
degradagio do paration foi muito menor. O comportamento diferenciado da radiolise do
paration nesses dois solventes indica que a degradacgio do pesticida por raios gama foi
provavelmente devida ao efeito indireto da radiagdo na molécula do pesticida.

Ghauch et al. (2000) investigaram o tratamento de agua contaminada com atrazina
e paration usando processo de degradagao redutiva, cujo agente redutor foi po de ferro
valéncia zero (ZVIP), e detectaram rapido decréscimo dos pesticidas atrazina (1 ppm) e
paration (0,1 ppm) para quantidades indetectaveis em apenas 30 minutos. Ghauch e
Suptil (1999) estudaram a remogio de triazinas (atrazina, simazina e propazina) em
agua empregando o ZVIP e verificaram que, em 60 minutos de contato com o agente
redutor, ocorreu completo desaparecimento das triazinas, concluindo que o uso de ferro
como agente redutor constitui um bom sistema metalico para o tratamento de agua
contaminada com atrazina, simazina e propazina, além de seu baixo custo.

Santos e Rezende (2002) estudaram o comportamento fotoquimico do pesticida
paration etilico em 4gua, na auséncia e presenca de acidos hiimicos. Os experimentos

foram realizados em um reator cilindrico de 400 mL equipado com uma jaqueta de
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quartzo. Para a fonte de luz UV foi utilizada uma lampada de mercirio de média
pressdo (450 W). As solugoes irradiadas foram preparadas na concentragdo de 10 mg
paration etilico/L em tampdo fosfato (0,025 mol/L.) pH 5,50 e 7,25, na auséncia e
presenga de acidos himicos (10 mg/L). As solugdes foram preparadas com agua
deionizada e agua natural de um reservatorio de captagio superficial. O tempo de
realizagio da exposigiio fotoquimica foi de 30 min, sendo retiradas aliquotas de 10 mlL.
nos tempos de 2; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 min. Também foi realizado um experimento
fotoquimico com agua deionizada, sem substancias humicas e as aliquotas de 10 mL
foram retiradas em intervalos de 1 h por um periodo de 8 h de irradiagio. Apos a
irradiagdo, as amostras foram acondicionadas no escuro por 30 dias a 5°C. A
degradagio total do paration ocorreu em 25 e 30 min na auséncia e presenga de acidos
himicos. Os resultados demonstraram que os acidos humicos pouco influenciaram na
velocidade de fotodegradagdo do pesticida. As constantes cinéticas de primeira ordem
foram 0,161 min' e 0,138 min' na presenca ¢ auséncia de acidos hamicos,
respectivamente. No pH de 7,25 a degradagfo total do paration ocorreu em 15 min na
presenga de acidos humicos e em 20 min na auséncia. Demonstrando assim, pouca
influéncia dos dcidos hiimicos. No entanto, os autores verificaram que as constantes de
velocidade de fotodegradagdo em pH 5,50 e 7,25, na auséncia de acidos humicos,
aumentou com o aumento do pH. A velocidade de fotodegradagio aumentou 0,088
unidade quando se passou de pH de 5,50 para 7,25. Porém, quando se acrescentaram
acidos humicos a velocidade aumentou 0,026 unidade e o efeito combinado, do pH e
dos éacidos hamicos foi negligenciavel (0,004 unidade) indicando que ndio existe
correlagdo entre as variaveis. A fotodegradacdo do paration em agua deionizada foi
quase total com 120 min de irradiagdo, quando o comprimento da lampada foi de 11
polegadas, porém com uma limpada de comprimento menor, S5 polegadas, a
fotodegradagio ocorreu em 30 min. Outros experimentos foram realizados, variando o
comprimento de onda, mantendo o pH em 7,25 e na auséncia de 4cidos hiimicos. Com
comprimento de onda de 313 nm a fotodegradagdo foi extremamente lenta quando
comparada com 280 nm. A porcentagem de fotoprodutos formados foi muito pequena,
sugerindo, também a destrui¢do destes, pela radiagio UV.

Chan et al. (2004) estudaram a degradagdo de atrazina por oxidagio fotocatalitica
associada com processo biologico. Na etapa de oxidagdo foram utilizados dioxido de
titAnio e peroxido de hidrogénio em diferentes concentragdes e luz ultravioleta para

degradar 10 mg/L, de atrazina, numa mistura contendo 100 mL. Apds 60 minutos de



irradiagdo com luz ultravioleta e com 30 mMol de H,O, e 150 mg/L, de TiO,, 94% da
atrazina foi degradada e apos 2 h de irradiagiio o acido cianirico passou a ser detectado,
sendo a conversdo de atrazina em acido ciantrico de aproximadamente 80%, ou seja,
dos 10 mg/L, de atrazina foram produzidos 4,9 mg/L, de acido ciantrico. Realizado o
processo de oxidagdo fotocatalitica, foi preparado um meio com pH 7 a 30°C sob
agitagdo de 200 rpm para a biodegradagdo do acido cianurico (4,9 mg/L) pela bactéria S.
Capsulata isolada a partir do solo, capaz de degradar o metabdlito do processo de
fotodegradagio. Os resultados mostraram que, apos nove dias de incubagiio, ocorreu o
desaparecimento completo do acido ciantrico. Os autores concluiram que foram
necessarios 12 dias para a completa mineralizagdo da atrazina, através da combinagio:
oxidagdo fotocatalitica com processo biologico.

Por outro lado, segundo Konstantinou et al. (2000) e Asku (2005), o processo de
tratamento avangado com adsorg@o em carvdo ativado, tem sido considerado o método
mais eficiente para remogdo de pesticidas dissolvidos em solugdes aquosas. De acordo
com Asku (2005), apesar da eficiéncia de remogdo de pesticidas por carvio ativado, este
método apresenta desvantagens por ser muito caro, sendo que a regeneragio do carvio,
tanto quimica quanto térmica, também tem custos elevados, além desta técnica ser
impraticavel em grande escala. Neste contexto, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas
na busca de adsorventes alternativos como: quitina, lodo de esgoto carbonizado, solo,
bagago, casca carbonizada, turfa, casca de arroz, casca de eucalipto. Além de biosor¢éo
com massa microbiana de bactérias, leveduras, fungos filamentosos e algas vivas e
mortas.

Martin-Gullon e Font (2000) investigaram a dindmica de adsor¢dio de carvio
ativado em fibras e granular na remogfio de atrazina. A agua para preparacio da solugio
de atrazina era de origem subterranea e pré-tratada. O aparato experimental consistia de
uma microcoluna com leito de fibra de carvdo ativado e outra com leito de carviio
ativado granular, nos quais a solugdo de atrazina na concentragio de 2,5 pg/L era
bombeada de forma descendente. As amostras eram coletadas a cada 20 minutos de
contato, até alcangar concentragido de 0,1 pg/L. No teste com agua pré-tratada, a
eficiéncia da fibra de carvdo ativado foi sete vezes melhor que o carvio ativado
granular. Apos esse teste, a fim de verificar se a matéria orgéinica presente saturaria a
coluna e influenciaria na adsorgdo de atrazina, a dgua pré-tratadafoi circulada, através
da coluna, por trés dias, somente a agua pré-tratada, a fim de verificar se a matéria

orginica presente saturaria a coluna foi recirculada. Os resultados indicaram que a
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presenga da matéria organica diminuiu a capacidade de adsorgdo tanto da fibra quanto
do carviio granular, sendo mais efetiva com este Gltimo.

Ayranci e Hoda (2005) estudaram a capacidade de fibras de carvio ativado para
remover os pesticidas aldicarb, almetrim, dinoseb e diuron, presentes em agua
deionizada. O processo de adsorgdo seguiu uma cinética de pseudoprimeira ordem e
pseudosegunda ordem, num periodo de 125 minutos. As constantes de velocidade para
ambos modelos cinéticos em ordem decrescente foram: dinosed > ametryn > diurm >
aldicarb. As isotermas de Langmuir e Freundlich a 25°C representaram bem os dados
obtidos no processo de adsorgdo para estes pesticidas.

Kyriakopoulos et al (2005) estudaram a capacidade de adsorgdo das resinas
amberlite tipo XAD-4 (altamente hidrofobica) e XAD-7 (mais hidrofilica) para remover
os herbicidas amitrole, alaclor, trifluralin e prometrim. Para os experimentos de
adsor¢iio os herbicidas foram inicialmente dissolvidos em metanol para, em seguida,
serem preparadas as solugdes aquosas tamponadas em pH 3,0; 5,0 ¢ 6,5, com
concentragio para cada herbicida variando de 200 a 1000 mg/L. As solugdes juntamente
com os adsorventes (0,5 a 1,0 g de peso seco) foram agitados por 4 h até que o
equilibrio fosse atingido. Para cada parimetro: tipo de pesticida, tipo de adsorvente, pH
e temperatura, foram determinadas as variaveis dos modelos de Freundlich e Langmuir.
A resinsa XAD-4 mostrou-se mais eficiente para remover alaclor e prometrin que a
XAD-7 na faixa de pH de 3,0 a 6,5 e temperatura de 15 a 30°C. Entretanto, XAD-7 foi
mais efetiva que XAD-4 a 20 e 30°C para remogdo de amitrole. As duas resinas
mostraram capacidade de adsor¢do similar para remover trifluralin. Em pH 3,0 as
resinas mostraram maior capacidade de adsor¢do para todos os herbicidas estudados.
Porém, o efeito positivo do pH foi mais significante em XAD-7 e amitrole ¢ XAD-4
com trifluralin e alaclor. O efeito da temperatura, nas isotermas de adsorgido, na maioria
das vezes, é que com aumento da temperatura, a adsor¢do diminui. Este efeito foi
observado com as duas resinas e os herbicidas trifluralim e prometrin. Porém, com
alaclor e as duas resinas, e amitrole e a resina XAD-7, o efeito do aumento da
temperatura, aumentou a adsor¢do. Os autores concluiram que a resina XAD-4 ¢ mais
eficiente para os herbicidas hidrofobos alaclor, trifluralim e prometrim, enquanto que, a
resina XAD-7 é preferivel para os herbicidas mais hidrofilicos como amitrole. O efeito
do baixo pH foi positivo na adsorgio em ambas as resinas, revelando o desenvolvimento
de pontes de hidrogénio e interagdes polares entre o herbicida e a interface das resinas.

Finalmente verificaram que o comportamento anormal na adsor¢gio do amitrole e
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alaclor, com relagdo a temperatura, deve ser devido a alta solubilidade desses compostos
em agua.

Pal e Vanjara (2001) avaliaram a capacidade das argilas orgénicas caolin,
montmorilonita e bentonita em remover os pesticidas malation e butaclor de solugdes
aquosas. Os experimentos de adsor¢do foram realizados em erlenmeyer de 250 mL sob
agitagdo, temperatuara constante de 30 + 2°C, pH entre 6,0 a 6,5, por 24 h, com 25 a 50
mg do adsorvente e 50 mL de solugdo aquosa de pesticida. As isotermas de adsorgéo
foram representadas pelo modelo de Freundlich e os valores de Ky (constante de
Freundlich) indicaram elevada capacidade de adsor¢io dos pesticidas as argilas
organicas. Segundo os autores a adsor¢do dos pesticidas foi governada, principalmente,
por interagdes hidrofébicas entre as moléculas dos pesticidas e a superficie hidrofobica
das argilas. A adsor¢do do butaclor foi maior que a do malatiom as argilas organicas,
devido a baixa solubilidade do butaclor e as interagdes hidrofébicas.

Porém, na técnica de adsor¢do em filtros com carvdo, estes sdo rapidamente
saturados e sua eficiéncia para removerem pesticidas diminui com o aumento da
presenga de matéria organica natural. Deste modo, remogdo de pesticidas por
membranas, segundo Boussahel et al. (2000), tem se mostrado, também, como técnica
viavel.

Boussahel et al. (2000) estudaram a remogao de residuos de pesticidas (atrazina e
seus metabolitos desetilatrazina — DEA, simazina, cianazina, isoproturon e diuron) em
agua, usando processo de nanofiltragio (membranas Desal DK e NF200) ¢ também
verificaram a influéncia da matéria organica (acido himico) e da matéria inorganica
(sulfato de calcio e cloreto de calcio) na quantidade de pesticida removida e adsorvida
nas membranas. Os melhores resultados foram obtidos com membranas Desal DK para
todos os pesticidas, com excegdo do diuron, para o qual a pouca remogdo foi explicada
por este composto possuir elevado momento dipolar e molécula linear. Com relagéo a
influéncia da matéria inorganica, um pequeno efeito foi notado no caso da membrana
Desal DK. No entanto, para a NF200 a remogio dos pesticidas aumentou. Por outro
lado, a influéncia do acido himico, na remogdo dos pesticidas foi maior que a da
matéria inorginica, ou seja, um aumento na percentagem de pesticidas adsorvidos na
membrana Desal DK e NF200 foi observado, exceto para o diuron. A influéncia da
matéria inorginica no aumento da remogdo dos pesticidas estudados, exceto diuron,

fundamenta-se na formagéo de macromoléculas.



Nos dltimos anos, devido a persisténcia no ambiente e toxicidade desses
compostos, muita atengdo tem sido dada para se estudar a habilidade dos
microrganismos em metabolizar pesticidas, embora em alguns casos, os produtos do
metabolismo microbiano sejam mais toxicos que os de origem (ASKU, 2005). Na
pesquisa de Katz et al. (2001) o objetivo foi investigar a remogdo de nitrato e atrazina
por Pseudomonas ADP. O meio liquido para crescimento da bactéria foi preparado com
solugio nutriente contendo 15 mg/L, de atrazina. Foi utilizado um reator de leito
fluidizado (RLF) com atrazina como tnica fonte de nitrogénio, citrato como doador de
elétrons e carbono e oxigénio como oxidantes. A concentragdo de atrazina estudada foi
I5 mg/l, em TDH de 12 h e 0,75 h. Depois de uma semana de operagdo o oxigénio foi
substituido por nitrato. Paralelamente, reatores em regime de batelada foram operados
com tempo de reagio de 18 h por 18 dias cuja solugdo de alimentagio continha 15
mg/L, de atrazina, sendo dois reatores operados em condigdes estéreis e dois em
condi¢des ndo estéreis. Os resultados mostraram que a desnitrificagio no reator de leito
fluidizado foi eficiente, alcangando 95% de remogio de nitrato e a remogio de atrazina
foi proxima de 100% no periodo de 20 a 40 dias, depois diminuiu para 10% com 85 dias
e para 25% com 120 dias. No reator em batelada estéril a remogéio de nitrato foi de 90
% e de atrazina proxima a 100%. Porém, no reator ndo estéril até o 11° dia, as remogdes
de atrazina e nitrato tiveram o mesmo padrio alcan¢ado pelo RLF no periodo de 20 a 40
dias. No 14° dia a eficiéncia diminuiu para 10%. Segundo os autores, a queda de
eficiéncia ocorrida nos reatores, foi causada pela contaminagdo por outras bactérias sem
capacidade de remover os compostos em questdo. Deste modo, enquanto ndo havia
ocorrido a contaminagio do reator de leito fluidizado a eficiéncia foi excelente e, apds a
contaminagio do reator ocorreu, queda de eficiéncia que também foi comprovada na
etapa em batelada quando os autores trabalharam em condigdes estéreis e ndo estéreis.

Feakin et al. (1994) estudaram a biodegradacio de atrazina, presente em agua, em
baixas concentragdes. Os biodegradadores da atrazina foram isolados de amostras de
solo, filtro de tratamento de agua, esgoto industrial e reservatorio de agua contendo
atrazina em baixas concentracdes. Foram isoladas 14 espécies de bactérias, sendo oito
Gram positivas e seis Gram negativas. A biodegradagdo da atrazina e simazina foi
avaliada em meio de cultura e em agua superficial, (concentragio de 1 pg/L. dos dois
herbicidas) os quais foram inoculados com as espécies bacterianas isoladas, incubados

por sete dias a 30° C. Somente quatro bactérias foram capazes de degradar atrazina e
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simazina, na referida concentragio, apenas com agua superficial, mas ndo no meio de
cultura.

Cheng et al. (2002) estudaram a remogdo dos xenobidticos: paration, ometoate,
MCPA (4-cloro-2-metil-acido fenoxiacético) e dicamba (3,6-dicloro-2-metil-benzoato)
de agua utilizando terras uimidas construidas consistindo de duas cimaras com as
espécies vegetais Iscacheamun aristanum e Colocasia esculenta. A agua sintética foi
preparada com 2 pg/l. de parathion, 60 pg/l. de omethoate, 2,8 nug/l. de MCPA e 1,5
ng/L. de dicamba. Além dos xenobioticos, foram acrescentados a agua: 0,125 mM de
glicose; 0,02 mM de NayCO;; 0,023 mM de KCI; 0,111 mM de NH4Cl; 0,064 mM de
NaCl; 0,026 mM de KH;PO4 ¢ 0,010 mM de MgSQO4. Apds periodo de adaptagio de
120 dias, as eficiéncias de remogdo de paration e ometoate foram 100%. Porém, para 0s
herbicidas MCPA a descontaminagiio foi menos eficiente, alcangando percentual de
36% e para dicamba ndo houve remogéo.

Gupta et al. (2000) estudaram a degradagdo dos isomeros o, B, vy e & do
hexaclorociclohexano (HCH) pelas bactérias Bacillus circulans e Bacillus brevis
isoladas de solo contaminado com HCH. Verificaram que a concentragdo dos isomeros
o, ¥ e & diminuiram rapidamente em condi¢des aerdbias, alcangando um percentual de
degradagdo superior a 80% com 8 dias de incubagio. O isdmero 5 , o mais recalcitrante,
nas concentragdes de 1 pg/mL e 5 pg/mL foi analisado por um periodo de 28 dias, a
cada intervalo de 7 dias e observou-se que ambas as espécies foram capazes de degrada-
lo, em percentuais de 51,3 e 36,3% para Bacillus circulans e Bacillus brevis,
respectivamente.

Ghosh e Philip (2004) pesquisaram a degradagdo da atrazina sob condigdes
anaerobias em processo de co-metabolismo e na auséncia de fonte externa de carbono e
oxigénio. O esgoto sintético continha uma solugido de nutrientes ¢ 50 mg extrato de
levedura/L. de agua destilada. As concentragdes de dextrose estudadas foram: 150; 300;
500; 1000 e 2000 mg/L e as de atrazina foram: 1; 5; 10 e 15 mg/L.. O lodo anaerobio foi
adaptado por um més ao esgoto sintético. Acidos graxos volateis, alcalinidade, atividade
metanogénica especifica foram investigadas, além da concentra¢do de atrazina. Quatro
reatores denominados R-0; R-1; R-2 e R-3 foram operados, sendo R-0 (controle) e R-1
em regime de batelada seqiiencial, com tempo de reagdo de 5 dias e R-2 e R-3 em
regime de batelada. R-1 possuia um volume de 4 L, foi mantido com 4 g de massa
microbiana/L. expressa em solidos suspensos do licor misto, com esgoto sintético

contendo 150 mg dextrose/L. e 0,5 mg atrazina/L. No segundo dia 20% dos esgotos
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tratados eram substituidos por igual volume de esgoto fresco, e a operagdo durou por 5
dias até completar o ciclo. O mesmo procedimento se repetiu variando a concentragio
de dextrose (150 a 2000 mg/L) e a de atrazina (0,5 a 15 mg/L). R-2 foi operado sem
fonte externa de carbono, mas com nitrogénio como nitrato e R-3 foi operado sem fonte
externa de carbono e nitrogénio, mantendo a mesma concentragdo de massa microbiana
(4 g/L). R-0 sem biomassa para que se pudesse quantificar perda de atrazina por fatores
abioticos. O biossistema degradou a atrazina de 43 a 45%, com 5 dias de tempo de
reagdo, com concentragio inicial de 0,5 mg/l. e com o esgoto contendo 150 mg
dextrose/L.. Com as demais concentragdes de dextrose, ndo ocorreu mudanga
significativa na degradagdo da atrazina. Entretanto, quando a DQO do esgoto foi cerca
de 2000 mg/L, a eficiéncia de remogio diminuiu para 8 a 15%. Nenhum acimulo de
atrazina foi verificado no lodo e nem nos reatores de controle, sendo assim a
biodegradagio, a unica responsavel pela remogdo de atrazina. A velocidade de
degradagdo de atrazina foi melhor em processo de co-metabolismo (R-1) do que na
auséncia de fonte externa de carbono (R-2 e R-3). Porém, foi observado que a
velocidade de degradagio de atrazina foi maior em R-2 do que em R-3. Ndo houve
inibi¢do significativa dos microrganismos, mesmo quando a concentragiio de atrazina
foi de 15 mg/L, e a concentragiio de atrazina ndo afetou a produgio de gis nem a
atividade metanogénica. Contudo, elevado conteido orgénico no esgoto sintético

reduziu a velocidade de degradacao.

4.3 Consideragies sobre fungos

Os fungos sdo considerados biodegradadores eficientes de polimeros de plantas
naturais como lignina e celulose, mas também degradam outros tipos de moléculas
orginicas como: ceras, borrachas (BENNET et al. 2002), fenol, benzeno, tolueno,
xileno e xenobidticos (PRENAFETA-BOLDU, 2002).

Os fungos sdo organismos eucarioticos e heterotroficos, na sua maioria aerébios,
que produzem longos filamentos chamados de hifas cujo conjunto forma uma massa
chamada micélio. Sdo componentes significantes da microflora do solo, vivem também
nos vegetais e na agua. Espalham-se amplamente pela natureza, em conseqiiéncia da

produciio de elementos de disseminagiio — os propagulos, sendo o ar atmosférico uma
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das vias de disseminagdo. Os fungos dispersos pelo ar sdo chamados de anemofilos e os
mais freqiientes das regides do Brasil pertencem aos géneros Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus, Curvularia, Rhodotorula, Candida, Aureobasidium, Fusarium,
Helmithosporium e Trichoderma (BITTON, 1994; TRABUSI, 1999).

No processo de respiragdo dos fungos, em condi¢des aerobias, a via de hexose
monofosfato responde por 30% da glicolise e em condigdes anaerdbias, a via classica
utilizada pelas leveduras é o ciclo de Krebs, que resulta na formagio de piruvato
(TRABUSI, 1999).

Os fungos possuem uma estratégia nutricional tinica, pois suas células secretam
enzimas extracelulares, que quebram moléculas grandes, para que possam ser
absorvidas. S3o considerados decompositores primarios e secundarios dos ciclos
classicos da natureza, sendo a decomposigdo da lignocelulose, provavelmente, o
processo mais simples ¢ mais importante do ciclo do carbono na terra (BENNET et al.
2002).

Os fungos necessitam para seu desenvolvimento, preferencialmente, carboidratos
simples como a glicose, entretanto, outras fontes podem ser utilizadas como sacarose,
maltose e até mesmo, fontes mais complexas como amido e celulose. Na absorgio, de
moléculas que apresentam na sua estrutura anel aromatico, os fungos a fazem
tipicamente por co-metabolismo. Dois sistemas enzimaticos tém sido identificados:
citocromo P450 monoxigenase e lignolitico (PRENAFETA-BOLDU, 2002).

Citocromo P450 monoxigenase ¢ uma familia de enzimas que ocorre em todos os
organismos celulares, e participa do metabolismo de xenobioticos. Sdo hemoproteinas,
induzidas por numerosas substincias apolares e requerem NADPH como cofator para
atividade catalitica (SCHAREF et al. 2000). Reagdes importantes sdo conduzidas por este
sistema enzimatico: adigdo de oxigénio — hidroxilagdo por incorporagio de um atomo de
oxigénio a partir do O,, ao substrato; redugdo do atomo de oxigénio com NADPH,;
epoxidagio; peroxidagdo; desaminacdo; desalogenagio; redugio de grupos nitro, azo,
N-o6xido, peroxido e epoxido; clivagem de ligagdes C-C. Os substratos para este sistema
enziatico, incluem: esteroides, xenobioticos, hidrocarbonetos poliaromaticos,
nitrosaminas, acidos graxos, cetonas, entre outros (GRIFFIN, 1994).

Uma variedade de fungo conhecida como fungos brancos é considerada
biorremediadora de substincias ditas recalcitrantes como herbicidas, inseticidas,
antraquinona, hidrocarbonetos poliaromaticos, biocidas, pentaclorofenol, clorofendis,

cloroguaiacois, cloroligninas, entre outros. Para degradagio destes compostos estas
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espécies produzem as enzimas oxidativas extracelulares lignina peroxidase, lacase e
manganés peroxidase (DAVILA-VAZQUEZ et al. 2005).

Com relagdo as condigdes ambientais, os aspectos fisicos que afetam o
crescimento sdo: temperatura, luz, pressdo hidrostatica e viscosidade (GRIFFIN, 1994).
Os fungos crescem abrangendo ampla faixa de temperatura (0 a 62°C) (PELCZAR et al.
1996). Contudo, a faixa otima para seu desenvolvimento ¢ de 22 a 30° C (PELCZAR et
al. 1996) Os fungos toleram grande variagdo na concentragdo de ions hidrogénio e, de
modo geral, o pH de 5,6 ¢ 6timo para seu desenvolvimento, pois os fungos filamentosos
podem crescer em faixa de pH variando de 1,5 a 11 (TRABUSI, 1999).

Os fungos filamentosos tém assumido papel importante e crescente nos processos
biotecnoldgicos, pois sdo responsaveis por um grande niimero de metabolitos primarios
e secundarios. O mecanismo de crescimento desses fungos, em meio liquido, pode ser
na forma de micélio disperso e pellets compactos, sendo o crescimento na forma de
micélio disperso, significante apenas em culturas estaticas. Biorreatores agitados
lentamente promovem uma condigfio de crescimento excessivo do micélio, provocando
assim problemas operacionais, como diminuigdo da eficiéncia devido ao aumento da
viscosidade e limitagdes de transferéncia de massa (MOREIRA et al. 1996).

Uma das vantagens de se trabalhar com biomassa fingica é que esta pode ser
produzida com baixos custos e de forma relativamente simples por técnicas de
fermentacdao (VIRARAGHAVAN e FU, 2002). _

Esta espécie é conhecida, principalmente, por sua habilidade em produzir enzimas
¢ acidos organicos por fermentagdo (CORAL et al. 2002; EPA, 1997; PAPAGIANNI e
MOO-YOUNG, 2002; PASHOVA et al. 1999), especialmente, acido citrico
(PAPAGIANNI et al. 1999; PAPAGIANNI e MATTEY, 2004). Contudo, muitas
pesquisas na area ambiental tém sido desenvolvidas com essa espécie com resultados
promissores (FACO et al. 2003; GARCIA et al. 2000, GIFFONI, 2000; SA, 1997:
SAMPAIO et al. 2004; SANTAELLA, 1997,1999; SANTOS et al. 2003; RODRIGUES
e SANTAELLA, 2003; RODRIGUES et al. 2004; VASSILEV et al. 1997).

4.4 Estudos sobre o poder de degradaciio dos fungos

Os fungos dos géneros [usarium, Penicilium, Epicocum, Geolrichum e

Trichoderma foram testados por Santaella (1993), em reatores de leito fixo e fluxo
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ascendente, com o objetivo de tratar aguas naturais com cor elevada devido a presenca
de substancias himicas. Dentre os meios suportes estudados como o carvéo ativado e a
manta de poliamida, a manta foi escolhida como melhor opgéio para o reator de fluxo
continuo. A autora concluiu que, com tempo de detengio hidraulica de 20 dias e fonte
primaria de carbono de 0,5 g/L, 80 % das substdncias hiimicas foram removidas por
acdo fungica.

Martirani et al. (1995) estudaram a redugdo do contetdo fendlico e da toxicidade
de efluentes de industria de produgdo de azeite de oliva por fungos lignoliticos
Pleurotus ostreatus e por enzimas do tipo oxidases fendlicas. Micélios de Pleurotus
osfreafus foram incubados para adaptagdo com o efluente em placas contendo: 15 g/L,
de agar; 2,5 g/, de dextrose batata; 0,5 g/L., de extrato de amido; 10 g/L., de maltose e
efluente em concentragdes de até 20%. Logo apds ser inoculado por cinco dias em 250
mL de solugiio com a mesma constitui¢do da anterior, o micélio adaptado foi removido,
filtrado e transferido para 10 amostras de efluente diluidas em até 20% sem a adigdo de
nutrientes, por 100 h. Para os testes com a enzima, foi preparado um extrato seco com
fenol extraido do proprio efluente, o qual foi suspenso em 25 mL de uma solugdo de
acetato de etila. Apds esse procedimento, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL desta
solugdo, e misturada com 0,5 mL de solugdo tampdo de fosfato a pH 6 e a enzima. Os
resultados demonstraram que esta espécie removeu 90% dos fenois do efluente diluido
mesmo na auséncia de nutrientes e em curto periodo de tempo (100 h). Ja a enzima
oxidase fendlica sozinha, apresentou diminuigdes significantes do contefido fenolico,
mas ndo desintoxicou efetivamente o efluente. Isto ocorre, segundo os pesquisadores,
porque alguns dos produtos da oxidagdo enzimatica fenodlica (por exemplo, radicais
fenoxidos) sdo mais toxicos que os compostos fenolicos originais.

Sa (1997), em escala laboratorial, analisou o poder de degradacio das espécies
Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Drechslera sp, na agua residuaria de uma
indistria de laticinio, em duas etapas: operagio em batelada e operagio em fluxo
continuo, utilizando um reator de leito fixo e fluxo ascendente. A autora quando
comparou as duas operagdes concluiu que o processo continuo para tratamento do
efluente da induastria de laticinio foi a melhor opgdo. O experimento mostrou remogio
de 69 % de compostos causadores de DQO para o reator em batelada, com aumento de
amonia e ortofosfato e redug@o dos niveis de sulfato, nitrito e nitrato. O reator de fluxo
continuo apresentou redugdes dos compostos causadores de DQO de 82%, 84%, 81%,

74%, e 49% para os TDH de 31, 21, 11, 5 e 2 horas. Oleos e graxas foram removidos
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com eficiéncia de 90% no TDH de 5 horas. Neste estudo ndo foi verificada remogao
sistematica dos nutrientes: nitrito, nitrato ¢ ortofosfato, e sim uma tendéncia a sintese de
amonia.

Masaphy et al. (1997) estudaram o processo de N-desetilagdio da atrazina com
extrato de células livres de Pleurotus pulmonaris in vitro induzido por Mn**. Esta
espécie desalquila atrazina produzindo desetilatrazina (CAIT), de-propilatrazina e
desetilpropilatrazina. P. Pulmonaris foi incubado em meio liquido com dextrose-batata
com e sem manganés, sob agitagdio, a 28° C. Apds crescimento da espécie as células
foram extraidas por filtragio. Para o ensaio de transformacio de atrazina em CAIT foi
utilizada uma mistura constituida por: extrato de células do fungo, solugdo tampdo
fosfato (pH 6) e atrazina na concentragdo de 116uM, a qual foi incubada por 7 h sob
agitagdo, a 28° C. A produgo de CAIT s6 ocorreu com o extrato de célula do fungo que
foi incubado com manganés, comprovando assim a necessidade deste ion para indugio
de sistemas enzimaticos capazes de promover a transformagio de atrazina em CAIT.

Vassilev et al. (1997) tinham como objetivo avaliar o emprego de Aspergillus
niger, imobilizado em espuma de poliuretano, para tratar efluente de induastria de
extragiio de oleo de oliva (OMW). O experimento foi realizado em batelada (cinco para
cada meio) e trés meios distintos com o efluente da industria, foram estudados:
OMW+N (meio com esgoto e sulfato de aménio), OMW + N + P (meio com esgoto,
sulfato de amonio e fosfato) e OMW + P (meio com esgoto e fosfato). A imobilizagio
da espécie foi feita em meio a base de glicose contendo cubos de espuma de poliuretano
e 3 x 10° esporos de Aspergillus niger/mL. Apos a germinagio dos esporos, os cubos de
poliuretano foram lavados e adicionados aos trés tipos de meio para o processo de
fermentagdo Tanto a imobilizagdo quanto a fermentagio foram conduzidas a 30°C sob
200 rpm. Os autores verificaram que nos reatores com OMW + N + P ocorreu maior
producdao de biomassa, como também melhor remogido de fenol — cerca de 61%.
Segundo os autores, a remocdo de fenol esta diretamente relacionada com a maior
produgdo de biomassa. Os pesquisadores concluiram que a presenga de N e P no meio
estimulou o crescimento do fungo, diminuiu a produgiio de acido e promoveu melhor
remogéo de fenol.

O fungo Lentinula edodes imobilizado em material de poliuretano teve sua
performance avaliada por D’Annibale et al. (1998), com relagdo a biodegradagio de
agua residuaria oriunda da produgio de dleo de oliva; agua esta de extremo poder

poluente, bem como de alta toxicidade devido a presenga de compostos fenolicos. O



experimento foi realizado em trés ciclos de batelada com 300 ml do efluente,
temperatura de 30° C e tempo de detengio de oito dias para cada batelada. A remogao de
carbono orgénico total foi de 73%, 88% e 75% nas trés bateladas, e de fenol de 83,5%,
88,5% e 78,0%. Observou-se também remogdo de cor do efluente. Ndo ha correlagdo
entre a descoloragdo do efluente e a produgiio da enzima manganés peroxidase pela
espécie fungica estudada. Vinciguerra et al. (1995) também, utilizaram a espécie
fungica Lentinus edodes para reduzir as caracteristicas poluidoras de efluentes de
industria de produgdo de azeite de oliva, utilizando um processo ndo otimizado (baixas
concentragdes de co-substrato e auséncia de ar ou oxigénio) a fim de simplificar o
tratamento e diminuir a produgio de biomassa fungica. O inodculo foi obtido pela
permanéncia dos fungos em placa de Petri com meio de cultura Agar Dextrose Batata
por 1 semana a 28°C. Apos este periodo, o indculo foi transferido para erlenmeyers de
250 mL contendo 100 mL de um meio com a seguinte composigio: 5 g/L, de glicose e 2
g/L, de extrato de fermento (DIFCO). O pH do meio foi tamponado em 5,5 com
KH,PO4 e KoHPO4. Apds 4 dias de incubagdo o meio foi homogeneizado. Para os
testes, foi preparada uma solugdo do mesmo meio, na qual foi adicionado o efluente
diluido previamente esterilizado e centrifigado e 5% da solugio homogeneizada do
indculo. As amostras foram incubadas a 30°C, sob agitagiio de 140 rpm por 12 dias. Em
4 dias foram obtidos 75% de redugiio de carbono orginico total, 66% de redugio de
fendis totais e 45% de descoloragéo.

Melago ¢ um dos sub-produtos mais importantes formados na produgéo de etanol.
E um poluente potencial das aguas, por colorir rios e reduzir a oxigenagio das aguas,
chegando a possuir DQO de 90000 mg/L. Fitz Gibbon et al. (1998) estudaram o efeito
do acido galico, do acido vanilico e do melago na biorremediagdo de agua residuaria de
destilaria por acdo dos fungos Geotrichum candidum, Coriolus versicolor,
Phanerochaete chrysosporium e Mycélia sterilia. Foram preparadas Placas de Petri com
meio de cultura Saboraud (pH 5) contendo os acidos galico e vanilico (concentragio
final de 100 mM) e com o melago (0 a 100% v/v) para realizagio do experimento.
Todas as placas foram inoculadas com discos de 5 mm de cada fungo no agar. As placas
inoculadas foram incubadas em temperatura de 30 a 37°C por 5 dias. Os resultados
mostraram que todos os fungos estudados tiveram seu crescimento inibido pela presenga
do 4acido galico e do acido vanilico, exceto a espécie Geofrichum candidum. Esta
espécie e a espécie Phanerochaete chrysosporium tiveram sua taxa de crescimento

aumentada por aumento da concentragiio de melago (acima de 50% v/v) e apresentaram
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remogdo de 53% de cor depois de 10 dias de incubagdo. Entretanto, Coriolus versicolor
e Mycelia sterilia foram inibidos quando a concentragéio de melago ficou em torno de
5% (vIv).

Knapp e Newby (1999) estudaram a utilizagdo de fungos brancos da madeira para
tratar efluente da indastria quimica contendo um diazo altamente colorido (nitrated
stilbene sulfhonic acid). Os fungos foram cultivados em meio com extrato de malte por
7 dias a 27°C. Depois desse periodo o meio foi assepticamente removido e substituido
por um meio limitado de nitrogénio, contendo o efluente apropriadamente diluido. A
descoloragédo do efluente foi avaliada por monitoramento da absorbancia a 390 nm. As
amostras de efluente foram diluidas em tampdo de fosfato de sddio para ficarem com
essa absorbancia. Doze espécies fungicas testadas reduziram a coloragio do efluente em
mais de 80% com 14 a 18 dias de incubagfo. Entretanto, com 3 a 4 dias se alcangou
redugio da cor em torno de 60% a 70%. Os autores avaliaram que a descoloragio foi
um processo degradativo, visto que pouca cor ficou absorvida no micélio fungico.
Porém, a habilidade de reduzir a coloragio com minima produgdo de pigmento
vermelho ficou restrita a quatro espécies: Phanerochaete chrysosporium, Coriolus
versicolor, Piptoporus betulinus e Pleurotus ostreatus. Os resultados obtidos com estas
quatro espécies mostraram que Phanerochaete chrysosporium e Coriolus versicolor,
reduziram o pH do meio tampéo de 7,8 para 4,0 a 4,4; Pleurotus ostreatus reduziu para
5,5 a 6,0 e Piptoporus betulinus reduziu para 2,0 a 2,2. O manganés (Mn*"), conhecido
por ser capaz de regular a atividade de enzimas lignoliticas produzidas pelos fungos, foi
adicionado ao meio em concentragdes de 5, 10, 20 e 40 mg/L, a fim de se verificar que
influéncia teria no processo de remogdo de cor pelos fungos. Concluiram que nenhuma
das quatro espécies testadas reduziu a cor devido a presenga de Mn*". O estudo permitiu
concluir que os fungos brancos da madeira sdo promissores no processo de descoloragio
de aguas residuarias concentradas da inddstria quimica.

O efluente resultante do branqueamento do algoddo possui cor semelhante ao
efluente da induastria de papel. A remogdo da cor deste efluente ¢ muito dificil em
sistemas convencionais de tratamento de esgoto. Zhang, Knapp e Tapley (1999)
estudaram a descoloragdo do efluente do processo de branqueamento do algoddo
empregando fungos brancos da madeira, onde a atividade de descolorir foi ideal na
temperatura de 27°C, concentragdo de glicose de 5 g/L, pH de aproximadamente 5, mas
a descoloragiio também foi muito boa em pH 4, e periodo de 3 a 4 dias de incubagiio. Os

resultados mostraram remogio de 70% de cor, porém, apenas uma pequena parte da
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DQO foi removida. O estudo também mostrou que foi necessaria glicose como fonte de
carbono para manter a atividade da enzima manganés-peroxidase no processo de
descoloragao, entretanto a adigio de NH," inibe este processo.

Kauffmann et al. (1999) reportaram a remogido de fendis de agua residuaria
sintética com uso peroxidase da espécie fungica Coprinus cinereus e H,0,. Fenois,
H,0; e a enzima da espécie fiingica foram misturados em 10 mM de solugio tampao de
fosfato para produzir uma solugio de fenol de 0,1 mg/mL, 1 mM de H,0, e 1 U ml” da
enzima. A mistura foi incubada em frascos erlenmeyers por 3 h a 25°C sem a presenga
de luz. O precipitado formado foi removido por centrifugagio, sendo o sobrenadante
analisado com relagdo a fendis. Os pesquisadores verificaram que em pH neutro e
aumentando a concentragio de HyO, de 1 para 1,5 mM a remogio de fendis atingiu
99%.

Kim e Shoda (1999) estudaram simultaneamente a descolora¢io do melago e do
corante antraquinona pela espécie fungica Geotrichum candidum. A espécie foi
cultivada em meio agar dextrose fosfato por 6 dias a 30°C. O melago utilizado possuia
aproximadamente 33% de sacarose, 6,5% de glicose, 7,5% de fiutose e 0,57 g/kg, de
nitrogénio Kjeldahl e foi diluido para 40 a 50 g/I.. Nesta dilui¢fio foram adicionados 20
g/L, de glicose; 0,5 g/L, de tartarato de antimdnio; 1 g/L, de hidrogeno fosfato de
potassio e 0,5 g/L, de sulfato de magnésio heptahidratado. Foram misturados a 120 rpm
e 30°C 5ml da suspensio de esporos, cerca de 107 unidades formadoras de colonia, com
150 ml de meio melago a fim de se verificar o processo de descoloragio. O grau de
descoloragdo do melago foi de 87% com 12 dias de incubagiio e a taxa maxima de
descoloragdo do corante na cultura bruta foi obtida com 7 dias.

Robles et al. (2000) tiveram com seu estudo o proposito de avaliar a capacidade
de sete tipos de fungos da espécie Penicilium ssp. (P1, P2 P3, P4, PS5, P6 e P7), isolados
de lagoas de disposigdo de efluentes de industria de produgio de azeite de oliva, na
reducdo de carga orgdnica e do contetido fendlico destes efluentes, tendo sido avaliada
também a capacidade de crescimento das espécies. A obtengdo dos esporos foi realizada
pelo cultivo das espécies, a 28°C, em um meio contendo: 5 g/, de peptona; 3 g/L, de
extrato de malte; 3 g/L, de extrato de amido; 10 g/L, de glicose e 17 g/L, de agar. Em
seguida, frascos erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL do efluente foram inoculados
com I mL de esporos em solugdo salina estéril, de forma a obter uma concentragao final
de 1,0 x 10° esporos/mL. Os ensaios foram realizados em mesa agitadora, sob rotagio

de 120 rpm. Os pesquisadores observaram que todas as espécies cresceram efetivamente
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no meio em questdo, formando uma pelicula que cobria a superficie do liquido.
Contudo, o melhor resuliado foi obtido com a espécie P4 que forneceu 21,50 g (peso
seco) de biomassa por litro de dgua residuaria ndo diluida apos 20 dias de incubagio.
Esta espécie também apresentou melhor redugdo da carga organica (60,75%) e do
contetido fendlico do meio (54,50%). Ocorreu elevagdo do pH, em relagdo ao inicial
com todas as espécies estudadas, ficando a variagdo entre 6,22 e 7,62.

Garcia et al. (2000) estudaram a remogiio de compostos fendlicos presentes em
efluentes de industria de oleo de oliva, empregando os fungos Phanerochacte
chrysosporium, Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Geotrichum candidum.
Inicialmente, estes fungos foram colocados para crescer em meio sintético por 48 h,
com 40 g glicose/L, 5 g de peptona de caseina/L, 5 g de peptona de malte/l. e pH
ajustado em 7,3. Em seguida as espécies fingicas foram adaptadas ao efluente por 48 h,
a 26°C sob agitagiio de 200 rpm. O processo de fermentagéio entre o efluente e cada
fungo, foi realizado em reator de 5 L, sob agitagiio de 500 rpm, pH ajustado entre 4,5 e
6,5 a 26°C em condigOes estéreis. As variaveis investigadas foram DQO, SSV,
concentragdo de fenois e de orto-difenol. A espécie Phanerochaete chrysosporium
removeu 75% de DQO, 90% de fenois totais e 100% de orto-difenol. Aspergillus niger
removeu 73% de DQO, 76% de tenois totais e 82% de orto-difenol. Aspergillus terreus
removeu 63% de DQO, 64% de fendis totais e 76% de orto-difenol. Geofrichum
candidum ndo promoveu remocgao de fenois totais nem de orto-difenol, mas a remogio
de DQO foi de 46%. Com relagio a SSV o percentual de remogéo foi de 60%, 53%,
66% e 55% para Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger, Aspergillus terreus e
Geotrichum candidum, respectivamente. As fermentagoes seguiram o modelo de Monod
e as constantes cinéticas determinadas foram |y igual a 0,06; 0,09 e 0,09 h’ para
Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus niger e Aspergillus terreus, respectivamente
e Ks (DQO) de 4000 mg/L; 18000 mg/L. e 1200 mg/l. para Phanerochacete
chrysosporium, Aspergillus niger e Aspergillus ferreus, respectivamente. A taxa de
crescimento celular (Yws pgo) foi de 0,31 mg/mg; 0,26 mg/mg e 0,49 mg/mg,
respectivamente. A relagiio de fenois removido por mg de microrganismo gerado (Epx)
foi de 0,055 para Phanerochaete chrysosporium; 0,061 para Aspergillus niger e 0,031
para Aspergillus terreus. Os autores concluiram que a melhor resposta encontrada em
relagio a4 remogdo de fendis e ao crescimento celular seguiram a seguinte ordem:

Phanerochaete chrysosporium > Aspergillus niger > Aspergillus terreus.
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Giffoni (2000) estudou, em escala laboratorial, quatro reatores biologicos de leito
fixo e fluxo ascendente, tendo manta agulhada de poliamida como meio suporte, para o
tratamento de 4gua residuéria sintética de laticinios. O processo foi continuo e os TDH
testados foram 2,5 e 5 h. Dois dos reatores foram inoculados com fungos e tiveram seus
afluentes acidificados, com o intuito de minimizar a proliferagdo bacteriana. Outro foi
misto com fungos e bactérias e no quarto reator buscou-se condigdo anaerobia. Os
pardmetros utilizados para avaliar o desempenho dos reatores foram: solidos totais,
solidos totais fixos, solidos totais volateis, DQO, pH, nitrato, nitrito, fosforo total e
amonia. Os melhores resultados foram conseguidos com os reatores com fungos com
eficiéncia de remogio de 68% para DQO e 62% para nitrogénio inorgénico no TDH de
2,5 h. Para o TDH de 5 h a remogio de DQO foi de 61%. O reator misto obteve
aproximadamente 80% de remogdo de nitrogénio inorgdnico com 5 h de detengdo
hidraulica. Nenhum dos reatores apresentou remogdes consideraveis dos nutrientes
fosforo total e sulfato.

Rao e Viraraghavan (2002) investigaram o uso de células de Aspergillus niger
para remogdo de fenois de solugdes aquosas em concentragdes de 1000 pg/L. A espécie
foi inoculada em um meio contendo dextrose (20 g/L); peptona (10 g/L) e extrato de
levedura (3 g/L.) em agua deionizada. O meio foi mantido em temperatura de 21 + 1°C,
e apos 2 dias, foi observado o crescimento dos fungos. Apos um periodo de crescimento
de quatro dias, a biomassa foi filtrada em peneiras de 150 pm e lavada com agua
deionizada. Para os experimentos, foram preparados cinco frascos erlenmeyers
diferentes, nos quais procurou-se fazer um estudo da influéncia do pH na remogio dos
fenois. Os valores de pH foram ajustados inicialmente a 2, 4, 6, 8 e 10, em cada frasco,
separadamente. A dosagem da biomassa nos frascos foi de 0,2 g/L. e o pH era ajustado
com acido sulftirico 0.5 M ou hidroxido de sodio 1 M. Os frascos foram mantidos em
mesa agitadora a 125 rpm, ¢ eram retirados em intervalos de tempo determinados (30
horas). A remogido maxima de fenol foi observada em pH 5,1 com a biomassa tratada
com acido sulfurico (aproximadamente 66% de fenol removido em uma solugido de
concentragdo inicial de 1000 pg/L).

Prenafeta-Bolda (2002) estudaram o isolamento e crescimento de fungos em
hidrocarbonetos aromaticos volateis utilizando tolueno como unica fonte de carbono e
energia. Trés técnicas de enriquecimento foram utilizadas: cultura em meio solido, em

meio liquido e biofiltro de ar. As fontes de indculo foram: solos poluidos com BTEX
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(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno); solo de posto de gasolina e agua contaminada
com BTEX. Cinco espécies de fungo foram selecionadas: Ladophialophora sp MYA —
2335 (T1), Ladophialophora sp MYA — 2336 (T2), Pseudeurotium zonatum MYA —
2337 (T3), Exophiala sp (T4) e Leptodontidium sp (T5). Para verificar o crescimento
das espécies em meio com tolueno, foi empregada uma cultura submersa estatica, e
entre 5 e 10 dias houve completa deple¢do do tolueno.

Aggelis et al. (2002) observaram o crescimento de oito espécies de fungos brancos
(Abortiporus biennis, Dichomitus squalens, [nonotus hispidus, lrpex lacteus, Lentinus
tigrinus, Panellus stipticus, Pleurotus ostreatus e Trameles hirsuta) em efluentes de
industria de produgfo de azeite de oliva, durante um més. Objetivava-se a comparagio
da atividade enzimatica relativa das espécies, bem como a capacidade da redugiio dos
compostos fendlicos e da descoloragio do efluente. Antes do tratamento biologico, a
agua residuaria era diluida a 50% com agua destilada, ajustada a pH 6 com H3PO4 (85%
v/v), centrifugada por 5 minutos e esterilizada (121°C, 1,2 atm, 20 min). Os fungos
foram incubados em meio de cultura solido constituido por agar (1,6% peso/volume) e
dgua residuaria. Logo apos, foram removidos e serviram como inoculo para meio de
cultura liquido, constituido de agar e 100 ml. de agua residuaria. Apos um més, em
intervalos de tempo regulares, os frascos eram desmontados, o micélio removido,
filtrado a vacuo, seco (80°C) e pesado. Todas as espécies estudadas apresentaram bom
crescimento, sendo que a espécie Pleurotus ostreatus apresentou maior produgdo de
biomassa (94.1 + 42 mg/L em um més). Os pesquisadores observaram que os
compostos fenolicos foram eficientemente reduzidos por: Pleurotus ostreatus (52%) e
Abortiporus biennis (55%), seguidas por Panellus stipticus (42%) e Dichomitus
squalens (36%), mas somente Pleurotus ostreatus obteve boa eficiéncia de descoloragao
do efluente (49%).

A pesquisa realizada por Bending et al. (2002), tinha como objetivo avaliar a
habilidade de fungos brancos em degradar pesticidas monoaromaticos através de seu
sistema enzimatico lignolitico. Os pesticidas empregados foram metalaxil, atrazina,
terbutilazina e diuron na concentragido de 10 mg/L. Todos foram incubados em placas
de Petri com meio nutriente e inoculados com culturas fiingicas por 42 dias. Passado
esse periodo, foi preparado um meio liquido com o material das placas para
quantificagdo dos pesticidas por cromatografia liquida. Dentre as espécies flingicas
estudadas, Coriolus versicolor degradou 56% de metalaxil e Sterewum hirsutum degradou

apenas 35%, Phanerochaeta velutina e Pleurotus osireatus foram capazes de degradar
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apenas 10% do metalaxil, enquanto Flammulina velupifes nio mostrou nenhum
percentual de degradagio. Hypholoma fasciculare e Stereum hirsutum foram capazes de
degradar 88% de terbutilazina e Coriolus versicolor degradou 86,2% de atrazina e
degradou quase completamente o diuron. Hypholoma fasciculare, Stereum hirsutum e
Agrocybe semiobicularis foram degradadores efetivos de diuron alcangando percentuais
de 80%. Os autores concluiram que os fungos brancos possuem capacidade de degradar
diferentes grupos de pesticidas, apesar de ndo conhecerem claramente os mecanismos
envolvidos, mas acreditam que estejam relacionados com o potencial lignolitico.

Em 2002, Blanquez et al, investigaram a capacidade de degradacio e
descoloragdo do efluente de industria de produgdo de azeite de oliva, utilizando a
espécie fungica Phanerochaete flavido-alba. A descoloragido obtida foi de 70%,
enquanto a redugdo da toxicidade do efluente foi superior a esta taxa (70,2 + 3,1%).
Segundo os pesquisadores, é possivel trabalhar com a espécie estudada em reatores
biologicos de escala industrial, dada a capacidade desta em reduzir os compostos
fendlicos presentes neste efluente.

Kapdan e Kargi (2002) empregaram a espécie fungica Coriolus versicolor, para
descoloragio do corante téxtil “Everzol Turquoise Blue G”, ftalocianina, em reator
biologico de contato com rotagdo (Biodiscos). Parametros de operagdo como: tipo de
disco empregado como meio suporte, velocidade rotacional (10 a 40 rpm), concentragdo
de glicose (5 a 10 g/L) e concentragio de corante (50 a 500 mg/L) foram considerados.
O reator foi operado em batelada com tempo de reagio de 48 h, temperatura de 28°C ¢
pH entre 4,5 ¢ 5,0. O sistema foi monitorado através das determinagtes de carbono
organico total (COT), concentragio de glicose e concentragio de corante. A
concentragdo de glicose teve forte efeito na descoloragdio do corante pelo fungo
Coriolus versicolor. O fungo quando foi cultivado na concentragio de 10 g/L, de
glicose, resultou em melhor crescimento e em maior eficiéncia de descoloragio, quando
comparada com a eficiéncia obtida com 5 g/L. O estudo revelou que a diminuigdo na
concentragdo de glicose para 2 g/L causou crescimento insuficiente € perda da atividade
fingica, levando ao decréscimo na eficiéncia de remogéo de cor. Com relagéo ao efeito
da velocidade rotacional, encontrou-se melhor remogdo entre 30 e 40 rpm (75%),
enquanto que entre 10 e 20 rpm a remogéo de cor foi de apenas 35%. A velocidade
rotacional também teve influéncia sobre a remogdo de COT, cujas remogdes foram de

65% e 80% para 20 e 40 rpm, respectivamente. Concentragdes de corante entre 50 e
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200 mg/L, proporcionaram percentual de descoloragdo da dgua de aproximadamente
80% que diminuiu para 33% com concentragio de 500 mg/L, de corante.

A habilidade de espécies Pleurotus spp. para degradagio de compostos fenolicos
presentes em efluentes de indistria de produgido de azeite de oliva foi estudada por
Tsioulpas et al. (2002). Os pesquisadores visaram, em particular, a atividade da enzima
oxidase fenolica (lacase) destas espécies. A fim de determinar a concentragio maxima
do efluente na qual o crescimento das espécies ndo era afetado, foram realizados ensaios
em placas, contendo: as espécies previamente cultivadas, 10 mL de solugdo estéril do
efluente diluido (10%, 25%, 50%, 75% e 100% (v/v)) e 10% (v/v) de agar. A densidade
de micélio, estimada qualitativamente, foi mais elevada na placa com dilui¢io de 75%.
Observou-se, nesta mesma diluigio, descoloragio progressiva do meio, bem como
maior atividade de enzima lacase. Os demais ensaios foram realizados a 110 rpm em
mesa agitadora, em frascos conicos de 250 mL contendo: 50 mL do efluente esterilizado
e diluido a 75% e 10 discos de 6 mm de didmetro previamente colonizados
uniformemente pelas espécies. Com a pesquisa, concluiram que a espécie tem
capacidade para crescer e remover fenois do efluente mesmo sem adigéo de nutrientes.
Com diluigio de 75% o crescimento da espécie foi acompanhado de uma elevada
atividade da enzima lacase, responsavel pela degradagdo fendlica que ficou entre 69 ¢
76%. A menor concentragio de fenol e a mais significativa descoloragiio do efluente foi
atingida apos um periodo de 12 a 15 dias.

O principal objetivo da pesquisa realizada por Bollag et al. (2003) foi investigar a
transformagiio enzimatica de clorofenois pela espécie fungica Trametes vilosa. Os
clorofenois utilizados no estudo foram: 4-clorofenol, 2 4-diclorofenol e 2, 4, 6-
triclorofenol, em solugtes aquosas de concentragdo 0,5 mM. As solugdes, em triplicada,
foram incubadas a 25°C por 24 h com a enzima lacase das espécies fungicas (2 ou 4
unidades de enzima ativa) em 10,0 mL de solugdo tampdo 0,2 mM de fostato a pH 7.
Experimentos com diferentes concentragoes do substrato (0,1 a 1 mM), em misturas
binarias e terciarias, foram também realizados. Os resultados demonstraram que
enzimas, como a lacase, sdo capazes de oxidar clorofendis isolados ou em mistura,
embora tenha ocorrido uma ligeira redugio na atividade catalitica se mais de um
clorofenol estivesse presente.

Volke-Sepulveda et al. (2003) avaliaram a biodegradagio de hexadecano por
Aspergillus niger através de fermentagdo em meio de cultura liquido e em meio de

cultura solido. Foram testadas, no meio liquido, concentragdes de hexadecano de 45, 90,
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135 e 180 g/L e no meio solido, concentragoes de 20, 40, 60 e 80 g/L.. Verificaram que o
crescimento de A. niger foi consideravelmente maior em meio solido do que em meio
liquido e o consumo de hexadecano, também, foi maior em meio solido. Contudo, 0
maior consumo (100 %) foi obtido com a menor concentragio de hexadecano (45 g/L.),
em 31 dias de cultura. Segundo os autores um suplemento de nitrogénio e fosforo teria
favorecido resultados similares para as maiores concentragdes de hexadecano estudadas.
Ainda segundo os autores, a razdo para a mineralizagdo incompleta do hexadecano no
meio, pode ter sido a limitagdo de oxigénio. A velocidade maxima de produgdo de
biomassa, também foi maior (39 vezes) no meio solido. Concluindo, dessa forma, que a
degradagio de hexadecano por fungos foi melhor quando estes foram cultivados em
meio solido.

Dias et al (2003) avaliaram o desempenho de um sistema enzimatico nio
lignolitico, claramente dominado por atividade de lacase, secretado por fungos
mesofilicos brancos (denominado Euc-1) durante a biodegradacido de efluentes. Os
autores compararam a taxa de descoloragio e de degradagiio de compostos fenolicos do
efluente por estes fungos, com o da espécie Phanerochaete chrysosporium, uma espécie
tipicamente lignolitica pouco produtora de lacase. Foram preparadas culturas solidas
constituidas de dois diferentes tipos de meio: um contendo agar (15% p/v) e um outro
rico em nutrientes com 3,9% p/v de agar dextrose batata. Os experimentos foram feitos
em triplicada, tendo sido usados em cada um 15 mL do efluente em diluigoes de 20%,
40%, 60% e 80%. A incubagdo foi realizada a 35°C para Phanerochaete
chrysosporium e a 28°C para Euc-1. O crescimento e a descoloragio foram
periodicamente analisados por inspergdo visual. Na diluigdo de 20% ocorreu a melhor
descoloragao, e portanto esta foi escolhida para os ensaios subseglientes. A massa
flingica cultivada foi inoculada a 28°C, por 24 dias, em frascos erlenmeyers de 250 mL,
contendo 100 mL de um meio com a seguinte constituigdo: efluente (20% de diluig¢éo),
10 g/L., de glicose; 2,2 g/L, de tartarato de amodnia; 1,0 g/L, de KH,POy; 0,26 g/L, de
NaH,POy; 0,5 g/L, de MgSO..7H,0; 2,9 g/L, de acido 2,2-dimetilsucinico; 1,0 mg/L, de
CuS04.5H;0; 74,0 mg/L,, de CaCl,.2H,0; 6,0 mg/L, de ZnS0O,.7H,0; 5,0 mg/L, de
FeSO4.7H,0; 5,0 mg/l., de MnSO4.4H,0; 1,0 mg/L,, de CoCl,.6H,O e 0,5 mL de
solugdo de vitaminas. O meio foi ajustado em pH 4,5 com NaOH 2 M. O sistema
enzimatico excretado por Euc-1 apresentou melhor descoloragdo do efluente que a
espécie Phanerochaete chrysosporium, cuja principal enzima ¢ a lignina peroxidase, e

removeu 90% de fendis, 73% de cor e 45% de DQO. Além disso, segundo os autores as
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enzimas peroxidases requerem peroxido de hidrogénio como substrato, que ¢é
relativamente caro, sendo esta uma desvantagem em relagéo as lacases.

Em sua pesquisa, Oliveira et al. (2004) objetivavam encontrar fungos capazes de
degradar fenois presentes em efluentes de refinarias de petroleo com espécies presentes
neste mesmo meio. Para a selecio das espécies, foi realizada uma caracterizago
microbiologica do efluente da refinaria Lubrificantes e Derivados de Petroleo do
Nordeste (LUBNOR)/Petrobras-CE. Os fungos presentes foram entdo identificados e
produzidos em larga escala a fim de serem utilizados em reatores. Na pesquisa, foi
utilizado um efluente sintético com as caracteristicas semelhantes as do efluente final da
indastria. Tal efluente possuia a seguinte composigio: KH,PO4 (400 mg/L), KoHPO4
(400 mg/L); MgSO, (400 g/L); NaCl (300 mg/L); CaCl, (50 mg/L); Sacarose (1000
mg/L) e fenol (50 mg/L). Dezoito frascos de vidro com capacidade para 3 L foram
usados como reatores. Foram montados lotes de dois reatores, um que recebia 1,5 L de
efluente sintético e 25 mL de meio de cultura, e outro que recebia apenas o efluente
sintético e servia como controle. Os reatores foram operados em nove tempos de
desmonte (1, 2, 3, 6, 11, 15, 20, 26 e 34 dias), apos os quais um par de reatores era
desmontado para a determinagdo de pardmetros fisico-quimicos e microbiologicos. O
resultado da caraterizagdo microbiologica do efluente industrial mostrou que a espécie
presente no tanque de equalizagdo da empresa pertencia ao género Candida. No entanto,
segundo os pesquisadores, outras espécies poderiam ter sido isoladas, caso ocorressem
algumas modificagdes nas condigdes de cultivo. Em somente dois dias, a taxa de
degradagdo de fendis atingiu valores acima de 0,17 mg de fenol/CFU(unidade
formadora de colénia fingica).dia. Pelos resultados obtidos, concluiu-se que ha, no
efluente estudado, fungos capazes de remover fenois presentes em aguas residuarias.

Sampaio et al. (2004) estudaram em escala laboratorial, um sistema continuo
constituido por um reator de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB), seguido por
um reator biologico com fungos (RBF), para tratamento de agua residuaria de uma
industria de beneficiamento de castanha de caju. O sistema continuo foi alimentado por
um periodo de 60 dias, e teve como objetivo verificar seu desempenho na remogio de
compostos causadores de DQO, nitrato, amonia e ortofosfato. O reator UASB
apresentou eficiéncia média de remocio de DQO de 72%; 68% e 68% para os tempos
de detengdo hidraulica (TDH) de 12 h; 10 h e 8 h, respectivamente. Com rela¢do aos
SST, a remogdo média foi de aproximadamente 78% para os TDH de 12 ¢ 10 h e de

74% para 8 h de tempo de detengdo hidraulica. O RBF mostrou-se viavel ao pos-



tratamento do efluente do reator UASB, removendo compostos causadores de DQO
com eficiéncias de 84%; 74% e 61% para os TDH de 4 h; 2 h e 1 h, respectivamente. O
sistema UASB-RBF teve como melhor remogido de DQO, um percentual de 95 % para
14 h de tempo de detengdo hidraulica, sendo 10 h no reator UASB e 4 h no RBF. A
remogao de nitrato foi eficiente, porém houve pouca eficiéncia na remogio de amonia e
ortofosfato, devido a oscilagdes entre sintese e remogao ocorridas nos reatores.

Denizli et al. (2004) estudaram o uso fungo Phanerochaete chrysosporium para
remogdo de fendis e clorofenois (o-clorofenol, p-clorofenol e 2,4,6 triclorofenol) de
solugdes aquosas. Na pesquisa, foram verificados os efeitos das concentragdes iniciais
de fendis e clorofendis e do pH, na taxa e capacidade de adsorsio desses compostos pela
espécie fingica. Com este proposito, solugdes de fenodis e clorofendis com varias
concentragdes (variando de 25 a 1000 mg/L), foram tratadas com a biomassa (50 mg)
em diferentes valores de pH (2,0 a 8,0). Com os resultados, verificou-se que a adsor¢do
dos poluentes nas paredes do micélio fungico foi claramente dependente do pH,
aumentando quando ocorre aumento do pH. A dessor¢io de fenol e clorofendis foi
realizada usando solugiio de metanol (30% (v/v)). Através dos experimentos, os autores
observaram que a espécie Phanerochaete chrysosporium pode ser reutilizado por mais
de dez ciclos sem perdas na capacidade de adsorgdo dos compostos fenolicos.

Em outra pesquisa, Denizli et al. (2005) investigaram o potencial do uso do
fungo Pleurotus sajor caju para remogao de fenois (fenol, o-clorofenol, p-clorofenol e
2,4,6- triclorofenol) de solugdes aquosas. Foram estudados os efeitos das concentragdes
iniciais das solugdes de fenois e clorofenois, que variaram entre 25 e 1000 g/L, e do pH
do meio na taxa de adsor¢do dos poluentes pela espécie fiingica, tendo este ultimo
variado de 2,0 a 8,0, com adigiio de HCI ou NaOH. Os frascos contendo as solugdes
sintéticas (250 mL) e a biomassa fungica (50 mg por frasco), foram agitados a 600 rpm
em temperatura ambiente. As adsor¢des maximas de fenois e clorofenois pelo fungo
Pleurotus sajor caju foram: 0,95 mmol/g para fenol, 1,24 mmol/g para o-clorofenol,
1,47 mmol/g para p-clorofenol e 1.89 mmol/g para 2,4,6- triclorofenol. A ordem de
afinidade dos poluentes pela espécie foram: 2,4,6-triclorofenol > p-clorofenol > o-
clorofenol > fenol. A adsor¢do destes compostos pelo micélio do fungo foi claramente
dependente do pH umentando com a elevagdo deste pardmetro. Nesta pesquisa, a
especie Plenrofus sajor caju foi reutilizada por mais de cinco ciclos sem perdas na

capacidade de adsorsio.
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Rodrigues et al. (2004) avaliaram a redug@o da concentragdo de fenol pelo uso de
fungos em reatores em batelada e a influéncia da adigéo de glicose como fonte primaria
de carbono na eficiéncia do processo. A agua residuaria foi preparada em laboratorio
com a seguinte composi¢io 0,25 g/L, de fenol; 2,00 g/L, de sulfato de amonia
(NH4S04); 1,00 g/L, de nitrato de sodio (NaNQs3); 0,20 g/L., de fosfato dihidrogeno de
potassio (KH;POy); 0,01 g/L, de cloreto de calcio dihidratado (CaCl,. 2Hy); 0,25 g/L, de
sulfato de magnésio (MgSOy4) e | mL de solugéo de elementos trago preparada com 0,08
g/L, de sulfato de cobre hexahidratado (CuSO4.7H,0); 0,05 g/L, de acido molibidico
(H:Mo00y); 0,043 g/L, de sulfato de zinco (ZnS04) e 0,05 g/L, de Fex(SOy)3, diluidos
em IL de agua destilada. O pH do meio foi reduzido de 6,35 para 4,80 pela adigdo de
acido sulfirico (5 N) para deixar o meio mais adequado ao desenvolvimento pleno dos
fungos. Cinqiienta e quatro recipientes cilindricos de vidro, com volume de 1,5 L, foram
vedados com tampa plastica e empregados como reatores, os quais foram divididos em
seis lotes. Cada reator recebeu 1,2 L. de agua residuaria contendo fenol. Aspergilius
niger foi empregado como indculo dos reatores embora ao final do experimento tenha
se constatado a presencga de Fusarium sp. e de leveduras. Cada lote possuia 9 reatores,
sendo 3 de controle (RC), 3 com indculo de Aspergillus niger (RF) e 3 com indculo de
Aspergillus niger e adi¢do de glicose (RFG) na concentragio 500 mg/L. Ao longo da
batelada foram realizadas analises de fenol, sélidos suspensos volateis (SSV), pH,
oxigénio dissolvido e temperatura. Dados obtidos no experimento mostraram que 0
fungos degradaram fenol tanto nos reatores que receberam adigio de glicose, como nos
que ndo possuiam fonte primaria de carbono. Verificou-se redugdo de 57% e 69%,
respectivamente, para os reatores RFG e RF. No final do experimento, os reatores
desprovidos de glicose ¢ os que receberam este composto, apresentaram remogdes
semelhantes de fenol, de modo que o poluente atingiu concentragdo menor que 1,00
mg/L no 18° dia de experimento.

Davila-Vasquez et al. (2005) estudaram a transformagdo de pesticidas
halogenados empregando a enzima peroxidase produzida a partir do fungo Bjerkandera
adusta. O ensaio enzimatico para transformagio dos pesticidas halogenados:
bromoxinil, dicamba, diclorofenol, ditoterb, diuron, propanil, niclosamida,
pentaclorofenol e diclorofention foram realizados em tubos de vidro de 4 mL. A mistura
reacional (1 mL) continha 30 — 50 uM do pesticida em um meio contendo acetonitrila
(10% v/v) em tampdo malonato e 2 pM enzima peroxidade. Para atividade da enzima

manganés peroxidase o pH foi ajustado em 4 e para a enzima lignina peroxidade o pH
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ficou em 3 na ausé€ncia de Mn (1I). As reagdes ocorreram a temperatura ambiente e
foram iniciadas pela adi¢ao de peroxido de hidrogénio com curso de duragéo de 5 a 10
minutos. A enzima peroxidase transformou apenas os pesticidas bromoxinil,
diclorofenol e pentaclorofenol. Pentaclorofenol mostrou uma atividade especifica de
10,9 + 0,9 min"' na auséncia de Mn (II) e 0,23 + 0,9 min™ na presenca de Mn (II),
enquanto bromoxinil mostrou atividade especifica de 68,1 + 0,7 min™ na auséncia de
Mn (IT) e 3,9 + 0,18 min" na presenga de Mn(1l). Por outro lado a transformagio do
diclorofenol ndo sofreu influéncia do Mn (IT), sendo na presenga de Mn (11) de 173,1 £
4,5 min" e na auséncia de Mn (1I) de 184,7 + 6,7min". As constantes cinéticas foram
determinadas em pH 4 ¢ na auséncia de Mn (II), sendo bromoxinil considerado o
melhor substrato para peroxidase com constante catalitica — key de 409 min” e constante
de Michaelis e Menten Ky de 31 uM para o pesticida. Os autores concluiram que a
enzima peroxidade a partir do fungo Bjerkandera adusta é capaz de transformar in vitro
pentaclorofenol, dicloro fenol e bromoxinil. A natureza quimica dos produtos obtidos
mostrou que ocorreu desalogenagio oxidativa produzindo quinonas e produtos
poliméricos. A suscetibilidade dos outros pesticidadas halogenados testados paraceu ser
limitada pela presenca de grupos fenoxil e por propriedades eletronicas dos substituintes
do anel aromatico.

Como comentado durante a revisdo bibliografica, as pesquisas envolvendo
processos bioldgicos para remogdo ou degradagido de pesticidas, ainda sdo restritas. Em
contra partida, muitos estudos na area ambiental empregando fungos é crescente, pois
estes microrganismos devido a produgdo de enzimas extracelulares contituem-se em
potentes biodegradadores. Em assim sendo, o emprego desta nova biotecnologia para
remover os pesticidas metil paration e atrazina de agua, parece ser viavel, podendo desta
forma contribuir para minimizar os problemas ambientais de contaminagiio por estes

compostos.
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5. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi conduzida em 5 fases: operagido em batelada com metil paration e
micélio de fungos; cultivo, produgdo e contagem de esporos de Aspergillus niger
AN400; operagdo em batelada sob agitagdo com metil paration e esporos de Aspergillus
niger AN400 e atrazina e esporos de Aspergillus niger AN400 e operagdo em reator de
leito fixo e fluxo ascendente.

Os pesticidas utilizados foram Folisuper 600 com ingrediente ativo tiofosfato de
dimetil — paranitrofenila 600 g/L, metil paration, ¢ Gesaprim com ingrediente ativo
atrazina 500 g/L. Folisuper 600 foi fornecido pela AGRIPEC — QUIMICA E
FARMACEUTICA S/A e Gesaprim foi obtido comercialmente.

A espécie escolhida para ser estudada nesta pesquisa, Aspergillus niger, ¢
considerada assexual e saprofita, e pode ser encontrada em todo o mundo, sendo
observada em uma grande variedade de habitats, por poderem colonizar inimeros

substratos.

5.1 Fase em batelada com metil paration e micélio de fungos

5.1.1 Selegiio das espécies fungicas

Foi preparada uma solugdo de metil paration, 0,5 mg/L, acrescida de 0,5 g de
glicose/L e distribuida em seis recipientes que ficaram expostos ao ambiente, por 18
dias, tempo esse, no qual se observou mudanga no aspecto macroscopico da solugéo.
Estas amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal do Ceara — UFC, para analise qualitativa das espécies

que cresceram..
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5.1.2 Cultivo e preparo das espécies fiingicas

Apés selegio das espécies, nas quais foram identificadas Aspergillus niger,
Penicillium marneffei e Geotrichum candidum, optou-se pelas espécies filamentosas,
Aspergillus niger e Penicillium marneffei, para serem utilizadas na fase em batelada. Os
fungos filamentosos, escolhidos por possuirem caracteristicas de crescimento que se
sobrepdem a&s das leveduras, foram cultivados no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Farmécia - UFC, em garrafas de Roux (Figura 5.1) contendo meio de

cultura Sabouraud, por 28 dias, para completo crescimento das hifas.

Figura 5.1 — Garrafas de Roux com as espécies fingicas identificadas

5.1.3 Composiciio dos substratos

Foram preparados dois substratos. O substrato 1 era composto por uma solugéo
de agua destilada e o inseticida metil paration; ¢ o substrato 2 por uma solugéo

composta por dgua destilada, metil paration e glicose na concentragéio de 0,5 g/L.
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5.1.4 Montagem dos reatores

As espécies fingicas cultivadas foram lavadas em dgua destilada, para completa
remogio do meio de cultura, misturadas com 4gua destilada e, em seguida,
liquidificadas para obtengfio de uma unica solugéio com as espécies fungicas.

Foram montados 48 reatores (Figura 5.2), divididos em oito lotes de seis reatores,
sendo que, para cada lote, foi destinado um tempo de reagdio (TR). Lote 1 — TR = 10 h;
Lote 2 — TR = 1 dia; Lote 3 — TR = 4 dias; Lote 4 — TR = 9 dias; Lote 5 — TR = 16 dias;
Lote 6 - TR = 20 dias; Lote 7 — TR = 25 dias e Lote 8 — TR = 32 dias. Cada lote possuia
dois reatores de controle (C) contendo 1,5 L do substrato 1; dois reatores contendo 1,5 L
de substrato 1 e 10 mL de solugéio fiingica denominados (PF) e dois reatores contendo
1,5 L de substrato 2 e 10 mL de solug#io fingica, denominados (PFG). Todos reatores
foram recobertos com sacos plasticos PVC preto e aerados durante toda operagiio com
compressores de ar com capacidade de 150 L/h e poténcia de 5 W.

Antes de os reatores serem fechados, foi retirada uma aliquota de 200 mL de
cada um dos reatores C, PF e PFG para a determinagio das varidveis iniciais. Apos o
final de cada tempo de reagio também foi retirada nova aliquota para determinagéio das

varidveis.

Figura 5.2 — Reatores de controle, PF ¢ PFG em batelada
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A temperatura foi monitorada durante toda a operagdo em batelada, mantendo-se
em 27 = 1 °C. As variaveis determinadas foram pH, temperatura, solidos suspensos
volateis e concentragio de metil paration.

Solidos suspensos e pH foram determinados de acordo com os métodos contidos
em (APHA, 1995).

Para determinagiio do metil paration foi empregado Cromatograto Liquido de Alta
Resolugdo da Shimadzu (LC-10 AD) equipado com detector UV-Vis Diode Array
(SPD-10AVP), forno de coluna (CTO-10AS), sistema de bomba de baixa pressao (SL-
10AVP), operando com até quatro solventes. A separagio do inseticida foi realizada em
coluna Supelco C18 (25 cm x 4,6 mm D.I; particulas de 5 pm) nas seguintes condi¢des
cromatograficas: sistema de gradiente com fase moével acetonitrila : agua — 80 %, tempo
de corrida inicialmente de oito minutos e depois de cinco minutos, detecgio em
comprimento de onda de 270 nm e volume de inje¢io de 20 pL. Na Figura 5.3 ¢
mostrado o espectro no ultravioleta — UV do metil paration, o qual foi comparado com
as amostras obtidas dos reatores em batelada.

Ao final da operagdo foram retiradas amostras dos reatores C, PF ¢ PFFG para

nova analise microbiologica da biota.
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5.2 Cultivo, produgiio e contagem de esporos de Aspergillus niger (AN400)

Com o objetivo de testar a habilidade da espécie Aspergillus niger AN400,
procedeu-se o cultivo e produgio a fim de emprega-la na pesquisa.

Aspergillus niger AN400, oriundo do Subdepartemento de Genoma de Fungos da
Universidade de Wagenigen — Holanda, foi cultivado em placas de Petri com meio de
cultura Agar Sabouraud Dextrose Cloranfenicol — ASDC (Acumedia, Baltimore)
acrescido de lml solugido de Vishniac por litro de meio de cultura, por trés dias, em
estufa bacteriologica na temperatura de 30°C. Na Tabela 5.1 estd apresentada a

composi¢do da solugdo de Vishniac.

Tabela 5.1 — Composiciio quimica — Solu¢io de Vishniac

Produto Quimico g/L. de solugdo

EDTA — etileno diamino tetracético 10,0
ZnSQ, . TH,0 4,40

MnCl, . 4H,0 1,00

CoCl, . 6 H,O 0,32
(NH4)sMo070,4 . 4H,0 0,22
CaCl, . 2H,0 1,47

FeSQ4. 71,0 1,00

Os esporos de Aspergillus niger foram removidos das placas com 4 ml de
solugdo de Tween 80 e transferidos para tubos de ensaio. Para contagem dos esporos
preparou-se uma suspensdo de esporos utilizando 50 pl de suspensio de esporos,
previamente agitados em agitador Vortex, mais 950 pl de solugio de Tween 80,
perfazendo uma diluigio de 1:20. Em seguida foram transferidos 20 pl da solugio
preparada, para uma camara de Neubauer, com profundidade de 0,1 mm e area minima
de 1/400 mm*. A contagem dos esporos foi realizada em microscopio Optico com
aumento de 400 vezes em dezesseis campos. Para efeito de calculo do nimero de

esporos foi empregada a eq. (5.1).
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esporos/mL = esporos contados x diluigio x 2,5 x 10° (5.1)

5.3 Teste de toxicidade em placas

Foram preparadas 20 placas de Petri, divididas em lotes, sendo cada lote
constituido por uma duplicata. O meio de cultura empregado foi ASDC, a concentragio
de metil paration variou de 0,075 a 60,00 mg/L, e a de atrazina de 0,05 a 25,00 mg/L.
Cada placa foi inoculada com 2 x 10° esporos de Aspergillus niger/mL. Para a escolha
da faixa de concentragido de metil paration e atrazina, para serem testadas, levou-se em
consideragdo o valor minimo de detec¢io dos métodos para determinagio de metil
paration e atrazina (0,01 mg/L) e a solubilidade méaxima dos agrotoxicos em agua: metil
paration (65 mg/L) e atrazina (33 mg/L). As placas foram incubadas a 30°C e
observadas diariamente a fim de se verificar o crescimento do fungo. Na Tabela 5.2 ¢é

mostrada a distribuigdo das concentragdes de metil paration ¢ atrazina empregadas.

Tabela 5.2 — Concentracées de metil paration e atrazina empregadas no teste de
toxicidade

Lote 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

Metil paration 0,075 0,150 0,300 0,750 1,500 3,500 7,500 15,00 30,00 60,00
(mg/L)

Atrazina 0,05 0,10 0,50 0,75 125 250 625 12,50 2500 -
(mg/L)

5.4 Fase em batelada com metil paration, atrazina e esporos de Aspergillus niger AN400

Esta fase diferencia-se da fase em batelada com metil paration e micélio de
fungos, por trabalhar em condi¢des estéreis, sob agitagdo e com esporos de Aspergillus

niger AN400. As condigdes impostas, nesta fase, permitiram avaliar a eficiéncia de
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remogido de metil paration apenas pela espécie de fungo escolhida, bem como verificar
se a forma morfologica desenvolvida - pellets, devido a agitagdo, influenciaria
eficiéncia de remogiio de metil paration, com relagio a fase anterior que foi realizada
sem esterilizagdo, com duas espécies distintas de fungo, na forma de suspensiio de

micélio, e sem agitagdo.

5.4.1 Substratos

Todos os substratos foram previamente esterilizados em autoclave por 15 min. a
121°C e 1,5 atm.

A composigdo dos substratos esta representada na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Composiciio dos substratos

Substrato Pesticida Cloranfenicol  Glicose  Sol. Vishinac Agua
(0,05 g/L) (0,5 g/L) (1mL/L) destilada
1 Metil paration X - X X
2 Metil paration X X X X
3 Atrazina X - X X
4 Atrazina X X X X

(-) auséncia; (x) presenga

5.4.2 Montagem dos reatores em batelada sob agitaciio

O ensaio em reatores em batelada foi dividido em duas etapas: a primeira para

estudo do Metil Paration e a segunda para estudo da Atrazina.
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Primeira etapa — Metil Paration

Foram montados 18 erlenmeyers, divididos em trés lotes. O primeiro lote, possuia
seis reatores de controle (C) contendo 100 mL do substrato 1 com diferentes
concentragdes do metil paration; o segundo lote com seis reatores, que continham
100mL de substrato 1 com concentragdes distintas do metil paration e 2 x 10°
esporos/mL. de Aspergillus niger AN400 (PF) e o terceiro lote continha 100ml do
substrato 2 com concentragdes distintas do metil parattion e 2 x 10® esporos/mL de A.

niger (PFG). Na Tabela 5.4 estdo apresentadas as concentragdes iniciais de metil

paration.

Tabela 5.4 — Concentracdes iniciais de metil paration empregadas na primeira
etapa da fase em batelada com esporos de Aspergillus niger AN400
Reatores Concentragio Reatores Concentragio Reatores Concentragio

de metil de metil de metil
paration paration paration
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Cl 0,14 PF1 0,21 PFG1 0,62
C2 0,91 PF2 1,25 PFG2 1,25
C3 2,68 PF3 3,06 PFG3 4,67
C4 5,62 PF4 6,41 PFG4 6,53
€5 1132 PK5 10,93 PFGS5 14,52
Co 20,99 PF6 19,14 PFG6 24,89

C - reatores de controle com MP; PF — reatores com MP e fungo; PFG — reatores com MP, fungo ¢

glicose

Todos os reatores foram recobertos com sacos plasticos de PVC preto e
submetidos a 200 rpm em mesa agitadora. A temperatura foi monitorada durante todo o
ensaio.

Os tempos de reacgio estudados foram: 1; 3; 6; 8; 10; 13; 22 e 27 dias. As variaveis
determinadas foram pH, solidos suspensos volateis (SSV), e concentracio de metil

paration.
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Segunda etapa — Alrazina

Adotou-se o mesmo procedimento que foi empregado para o estudo de metil
paration, com modificagdes apenas para os substratos utilizados. No primeiro lote de
reatores (C) foi utilizado o substrato 3, no segundo lote também o substrato 3 mais 2 x
10% esporos de Aspergillus niger/mL e os reatores foram denominados de AF, e no
terceiro lote o substrato 4 mais 2 x 10° esporos de A. miger/mL e os reatores
denominados de AFG. Na Tabela 5.5 estfio apresentadas as concentragdes iniciais de
atrazina.

Os tempos de reagdo estudados foram: 1 dia; 4 dias; 7 dias; 11 dias; 18 dias; e 24

dias. As variaveis determinadas foram pH e concentragdo de atrazina.

Tabela 5.5 — Concentracdes iniciais de atrazina empregadas na segunda etapa da
fase em batelada com esporos de Aspergillus niger AN400

Reatores Concentracio Reatores Concentracio Reatores Concentragiio

de Atrazina de Atrazina de Atrazina
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Cl 1,054 AF1 1,345 AFGI 1,581
C2 2,862 AF2 3,220 AFG?2 3,446
C3 6,574 AF3 6,516 AFG3 5,722
C4 10,545 AF4 11,280 AFG4 10,289

C — reatores de controle com ATZ; AF — reatores com ATZ e fungo; AFG - realores com ATZ, fungo ¢
glicose

5.4.3 Avaliacfio cinética da degradagfio de atrazina e de metil paration

O efeito da influéncia da glicose na velocidade de degradagdo dos pesticidas foi
avaliado através de estudos cinéticos, utilizando-se perfis temporais de concentragdo de
metil paration e atrazina para cada condigdo estudada.

Para cada perfil temporal, obtido para concentragdes iniciais diferentes de metil

paration foram obtidas as velocidades iniciais de reagfio (Ryp,) estimadas em tempo



47

igual a zero pela equacio de balanco de massa para o metil paration nos reatores

operados em batelada, como:

R, =—Cu (5.1)

MPo dt =0

Na eq. (5.1), Cyip € concentrag@o de metil paration (mg/L) e t € o tempo (dia).

Os valores de R, e o ajuste do modelo cinético foram feitos utilizando o método
Levenberg-Marquardt - software Microcal Origin 5.0° (MARQUARDT, 1963).

Para a atrazina, as velocidades iniciais de conversio (R,) foram estimadas

empregando o modelo de primeira ordem com concentragéo residual, como:

S CANC
CATZO CATZO

Na eq. (5.2), Rarzo € a velocidade global de conversio de ATZ, Carzr ¢

concentragdo residual de atrazina, k; € a constante cinética de primeira ordem, Carz
concentracdo final e Ctz, concentragio inicial de atrazina.

Inicialmente foram estimados os valores da constante cinética (k) para
experimentos com e sem glicose. Para isso, foram utilizados os dados obtidos em todos
os experimentos e tragados graficos de concentragbes normalizadas de atrazina
(Carz/Carzo) em fungio do tempo. O pardmetro cinético foi obtido por regressio nido
linear utilizando o método de Levenberg-Marquardt - software Microcal Origin 5.0

(MARQUARDT, 1963).

5.5 Métodos Analiticos

Nesta etapa a determinagdo do metil paration foi feita da mesma forma citada no
item 5.1.4 e para a determinagdo de ATZ, também, foi empregado Cromatografo
Liquido de Alta Resolugdo da Shimadzu (I.C-10 AD) equipado com detector UV-Vis
Diode Array (SPD-10AVP), forno de coluna (CTO-10AS), sistema de bomba de baixa

pressio (SL-10AVP), operando com até quatro solventes. A separagio do herbicida foi
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realizada em coluna Supelco C18 (25 cm x 4,6 mm D.I; particulas de 5 pm) nas
seguintes condi¢des cromatograficas: sistema de gradiente com fase movel acetonitrila:
dgua — 80%, tempo de corrida inicialmente de oito minutos e depois de cinco minutos,
detecgdo em comprimento de onda de 220 nm e volume de injegdo de 20 pl. Para a
confirmagio de atrazina nas amostras foi criada uma biblioteca contendo os espectros de

absor¢éio no ultravioleta — UV (Figura 5.4).

oo e s e e s e S A S e e e e e e e e s e o S g RS A R A

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.4 — Espectro no UV da Atrazina

5.6 Operagfio em reator de leito fixo e escoamento ascendente para degradagfio de metil

paration

Foi montado um reator de leito fixo e fluxo ascendente (Figura 5.5) para estudo
com metil paration. O reator foi confeccionado em acrilico com volume de 5 L;

didmetro interno de 90 mm; 80 c¢m de altura; dispositivos de entrada e saida da amostra
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a ser tratada, e um dispositivo para entrada de ar, cujo fornecimento foi realizado por
compressores de ar. Para entrada do afluente ao reator foi empregada bomba

peristaltica.

Reator de leito fixo compartimentado

Cap 100mm

i

Saida do efluente

Haste inox

Contentor do meio suporte em PVC

Entrada do afluente

Entrada de ar

Secéo transversal
Detalhe do contentor do meio suporte

Figura 5.5 — Esquema do reator de leito fixo e fluxo ascendente empregado na pesquisa,
para remoc¢do de metil paration
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O meio suporte empregado foi manta agulhada de poliamida, cortada em
quadrados de 2 x 2 cm, pesada e acomodada dentro dos reatores.

O reator foi alimentado com solugdo de metil paration acrescido de 0,5 g
glicose/L,, 0,05 g cloranfenicol/L, como inibidor bacteriano, e 1 mL de solugiio de
Vishniac/L; o pH ajustado numa faixa entre 4 ¢ 5 com acido cloridrico 1 N, haja vista
ser esta faixa considerada ideal para crescimento do fungo.

As variaveis investigadas foram: pH, condutividade, temperatura e concentragdo
de metil paration. A determinagio do pesticida foi realizada conforme descrito no item
5.1.4, pH conforme APHA (1995), temperatura e condutividade por condutivimetro
ORION Modelo 105. Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

O tempo de detengdio hidraulica estudado foi 12 h, e as concentragdes de glicose

testadas para esse TDH foram: 0,5 e 1,0 g/L.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados e discutidos seguem a mesma ordem de chamada de

Materiais e Métodos, ou seja, obedecendo as etapas executadas durante o experimento.

6.1 Operaciio em batelada com metil paration e micélio de fungos

Os resultados das determinacdes das amostras revelaram diminuigio da
concentragdo de metil paration, em todos os reatores, como mostrado na Figura 6.1. Os
reatores de controle, PF e PFG alcangaram percentuais de remogédo de metil paration de

93, 97 e 94%, respectivamente.
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Figura 6.1: Variagdo da concentragio de metil paration em fungdo do tempo de reagio
(TR) da operagio em batelada nos reatores de controle, PF e PFG



Esperava-se comportamento diferenciado nos reatores de controle, no que se
refere a diminui¢do da concentragio de metil paration, haja vista que, esses reatores nio
foram inoculados com espécies microbiolégicas. Porém, quando se analisaram amostras
desses reatores, ao final do experimento, detectou-se a presenga da espécie fungica
Alternaria alternata. Por se tratar de uma espécie do ar, provavelmente, na hora da
montagem e das coletas ocorreu contaminagdo e o pesticida também foi metabolizado
nesses reatores.

Como metil paration € estavel na faixa de pH entre 1 e 7 (IPCS, 1992), pode-se
observar que em todos os reatores de C, PF e PFG, o pH manteve-se sempre numa faixa
acida (Figura 6.2), condi¢do esta, que ndo favoreceu a decomposigdo do metil paration,
haja vista ser este orgnofosforado o mais resistente a hidrélise em valores de pH na
regidio neutra a é4cida. Santos e Rezende (2002), também verificaram que ndo houve
hidrolise quimica quando estudaram a influéncia do meio reacional na fotodegradacio
de paration por radiagio UV em agua, com valores de pH na faixa que variou de acida a

neutra (5,50 a 7,25).
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Figura 6.2 - Variagdo do pH em fungio do tempo de reagdo (TR) da operagio em
batelada nos reatores de controle, PF ¢ PFG



O decaimento da concentragido de metil paration em todos os reatores, nio pode
ser associado nem ao pH do meio, pois sua decomposi¢do sO seria favorecida em
condi¢des alcalinas, nem a fotodecomposi¢io, pois todos os reatores, durante toda a
operagdo, foram protegidos da luz, além de que segundo Cavell* (1979) apud Santos e
Rezende (1999) o metil paration ndo é degradado com a luz solar natural. Portanto, a
remogio de metil paration do meio foi exclusivamente, devida aos fungos, que devem
ter utilizado este composto como fonte de carbono, ou té-lo adsorvido na massa
microbiana. Apesar de o pH do meio ter sido desfavoravel para a decomposi¢io do
metil paration, a faixa encontrada durante o experimento (3,4 a 6,4), forneceu condi¢des
ideais para o crescimento do fungo. Coral et al. (2002) constataram em seu estudo que a
enzima carboximetil celulase, produzida pela espécie Aspergillus niger Z10, teve 0tima
atividade numa ampla faixa de pH entre 3 e 9, sendo seu maior pico de atividade nos
valores de pH 4,4 e 7,5.

Quando se comparam os cromatogramas do inicio da operagido (TR = 0 dia) com
os cromatogramas do TR = 32 dias (Figuras 6.3a a 6.3f), nos reatores C, PF e PFG,
verificou-se que houve metabolizagio do metil paration, pois a area do pico mostrada no
inicio da operagiio (TR = 0 dia) reduziu-se, como pode ser visto na Figura 10b, 10d e
10f e outros picos apareceram sugerindo a formagdo de novos compostos,
provavelmente, seus metabdlitos: paraoxon, aminofenol e p-nitrofenol. Luchini et al.
(1996), identificaram esses metabolitos em estudo utilizando radiagdo gama do cobalto
— 60, para induzir a degradagio de paration em solugdo aquosa. Como houve formagio
de novos compostos o processo de adsorgdo é descartado como responsavel pela
remogdo do metil paration, nesta pesquisa.

Provavelmente, a agfio de enzimas produzidas pelos fungos, seja a responsavel
pela degradagio de metil paration A condigido do meio, com faixa de pH entre 3,3 e 6,4
encontrada durante toda operacédo, favoreceu o crescimento flingico, por ser essa faixa
considerada otima para o crescimento (GRIFFIN, 1994). Valores de pH entre 3,4 ¢ 6,4
também, favorecem para o Aspergillus niger, a indugdo dos sistemas enzimaticos:
glicose oxidase, catalase e lactanase, que propiciam condigGes adequadas para o seu

crescimento (WITTEVEEN, 1993).

? Cavell, B. D. (1979). Pesl. Sci. 10; 177



De acordo com Melo e Azevedo (1997), embora pouco tenha sido descrito na
literatura sobre a capacidade dos fungos em utilizar compostos aromaticos como tinica
fonte de carbono, reagdes semelhantes as que ocorrem nos mamiferos sdo realizadas
pelos fungos no metabolismo desses compostos. Estes organismos também se utilizam
do sistema citocromo P-450 monoxigenase para incorporar um atomo de oxigénio no

nucleo aromatico.
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Figura 6.3a: Cromatograma do metil paration (controle) para o tempo de reagio de 0 dia

Citocromo P450 monoxigenase esta acoplado ao NADPH-redutase que funciona
como fonte de elétrons para as reagdes de oxidagio. E considerado o alvo central do
metabolismo oxidativo, na detoxificaciio de xenobioticos. Catalisa a epoxidagio do anel
aromatico, formando oxidos de arenos que através da epoxido hidrolase, formam trans-
dihidrodiois ou rearranjam-se ndo enzimaticamente e¢ formam fenois (PRENAFETA
BOLDU, 2002). Portanto, esse sistema enzimatico deve ter sido ativado, e os possiveis

produtos de degradagdo do metil paration, p-nitrofenol e aminofenol, terem se formado.
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dias
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Figura 6.3f Cromatograma do metil paration (PFG) para o tempo de reagdo de 32 dias

Preparagdes microssomais de citocromo P450, de figado de rato foram capazes de
ativar pesticidas organofosforados, por transformagdo do grupo tiofosfato da molécula,
em grupo fosfato, formando o metabélito paraoxon, cuja toxicidade é superior a do
proprio metil paration. Essa preparagio também foi capaz de detoxificar metil paration
por desarilagio, produzindo p-nitrofenol (MA e CHAMBERS, 1994). Da mesma forma
pode ter havido formag¢ao do paraoxon por atividade destes sitemas nos reatores em
batelada.

Hernandez et al. (1998), estudando a oxidagao de dez pesticidas organofosforados,
entre eles metil paration, mediada pela enzima cloroepoxidase, produzida a partir do
fungo Caldaromyces fumago, obtiveram transformagéo de sete dos dez pesticidas, para
suas formas OXON. Ou seja, percebeu-se neste estudo similaridades de agdo com
citocromo P450, porém cloroperoxidase nao foi capaz de clivar as estruturas oxons,
diferentemente de citocromo P450.

Neste trabalho, os reatores PF e PFG inoculados com Aspergillus niger,
apresentaram tendéncias similares no que se refere ao percentual de remogio de metil
paration, nos reatores PF a remogdo foi de 97% e nos reatores PFG a remogio foi de

94%, revelando que a presenga de fonte primaria de carbono, glicose, adicionada aos
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reatores PFG, ndo foi significante no processo de remogdo do agrotoxico. Contudo, a
concentragdo de SSV, até o ultimo dia de reagdo, TR = 32 dias, foi maior em PFG do
que em PF (Figuras 6.4a e 6.4b). Observou-se que houve aumento da massa fungica
conforme ocorreu redugio de metil paration, corroborando com a hipotese de que metil

paration pode estar sendo utilizado como fonte de carbono pelos fungos.
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Figura 6.4a: Consumo de metil paration e aumento da concentragdo de SSV em fungéio
do tempo de reagdo nos reatores PF

]
14 + o | 300
]
—_ =T e . + 250
-~ 1 @
2 10 + " -+
< - 1200 5
s 8+t . E
‘g 6 i . + 150 %
= 4l ® + 100
E T .
+ 50
2 fl | "
n
0 i } f : t +——t i 0
0 04 1 4 9 16 20 25 32
TR (dia)

m metil paration ¢ SSV

Figura 6.4b: Consumo de metil paration e aumento da concentragdo de SSV em fungéo
do tempo de reagao nos reatores PFG



59

Nos reatores PF a biomassa cresceu de forma dispersa, enquanto que nos
reatores PFG a biomassa cresceu aglomerada e aderida a pedra porosa (Figura 6.5). Esta
condigiio de crescimento da biomassa nos reatores PFG, talvez tenha sido responsavel
pela menor remogéo de metil paration encontrada, quando comparada com o percentual
obtido nos reatores PF. O aglomerado celular pode ter limitado o transporte de

substrato.

Figura 6.5 — Aspecto visual do crescimento da biomassa no interior dos reatores PF;
PFGe C.
PF - reatores com solugfio de metil paration ¢ fungos; PFG - reatores com solugfio de metil paration,
fungos e glicose; C — reatores de controle apenas com solugfio de metil paration

A anélise microbiologica de amostras retiradas dos reatores ao final da operagéo
em batelada, mostrou que em C houve crescimento da espécie fingica Alternaria
alternata ¢ da bactéria Klebsiella pneumoniae, com predominio da espécie fiingica; em
PF a espécie inoculada Aspergillus niger continuou ativa durante todo o experimento e

houve crescimento de Escherichia coli, contudo, com predominio da espécie fiingica; e
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em PFG foi verificada a manutengdo da espécie inoculada Aspergillus niger
(predominante) além, da presenga de bacilos Gram positivo e negativo e cocos Gram

positivo.

6.2 Operacio em batelada com metil paration e esporos de Aspergillus niger (AN400)

No teste de toxicidade em placas, na primeira observagdo, 19 h apods a
incubagdo, ndo ocorreu crescimento de esporos de Aspergillus niger AN400 em
nenhuma placa. Com 43 h de incubagdo, percebeu-se o crescimento do micélio nas
placas com concentragiio de metil paration de: 0,075 mg/L; 0,15 mg/L; 0,30 mg/L; 0,75
mg/L; 1,50 mg/L; 3,50 mg/l. e 7,50 mg/L. Nas demais concentragdes nenhuma
alteragiio macroscopica foi evidenciada. Completadas 72 h de incubagio, quase todas as
placas, com excegdo da placa com concentragdo de 60,00 mg/L apresentavam esporos
de Aspergillus niger em toda a superficie. Apos 96 h de incubagio, foi que a placa com
concentragio de 60,00 mg/L apresentou a superficie totalmente recoberta por esporos.

Segundo o Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS) — Guia de
Satde e Seguranga (1992), os microrganismos podem utilizar metil paration como fonte
de carbono e, estudos em comunidades naturais mostraram que concentragdes de até 5
mg/L. aumentaram a biomassa e a atividade reprodutiva. Bactérias e actinomicetos
responderam, satisfatoriamente, enquanto fungos filamentosos e leveduras foram menos
capazes de utilizar metil paration.

Contudo, o teste de toxicidade em placas mostrou que a espécie Aspergillus niger
AN400 foi capaz de crescer em concentragdes de metil paration de até 60 mg/L.. Apesar
de o meio imposto ao microrganismo oferecer condi¢gdes nutricionais adequadas com
fonte de carbono, proteinas, elementos—traco, e temperatura ideal ao seu crescimento, a
presenga de metil paration em concentragdes elevadas ndo impediu a reprodugio da
especie.

As concentragdes de metil paration testadas sdo consideradas relativamente altas
quando comparadas a legislagio da Unido Européia que determina a concentragio
maxima permitida de 0,1 pg/L. para organofosforados isolados e 0,5 pg/L. para grupos
de pesticidas na agua potavel (BENNO et al. 2001). Entretanto, no Brasil, a Resolugio
CONAMA N° 357 de 17 de margo de 2005 estabelece valor maximo de 0,04 pg de



61

paration/L. ¢ de 35 pg de paration/L. em efluentes, para que possam ser langados em
corpos d’agua: CLASSE [ e CLASSE III — aguas doces, respectivamente.

Partindo-se do principio de que Aspergillus niger AN400 foi capaz de se
reproduzir em concentragdes que variaram de 0,075 a 60,00 mg/L, provavelmente
concentragdes inferiores a estas, poderdo responder bem ao tratamento biologico com
Aspergillus niger AN400 Nos reatores (C), conforme Figura 6.6, a variagdo entre as
concentragdes iniciais e finais de metil paration praticamente nfo se modificou. Os
fendmenos de hidrolise e fotodecomposigdo que eram passiveis de acontecer, foram
impedidos pelas proprias condigdes do meio (pH entre 5 e 5,5) — condig¢do desfavoravel
para degradacdo de metil paration e pela protecdo dos reatores com plastico preto.
Santos e Rezende (2002) estudaram a influéncia do meio reacional na degradagéo de
paration por luz ultravioleta em agua deionizada e verificaram que o aumento do pH de
5,50 para 7,25, na auséncia de acidos hamicos, aumentou a velocidade de

fotodegradagio do inseticida.
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Figura 6.6 — Variagdo da concentragio de metil paration em fung¢do do tempo de reagdo
nos reatores controle (C)

Nos reatores PF, como pode ser visto na Figura 6.7, nos quais foram adicionados
esporos de Aspergillus niger AN400, a variagdo entre as concentragdes iniciais e finais,

obteve percentuais de remog¢io satisfatorios quando comparados aos reatores sem fungo
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(C). O melhor decaimento da concentragdo de metil paration foi em PF1 com 51% de
remogdo, com a menor concentragdo inicial de metil paration (0,21 mg/L). A menor
remogdo (2%) em PF ocorreu com a maior concentragio de metil paration (19,14
mg/L). Como a quantidade de esporos de Aspergillus niger AN400 foi a mesma em
todos os reatores PF, provavelmente o excesso de substrato - inseticida, neste caso
funcionando como inibidor, no reator PF6 pode ter sido o responsavel pela baixa
remogio alcangada. Nio se pode falar da incapacidade de utilizagdo de metil paration no
reator PF6, haja vista ter ocorrido uma boa remogao em PF1. Nestes reatores o pH do
meio se manteve entre 5,0 e 5,5. Portanto, a degradagdo de metil paration alcangada foi
exclusivamente pela presenga de Aspergillus niger, haja vista que as condigdes
reacionais foram as mesmas dos reatores de controle, nos quais a remogio ndo foi

obtida.
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Figura 6.7 — Variacdo da concentragio de metil paration em fungio do tempo de reagido
nos reatores PF

Houve remogido de metil paration em todos os reatores PFG (Figura 6.8). Ficou
evidente que a presenga de fonte primaria de carbono (glicose) adicionada a esses
reatores, contribuiu de forma satisfatoria para o decaimento da concentragio de metil
paration. A melhor remogéo alcangada foi de 82% no reator PFGI, cuja concentragio

inicial foi a menor desse grupo (0,62 mg/L). Até mesmo, com a maior concentragio
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inicial testada (24,89 mg/L), no reator PFG6, o percentual de remogido chegou a 43%.
Segundo Griffin (1994), a presenga de glicose promove encurtamento da fase lag, e com
isso o inicio mais rapido da fase log (aumento do nimero de células). Ainda, segundo
Griffin (1994), moléculas grandes e de dificil degradac¢dio, necessitam de uma fonte
primaria de carbono, para que os fungos possam realizar a biodegradagio. Este

fendmeno é conhecido como co-metabolismo ou metabolismo primario.
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Figura 6.8 — Variagio da concentragdo de metil paration em fung¢éio do tempo de reagao
nos reatores PFG

A influéncia da glicose também pode ser comprovada a partir do estudo cinético
realizado. Os valores das velocidades iniciais de reagdo (R,) foram obtidos a partir dos
perfis temporais tomados em varias concentragdes iniciais eq. (6.1) e estdo apresentados
na Tabela 6.1.

O modelo cinético de primeira ordem foi o que melhor representou os dados de

velocidade em fungio da concentragido de Metil Paration, como:

RQZIQ. S (()l)

Na eq. (6.1), R, ¢ a velocidade global de conversio de metil paration, S ¢

concentragdo de metil paration e k; € a constante cinética de primeira ordem.
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| Para os experimentos sem a adigio de glicose, a constante cinética foi de 0,063 +
\ 0,005 h™', enquanto que para os experimentos com glicose a constante foi de 0,162 +
\ 0,014 h'. Dessa forma, a adigdo de glicose resultou efetivamente em aumento na

velocidade de conversdo do metil paration.

Tabela 6.1: Velocidades iniciais de reagiio para experimentos com e sem glicose.

PF (sem glicose) PFG (com glicose)
Conc. MP (mg/L) R, (mg/L.h) Conc. MP (mg/L) R, (mg/L.h)
0,21 0,0380 0,62 0,7104
1,25 0,0516 1,25 0,2376
3,06 0,0861 4,67 1,034
6,41 0,4692 6,53 0,6951
10,93 0,6783 14,52 2,806
19,14 * 24,89 3,786

*Qs perfis temporais niio permitiram a obtengfio de dados confijveis.

A produgao celular nos reatores PFG ficou proxima de 83% (Figura 6.9), exceto
para 0 PFG6 — reator com maior concentragdo do metil paration. Nos reatores PF a
medida que a concentragio de metil paration aumentava, ocorria diminuigio do
percentual de produgio de SSV. Portanto, a glicose como substrato primario melhorou a

remogio de metil paration, bem como para o crescimento celular.

Comparando-se os experimentos em batelada do metil paration com micélio
flingico e com esporos de Aspergillus niger AN400 (reatores PF5 ¢ PFGS), verificou-se
a diferenga entre os percentuais de remogdo do pesticida. A comparagio se restringiu
aos reatores PF5 e PFGS5, pois as concentragdes iniciais foram muito proximas da

concentragdo inicial da batelada com micélio (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 — Concentracdes iniciais de metil paration nos reatores com micélio de
fungos e com esporos fiingicos de Aspergillus niger AN400

Concentracio inicial de MP (mg/L.)  Concentracio inicial de MP (mg/L)

(Reatores com micélio) (Reatores com esporos)
PE 12,75 10,93
PFG 14,80 14,52

PF — reator com MP e fungo; PFG - reator com MP, [ungo e glicose
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Figura 6.9 — Perfil de solidos suspensos volateis nos reatores PF e PFG

Os percentuais de remogdo elevados na batelada com micélio (PF 97% e PFG
94%) pode estar associado a oxigenagdo fornecida pelos compressores de ar de forma
continua aos reatores durante todo processo de operagio, fato que nido ocorreu na
batelada com esporos de Aspergillus niger AN400, cuja oxigenagdo ocorria em escala
bem menor, pois os reatores ndo eram vedados e a agitagdo também favorecia entrada
de oxigénio no meio. Segundo Witteveen (1993) uma das condigdes primordiais para a
producdo de enzimas pelos fungos é a disponibilidade de oxigénio, associada a
concentragao de glicose e ao pH em torno de 5,5.

A formagdo de aglomerado celular na forma de pellets durante o ensaio nos
reatores com esporos Aspergillus niger AN400 e sob agitagio (PF5 e PFGS), tenha
contribuido para as limitagdes de transferéncia de massa e, por isso, talvez, ndo tenha
obtido remogdes melhores do poluente, quando comparado com a operagdo com
micélio.

Cubas et al. (2004) estudaram a influéncia das velocidades rotacionais de 300 a
1100 rpm na transferéncia de massa em um sistema anaerobio, com biomassa
imobilizada e, constataram que ocorreu aumento na velocidade de degradagio da
matéria orgénica, quando a velocidade rotacional aumentou de 300 para 900 rpm e que
a concentragdo de substrato residual diminui significativamente com velocidade de

rotagdo acima de 800 rpm. Sendo assim, talvez, um aumento na velocidade rotacional,
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nos reatores PF5 e PFGS tivesse conduzido a uma diminuigio de limitagdo de
transferéncia de massa e melhorado a eficiéncia de remogio do inseticida.

Outro ponto que deve ser considerado para melhor eficiéncia na operagio com
micélio, foi o fato de ter ocorrido contaminagdo dos reatores, e ao invés de ser ter uma
Unica espécie Aspergillus niger AN400 passou-se a ter um consorcio de microrganismos

(fungos e bactérias).
6.3 Operaciio em batelada com atrazina e esporos de Aspergilus niger AN400

No teste de toxicidade foi verificado crescimento de Aspergillus niger AN400 em
todas as concentracdes de atrazina testadas. A placa de Petri com concentragdo de 25
mg/L estava completamente preenchida de esporos ao final de cinco dias. Enquanto que,
as placas com as demais concentragbes, tal fato ocorreu com apenas trés dias de
incubagdo. Vale ressaltar que nas primeiras 24 h, ja havia formagio de micélio em todas
concentragdes testadas. Ou seja, atrazina, nestas condigdes ndo funcionou como
inibidor ou toxico para Aspergillus niger AN400. Singh et al. (2004) estudando a agiio
de Acinefobacter na mineralizagio de atrazina verificaram que este microrganismo
também foi capaz de crescer numa concentragdo de atrazina de até 250 mg/L.

Muitos pesquisadores tém demonstrado que microrganismos isolados de locais
contaminados com atrazina foram capazes de desalquilar a molécula de atrazina em
meio limitado de carbono (BEHKI e KAHN, 1996); mineralizar e usar atrazina como
tmica fonte de carbono e energia (MANDELBAUM et al. 1995; TOPP et al. 2000);
utilizar o anel heterociclico como fonte de nitrogénio (BICHAT et al. 1999) e
mineralizar atrazina e seus metabolitos como fonte de nitrogénio em meio suplementado
com carbono (MANDELBAUM et al. 1993; TOPP et al. 2000).

Os reatores de controle praticamente nio houve decaimento na concentragio de
atrazina (Figura 6.10), com exce¢gio de C3 que apresentou 6% de remogao.
Confirmando, desta forma, a ndo degradagio da atrazina por fatores abioticos. Segundo
EPA (2003) a persisténcia de atrazina em agua ¢ variavel, pois € influenciada pelas
condigoes externas e do meio. Por exemplo, a hidrélise de atrazina s6 ocorre em meio
acido com pH menor ou igual a 4, enquanto a fotolise so € iniciada com pH entre 6 ¢ 8
(EPA, 2003). Como durante toda a operagio o pH manteve-se entre 4 e 5, condigdes

externas como a luz nao influenciaram na transformagio da atrazina.
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Figura 6.10 - Variagdo da concentragio de atrazina em fungdo do tempo de reagio (TR) nos
rcatores de controle

Os reatores sem glicose apresentaram remog¢io de ATZ em todas as concentragdes
estudadas (Figura 6.11). Porém, o melhor perfil de remogao (25%) ocorreu em AF4 —

reator que possuia maior concentragao inicial.
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Figura 6.11 — Variagdo da concentragio de atrazina em fungdo do tempo de reagio (TR) nos
reatores AF

Nos reatores com fonte primaria de carbono, o melhor decaimento da
concentragdo de atrazina ocorreu em AFG1 — 45%, reator de menor concentragdo inicial

- 1,58 mg/L. Na Figura 6.12 ¢ mostrada a variagdo da concentra¢io de atrazina em
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fungdio dos tempos de reagdo testados. Nos demais reatores os percentuais de remogio
foram muito parecidos com a resposta dos reatores nos quais ndo foi adicionada fonte

externa de carbono.
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Figura 6.12 — Variagfo da concentragdo de atrazina em fungdo do tempo de rea¢do (TR) nos
reatores AFG

Ghosh e Philip (2004) estudando a degradagio da atrazina em condigdes
anaerobias verificaram que a presenca de um co-metabolito (glicose) resultou em
melhor mineralizagao do herbicida do que no reator que empregou atrazina como tnica
fonte de C e N. O reator que recebeu 150 mg/L de glicose ¢ concentragdo de atrazina de
15 mg/L. alcangou 43 a 45% de remogdo em cinco dias. Entretanto, a remogido de
atrazina no reator que utilizou somente atrazina como fonte de carbono foi de 50% e
60% em 35 e 100 dias e no reator que usou atrazina como fonte de carbono e nitrogénio
a remogao foi de 30 a 45% em 150 dias. Nesta pesquisa os 45% de remog@o de atrazina,
nos reatores com 0,5 g glicose/L, aconteceu com 24 dias de operagao. Diferentemente,
de Singth et al. (2004) que estudaram a degradagdo de atrazina e simazina com o fungo
Pennisetum rhizosphere, com glicose e sem glicose, e verificaram diferenca
insignificante de degradagio de atrazina no meio com glicose. Isso levou o autor a
concluir que o fungo no meio sem glicose utilizou os herbicidas como unica fonte de

energia.
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Em estudos anteriores, como de Erickson e Lee (1989), era aceito que a cadeia
alquil presente na molécula de atrazina era considerada a tnica fonte de carbono e
energia disponivel para os microrganismos através do processo de oxidagdo e, o anel
triazinico era considerado como fonte de nitrogénio (MANDELBAUM et al. 1993).

Porém, nos estudos de Yassir et al. (1999) verificando a degradacéo da atrazina
em solos submetidos a diferentes praticas de cultivo, por meio da cinética de
mineralizagio do radical alquil da cadeia e do anel marcado com carbonol4,
evidenciaram que em solos adaptados, a atrazina seria usada como fonte de carbono
pelos microrganismos.

Segundo Feakin et al. (1994), o primeiro estagio da biodegradacéo de triazinicos €
a desalquilagio e desmetilacdo, as quais conduzem a remogdo de nitrogénio do anel
triazinico.

Nesta pesquisa, a fonte de nitrogénio adicionada, através da solugio de Vishniac
foi da ordem de 0,22 g/L.. Segundo Mandelbaum et al. (1995) a bactéria Pseudomonas
sp, em condi¢gdes aerobias, utiliza atrazina como unica fonte de nitrogénio. Nesta
pesquisa, a presenga de nitrogénio pode ter inibido a assimilagdo da atrazina como fonte
de nitrogénio e conseqiientemente ter refletido no percentual de remogido encontrado,
nesta operagio em batelada. Em contrapartida, segundo Bichat et al. (1999) a
degradagio de atrazina por Pseudomonas ADP na presenga de fonte de nitrogénio, ndo
foi atetada.

Gu et al (2003) empregando trés tipos de solo, sob condi¢gdes metanogénicas,
verificaram desaparecimento de atrazina e de cimazina, inicialmente com 150 dias de
incubagdo e, apos 300 dias, ainda restava 30 % da concentragéo inicial. Nesta pesquisa,
45% de remogio de atrazina ocorreu com 24 dias, tempo este bastante inferior quando
comparado com o da pesquisa de Gu et al (2003).

Durante esta fase experimental a influéncia da glicose foi verificada através do
estudo cinético e os valores das velocidades iniciais de reagdo (Rarz,) foram obtidos a
partir dos perfis temporais tomados a varias concentra¢des iniciais. O modelo cinético
de primeira ordem (Eq.1) foi o que melhor representou os dados obtidos
experimentalmente.

Para os experimentos sem a adi¢dao de glicose, o valor de Rayz, foi 0,023 d",
enquanto que para os experimentos com glicose Rarz, foi 0,022 d'. Dessa forma, a
adi¢io de glicose parece ndo ter influenciado significativamente a velocidade de

remogdo de atrazina.
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Estudos envolvendo sistemas enzimaticos de microrganismos revelam (que,
dependendo da concentragdo do composto toxico, esses sistemas enzimaticos podem ser
ativados e, assim promoverem a degradagio do composto. O sistema enzimatico
citocromo P450 monoxigenase ¢ de extrema importancia para o metabolismo dos
xenobioticos e provavelmente deve ter sido induzido e promovido a remogéo de 45% de
atrazina no reator AFG4 — reator de maior concentragfio inicial. Londofio et al. (2004)
estudando a induciio de P450 em insetos da espécie Chironomus fentans apos exposi¢ao
a concentragdes variadas de atrazina, observaram que as larvas do mosquito expostas as
solugdes aquosas com concentragdes de atrazina de 0,001; 0,01 e 0,1 mg/L por 90 h ndo
promoveu indugdo do sistema P450. Entretanto, quando as larvas dos mosquitos foram
expostas as concentragdes de 1,0 e 10,0 mg/L, houve uma expressio significativa da
enzima P450. Ou seja, para ativagdo do sistema enzimatico P450, sdo necessarias

concentragoes elevadas da atrazina.

6.4 Operagiio em reatores de leito fixo e escoamento ascendente

6.4.1 Primeira fase de operagiio com tempo de detengiio hidraulica de 12 h e 0,5 g glicose/L.

O reator continuo nesse primeiro ciclo de operagio manteve o pH numa faixa
acida, com valores de saida sempre menores na maioria dos pontos coletados, indicando
a producio de acidos (Figura 6.17), condigiio esta que néio favorece a hidrolise de metil
paration.

Os baixos valores de condutividade, apesar dos valores de saida apresentarem-se
sempre maiores na maioria dos pontos coletados (Figura 6.18), também ndo favorecem
a hidrolise do inseticida. Como citado anteriormente, a hidrolise so é favorecida com
condutividade elevada. Isso significa que as remogdes alcangadas para metil paration €
DQO s#o devido a atividade fliingica, ficando a remogio média de DQO em 47% e a de

metil paration em 40% com 12 h de tempo de detengdo hidraulica.
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A variagdo na concentragio afluente de matéria organica expressa em DQO,
observada na Figura 6.19, é decorrente de preparagdes, ora diluidas ora concentradas,

com relagiio a glicose durante a composigio da agua sintética.
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Figura 6.19 — Variagdo da DQO com TDH de 12 h ¢ 0,5 g glicose/L

Na Figura 6.20 ¢ mostrada a varia¢do da concentragdo de metil paration com 12 h
de tempo de detengdo hidraulica e 0,5 g glicose/L.

A eficiéncia média de remocdo de metil paration foi 40 + 13%. O biofilme
formado, aderido ao meio suporte, promoveu boa utilizagdo do substrato com 12 h de
tempo de detencdo hidraulica. Na operagio em batelada comentada anteriormente a
eficiéncia de remogdo de metil paration em PFGl foi de 82% para a menor
concentragdo testada (0,62 mg/L) e de 43% para a maior concentracio testada (24,68
mg/L), com 27 dias de tempo de reagdo. Apesar de se tratarem de regimes distintos de
operacgdo, ¢ consideravel a diferenca de tempo, 12 h e 27 dias, encontradas nestas
operagoes. Segundo Papagianni e Mattey (2004), em seu estudo, avaliando aspectos
fisiologicos de culturas de Aspergillus niger livre e imobilizado para produgéo de acido
citrico com concentragdes variadas de glicose, verificaram que a velocidade de
produgido do acido foi maior com micélio imobilizado e concentragdo crescente de
glicose. A limitagdo do meio difusional nos pellets foi cerca de 1000 vezes maior do que
do sistema imobilizado, concluindo dessa forma que os pellets livres limitam tanto a

passagem de oxigénio como de glicose. Ainda, segundo Papagianni e Mattey (2004) as
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técnicas de imobilizagio conduzem ao aumento significativo na produgdo de acidos
organicos, enzimas e oligossacarideos, além de minimizar problemas relacionados as
formas morfologicas produzidas, pois eliminam os riscos de autélise central causada por
limitagio difusional.

Na Figura 6.20 ¢ mostrada a varia¢do da concentragdo de metil paration com 12 h

de tempo de detengiio hidraulica e 0,5 g glicose/L.
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Figura 6.20 — Variagio da concentragdo de metil paration com TDH de 12 h e 0.5 g de glicose/L.

6.4.2 Segunda fase de operacfio apos passagem do meio Sabouraud com tempo de detengiio

hidraulica de 12 h e 0,5 g glicose/L

A passagem do meio de cultura pelo reator, que tinha como objetivo formar maior
quantidade de biofilme, ndo melhorou a remogdo média do pesticida ficando esta, em 36
+ 18 %. Para pH e condutividade, também n@o se observaram diferencas significativas
com relagdo ao primeiro ciclo, pois o pH se manteve na faixa acida e a condutividade
também foi maior na saida dos reatores, porém mantendo baixos valores. Com relagéio a

DQO o percentual de remogdo passou de 47% (primeiro ciclo) para 49%.
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Nas Figuras 6.21, 622, 6.23 e 6.24 sdo mostrados as variagdes de pH,

condutividade, DQO e concentragdo de metil paration, respectivamente.

pH

5,4 —
5.2 -
5.0 -
4.8 -
4.6
4,4
4.2
4,0
3.6 -

3.4

-a— afluente
efluente

. . : : . . ]
80 90 100 110 120 130
Tempo (dia)

Figura 6.21 — Varia¢io do pH com TDH de 12 h ¢ 0,5 g glicose/L apos alimentagdo com meio

de cultura Sabouraud
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Figura 6.22 — Variagdo da condutividade com TDH de 12 h ¢ 0,5 g glicose/L apos alimentagdo

com meio de cultura Sabouraud
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Figura 6.23 — Variagdo da DQO com TDH de 12 h e 0,5 g glicose/L apds passagem pelo meio

de cultura Sabouraud
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6.4.3 Terceira fase de operagiio com tempo de detengiio hidraulica de 12 h ¢ 1,0 g glicose/L

Nas Figuras 6.25, 6.26, 6.27 e 6.28 estio apresentadas as variacdes de pH,
condutividade, concentragdo de metil paration e DQO, respectivamente.

A variagio do pH se manteve na faixa acida (3,6 a 4,9) como nos demais ciclos de
operacdo e a condutividade oscilou de forma crescente entre o afluente ao reator ¢ 0
efluente, mas mantendo-se em niveis baixos. Ou seja, as condigdes internas do reator
com relagdo ao pH e a condutividade pouco diferenciaram da dos ciclos operados com

TDH de 12 h e 0,5 g de glicose/L. e apos a passagem do meio de cultura Sabouraud.
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Figura 6.25 — Variagdo do pH com TDH de 12 h ¢ 1,0 g glicose/L
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Figura 6.26 — Variagio da condutividade com TDHde 12he 1,0 g glicose/L
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Figura 6.27 — Variagio da concentragio de metil paration com TDH de 12he 1.0 g de glicose/L.
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Figura 6.28 — Varia¢iio da DQO com TDH de 12 h ¢ 1,0 g de glicose/L

Este ciclo de operagdo tinha como principal objetivo verificar a influéncia da
concentragio de glicose, na melhora de eficiéncia de remogdo de metil paration. Desta
forma, duplicou-se a quantidade do substrato primario e observou-se diminui¢do de
40% no primeiro ciclo para 36% no segundo ciclo ¢ neste para 35%, mostrando que o
aumento do substrato primario ndo provocou aumento da eficiéncia de remogéo de metil
paration. Ou seja, comparando as trés condi¢gdes impostas (0,5 g glicose/L; apos
passagem do meio de cultura Sabouraud e 1,0 g glicose/L) ao reator ¢ clara a influéncia
negativa de maior concentragio de glicose com relagio a remog¢do média de metil

paration (Figura 6.29).
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Figura 6.29 — Variagédo de metil paration no ciclo com TDH de 12 h ¢ 0,5 g glicose/L; apos
passagem do meio de cultura Sabouraud com TDH de 12 h ¢ 0,5 g glicose/L ¢ com TDH de 12h
1,0 g glicose/L

Neste caso o aumento da concentragdo de glicose pode ter provocado maior
crescimento das hifas e diminuido a remogdo do pesticida, por limitagdo difusional,
além de, provavelmente, ter dificultado a oxigenagio dentro do reator. Percebeu-se
claramente o crescimento exagerado da biomassa dentro do reator apoés o uso de 1 g
glicose/L. (Figuras 6.30 e 6.31). Segundo Moreira et al. (1996), uma das formas de
controlar o cerscimeto exagerado em reatores de leito fixo, tem sido a aplicagido de
fluxo com pulso em freqiiéncia controlada, promovendo assim redugiio das restrigdes
difusionais. Estes autores estudaram a aplicagdo de fluxo com pulso num reator de leito
fluidizado para controlar a morfologia de fungos filamentosos, e verificaram que o
controle do crescimento aumentou a produgdo enzimatica das espécies Aapergillus
niger ¢ Phanerochaete chrysosporium, bem como a produgio de acido citrico por
Aspergillus niger. Este controle de crescimento promove, principalmente, aumento da
atividade superficial do micélio e melhor disponibilidade de oxigénio, bem como
compactagdo do leito e conseqiiente melhora da transferéncia de massa e converséo do

substrato, o qual finaliza com aumento da produgiio no reator.



80

Figura 6.30 — Reator com 0,5 g glicose/L Figura 6.31 — Reator com 1,0 g glicose/L

Outra hipotese é que os fungos preferiram utilizar a fonte mais facil, no caso a
glicose, em detrimento do pesticida. Papagianni e Mattey (2004) verificaram em seus
estudos para produgiio de écido citrico por Aspergillus niger livre ¢ imobilizado que,
quando aumentavam a concentraglio de glicose de 50 g/L para 130 g/L, ocorria
alteragdes na morfologia da biomassa formada. Com concentragiio de 50 g/L de glicose
os filamentos formados eram longos e finos e com 150 g/L os filamentos eram grossos,

curtos e inchados, o que levava a limitagdes difusionais.
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7. CONCLUSOES

A comunidade microbiologica formada, na fase do experimento, em batelada
utilizando micélio fiingico, com predominio da espécie tungica Aspergillus niger nos
reatores PF e PFG, e da espécie Alternaria alternata nos reatores de controle, mostrou-
se viavel ao tratamento bioldgico com fungos para remog¢do de metil paration de
matrizes aquosas, alcangando percentuais de remogio de 93, 97 e 94% nos reatores de
controle, PF e PFG, respectivamente.

A presenga de glicose nos reatores PFG, ainda na fase com micélio fingico, nido
influenciou a diminuigdo da concentragéo final de metil paration. Contudo, acelerou a
degradac¢do do organofosforado e o crescimento fiingico, que fez com que fossem
obtidos valores menores de concentragdo de metil paration em tempos de reacdo
menores.

Concentragoes de até 60 mg/L. de metil paration e de até 25 mg/L de atrazina ndo
foram toxicas para a espécie Aspergillus niger AN400, apesar de que, para estas
concentragdes, tenha sido necessario maior tempo de incubagio.

A presenga da glicose na concentragio de 0,5 g/, no ensaio com esporos de
Aspergillus niger AN400 e metil paration, favoreceu melhores percentuais de remogao
do poluente, quando comparada com os reatores que ndo continham o substrato
primario. O melhor percentual de remogao de metil paration alcancado foi de 82%, no
reator PFG1, cuja concentrago inicial foi a menor desse grupo (0,62 mg/L). Portanto, a
presenca da glicose atuou em processo de co-metabolismo para remogao do inseticida.

O modelo cinético de primeira ordem representou bem a velocidade de
decaimento do metil paration na fase com esporos, principalmente, nos reatores que
continham glicose. Para os experimentos sem a adigdo de glicose, a constante cinética
foi de 0,063 + 0,005 h™', enquanto que para os experimentos com glicose a constante foi
de 0,162 + 0,014 h'. Dessa forma, a adigio de glicose resultou efetivamente em

aumento na velocidade de conversao do metil paration.
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Nos reatores PFG, da fase com esporos, o crescimento celular ndo foi
comprometido pelo aumento da concentragdo de metil paration, até 14,52 mg/L. Para a
concentragio de 24,89 mg/L. houve diminui¢do do percentual de crescimento celular.
Nos reatores PF, o percentual de crescimento celular diminuiu a medida em que a
concentragdo de metil paration aumentou.

Na fase experimental com atrazina e esporos de Aspergillus niger AN400, a
presenca do substrato primario (glicose) ndo teve influéncia na remogio de atrazina,
ficando os percentuais de remogdo muito proximos aos percentuais encontrados nos
reatores sem a glicose.

O estudo cinético, nessa fase com atrazina e esporos, revelou que para os
experimentos sem a adigdo de glicose, o valor de Rz, foi 0,023 d”, enquanto que para
os experimentos com glicose Rarzo foi 0,022 d”'. Dessa forma, a adigdo de glicose
parece nio ter influenciado significativamente a velocidade de remogéo de atrazina.

O reator de leito fixo e fluxo ascendente removeu 40% de metil paration com
tempo de detengéio hidraulica de 12 h, tempo este, baixo quando comparado aos demais
tempos de reagio empregados nas fases de batelada que foram de 32 e 27 dias com
micélio de fungos e esporos de Aspergillus niger AN400. Portanto, a operagdo com
microrganismos imobilizados, parece ser mais eficiente na remogédo de metil paration de
agua.

O aumento da concentragio de glicose de 0,5 g/L para 1,0 g/l. ndo exerceu
nenhum efeito positivo sobre a remogdo de metil paration no reator de leito fixo. Pelo
contrario, o percentual remogdo com 0,5 g de glicose/L. foi de 40% e com 1,0 g de
glicose/L, o valor diminuiu para 35%.

A pesquisa demonstrou a potencialidade do uso de reatores com fungos no

tratamento de dguas contaminadas com metil paration e atrazina
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8. RECOMENDACOES

Testar o tempo de detengo hidraulica de 12 h sem glicose para remogao de metil

paration em reatores de leito fixo e fluxo ascendente;

Testar os tempos de detengdo hidraulica de 18 e 24 h, com e sem glicose, para

remogdo de metil paration em reatores de leito fixo e fluxo ascendente;

Estudar a eficiéncia de remogio de atrazina em reatores de leito fixo e fluxo

ascendente, com e sem glicose, variando os tempos de detengdo hidraulica;

Realizar ensaio de adsorgdo com carvéo ativado e comparar os resultados com 0s

do ensaio de adsor¢iio com a manta agulhada de poliamida;

Testar outros tipos de meio suporte de baixo custo;

Estudar a eficiéncia de reatores em batelada e em fluxo continuo para o tratamento

de efluentes “in natura” de industria agroquimica.
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