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RESUMO

de Nardi, I. R. (2002). Degradagdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) em
reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF). Sdo Carlos, 2002. 165p. Tese
(Doutorado) — Escola de Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

A atividade industrial diversificada tem sido responsavel pelo langamento, no
ambiente, de residuos que contém materiais toxicos e/ou de dificil degradagio. Benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) sdo compostos importantes, por estarem presentes em
dguas superficiais e subterridneas, geralmente, a partir de contaminagdes por derivados de
petroleo. Enquanto a degradagiio aerdbia de BTEX ja estd amplamente entendida e descrita,
a aplicagdio de processos anaerobios de tratamento, iniciados na década de 80 ainda requer
muitos estudos. Reatores anaerdbios horizontais de leito fixo de bancada preenchidos com
cubos de espuma de poliuretano, contendo lodo anaerdbio proveniente de diversas fontes
trataram agua residudria sintética a base de proteinas, carboidratos, lipidios, contendo
solugio etandlica de BTEX e solugdo de BTEX em detergente comercial; e solugéio etandlica
de BTEX como tnicas fontes de carbono. A influéncia da adigdo de nitrato e sulfato como
aceptores de elétrons na degradagdo anaerdbia também é discutida. Os reatores foram
capazes de remover BTEX nas concentragdes testadas de até 15,0 mg/LL de cada composto,
com tempos de detengdio hidraulica de 11,4 horas e 13,5 horas. Os reatores forneceram
condigdes excelentes para o desenvolvimento de biofilme complexo capaz de degradar
BTEX, contendo organismos degradadores de BTEX, acetogénicos, acetocldsticos e
hidrogenotrdficos. Arqueas metanogénicas representaram menos de 0,5 % do total de
organismos anaerébios na biomassa dos reatores. O modelo cinético de primeira ordem com
residual foi o que melhor representou os dados experimentais e as velocidades de
degradagdes de BTEX, estimadas neste trabalho, foram cerca de 10 a 94 vezes maiores que

as encontradas na literatura, em ensaios realizados em microcosmos.

Palavras-chave: processo anaerobio, BTEX, reator de filme fixo, RAHLF, biomassa

imobilizada, espuma de poliuretano.
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ABSTRACT

de Nardi, I. R. (2002). Benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (BTEX) degradation in
horizontal-flow anaerobic immobilized biomass (HAIB) reactor. Sio Carlos, 2002. 165p.
Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

The diversified industrial activity has been responsible for discharge in the
environment of toxic and/or difficult degradation compounds. Benzene, toluene,
ethylbenzene and xylenes (BTEX) are important compounds present in surface and ground
waters, usually from petroleum products contamination. While BTEX aerobic degradation is
extensively understood and described, anaerobic treatment application, started in the
eighties, associated to fundamental studies need to be improved. Bench-scale horizontal-flow
anaerobic immobilized biomass reactors filled with polyurethane foam matrices, containing
immobilized anaerobic biomass from various sources, treated synthetic substrate containing
protein, carbohydrates, lipids, BTEX solution in ethanol and BTEX solution in commercial
detergent, as well as BTEX solution in ethanol as the sole carbon source. The influence of
the addition of nitrate and sulfate as electron acceptors on anaerobic degradation is also
discussed. The reactors were able to remove up to 15.0 mg/L of each BTEX compound, with
hydraulic detention time of 11.4 hours and 13.5 hours. The reactors provided excellent
conditions for developing a complex biofilm with BTEX-degraders, acetogenic, acetoclastic
and hydrogenotrophic microorganisms. Methanogenic archaea were found to represent less
than 0.5 % of the total anaerobic organisms in the biomass inside the reactors. Residual first
order kinetic model fitted well the experimental data and the BTEX degradation rates,
estimated in this work, were about 10- to 94-fold higher than those found in the literature, in

microcosms studies.

Keywords: anaerobic process, BTEX, fixed-bed reactor, HAIB reactor, immobilized

biomass, polyurethane foam.



1. INTRODUCAO

A atual atividade industrial tem sido responsavel por langamentos, no ambiente, de
residuos contendo materiais toxicos ou de dificil degradagdo. Um grupo de compostos que
tem recebido atengdo crescente devido ao seu potencial carcinogénico € o de hidrocarbonetos
aromdticos, principalmente benzeno, tolueno, etilbenzeno e isdmeros xilenos, conhecidos
coletivamente como BTEX. Estes compostos sdo os principais componentes aromaticos em
muitos produtos derivados do petrdleo e sdo amplamente utilizados como solventes
industriais em sinteses organicas e em limpezas de equipamentos.

Os compostos BTEX sio fregiientemente encontrados em aguas subterrdneas como
resultado de vazamentos em tanques e tubulagdes subterrineos de estocagem de petréleo, de
praticas inadequadas de disposi¢do de residuos, de derramamentos acidentais e de percolagdo
em aterros sanitarios (Shim & Yang, 1999). A poluigio de dguas subterrdneas
freqiientemente resulta da migragio de poluentes e contaminagdo durante a captagiio de
aguas de abastecimento (Langwaldt & Puhakka, 2000). Gobato (1995) detectou benzeno.
tolueno e xilenos em dgua potdvel de Sdo Carlos, proveniente de pogo artesiano ¢ de dguas
superficiais, mesmo apos o tratamento realizado pelo Servigo Auténomo de Aguas e Esgotos
(SAAE), em concentrag6es menores que | pg/L.

As tecnologias de tratamento anaerdbio foram inicialmente desenvolvidas para o
tratamento de fragdes facilmente biodegraddveis de esgotos sanitarios, estercos e lodos. O
desenvolvimento de sistemas de alta taxa, entre as décadas de 50 a 80, propiciou a aplicagdo
de tais tecnologias no tratamento de efluentes agroindustriais. Com o desenvolvimento
crescente dessa tecnologia, houve significativo avango no conhecimento sobre toxicidade e
biodegradabilidade, permitindo a aplicagdo de processos anaerdbios em efluentes contendo
compostos toxicos e recalcitrantes de indistrias quimicas, petroquimicas e de polpa e papel.
além da aplicagdo em bioremediagdo. O conhecimento da capacidade de consorcios
anaerébios em transformar e mineralizar compostos esta em expansdo, com muitos estudos

sendo realizados (Field, 2001).



A partir da década de 80, tem-se reconhecido que a diversidade do metabolismo
microbiano anaerébio ¢ muito mais ampla do que foi previamente estabelecida. Muitos
contaminantes considerados recalcitrantes sob condigdes andxicas, como hidrocarbonetos,
percloratos (ClOy), compostos halogenados e compostos nitroaromadticos, podem, de fato,
ser biodegradados na auséncia de oxigénio molecular (Coates & Anderson, 2000).

Enquanto as rotas de degradagéo aerdbia de BTEX ja estdo amplamente entendidas e
descritas, a aplicagdo de processos anaerdbios de tratamento, iniciados na década de 80,
ainda requer muitos estudos. Pesquisas de laboratério mostram que a degradagdo anaerdbia
de BTEX pode ocorrer sob ampla faixa de potenciais redox. As reagdes bioquimicas de
degradagiio podem ser mediadas através de bactérias redutoras de nitrato, sulfato ou ferro
(IlT), bem como por consércios fermentativo e metanogénico que tém demonstrado
habilidade em metabolizar pelo menos um dos compostos BTEX (Stoner, 1994). O
tratamento anaerdbio de dguas residudrias contendo BTEX ¢é possivel, desde que o reator
retenha o lodo anaerdébio adaptado a esse tipo de despejo.

Ha grande interesse no desenvolvimento de tecnologias que utilizam bioreatores para
a degradagdo eficiente de BTEX, bem como na melhor compreensdo da cinética de
biodegradagdo de BTEX em bioreatores e em dguas subterraneas. A maioria dos estudos de
biodegradagio de BTEX tem sido realizada em microcosmos utilizando consércios
microbianos provenientes de lodo de estagdio de tratamento de esgotos (ETE), de solo ou de
dguas subterraneas (Shim & Yang, 1999). Os resultados desses estudos sdo freqiientemente
contraditorios e variam de acordo com as diferentes condigdes experimentais. Vérias culturas
puras também tém sido estudadas, mas, usualmente, ndo sdo capazes de degradar todos os
compostos simultaneamente (Shim & Yang, 1999). Nesses estudos, o efeito de fatores
ambientais tais como: concentragio de BTEX, concentragio de biomassa vidvel,
temperatura, pH, interagdes do substrato, adaptagdo e competigdo microbiana foram
investigados. Essas experiéncias tém auxiliado na compreensio do comportamento da
degradagiio de poluentes em sistemas fechados, mas sistemas de tratamento capazes de tratar
grandes quantidades de dguas residuarias contendo compostos voldteis, em bioreatores, sdo
escassos na pratica de engenharia (Yeom & Yoo, 1999).

O tratamento aerébio de BTEX pode acarretar na volatilizagdo de consideravel
fragdo desses componentes devido as altas velocidades de aeragdo e agitagdo normalmente
empregadas nos tanques de aeragdo, causando poluigio do ar e riscos relatados, tais como
odores desagradaveis, inalagdo de téxicos em dreas proximas a planta de tratamento
(Chaudhuri & Wiesmann, 1995).



Os reatores biologicos utilizando biomassa imobilizada apresentam in(imeras
vantagens frente aos reatores operando com biomassa suspensa na degradagio de poluentes,
tais como: elevada concentragdo de biomassa, elevada atividade metabolica atribuida a
elevadas concentragdes de nutrientes aderidos ao biofilme e as diferentes interagdes entre
espécies microbianas, e resisténcia a compostos toxicos principalmente devida ao efeito
protetor da matriz extracelular (barreira de difusdo) que reduz a concentragio de toxico no
biofilme (Cohen, 2001),

Damianovic (1997) estudou a degradagio e a influéncia de pentaclorofenol no
tratamento de substrato orginico em Reator Anaerébio Horizontal de Leito Fixo (RAHLF).
Foi possivel tratar substratos contendo 0,2 mg/L a 8,0 mg/L de pentaclorofenol, sem que o
desempenho do reator fosse afetado, com remogdo de aproximadamente 98 % de matéria
organica (pentaclorofenol, glicose, dcidos acético e férmico). Bolafios (2001) estudou a
degradagdo de fenol, tnica fonte de carbono, em concentragdes entre 50 mg/L a 1200 mg/L
em RAHLF com 99 % de eficiéncia de remogdo. Dessa forma, a degradagdo de compostos
aromaticos em Reatores Anaerdbios Horizontais de Leito Fixo (RAHLF), operados com
espuma de poliuretano como meio suporte para desenvolvimento microbiano, tem-se
mostrado uma tecnologia promissora. Esse é o principal fator que justifica o estudo
aprofundado da degradagdo de BTEX em reatores RAHLF.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o tratamento bioldgico anaerébio dos
compostos BTEX, sob condigdes mesofilicas, em Reator Anaerébio Horizontal de Leito Fixo
(RAHLF) utilizando espuma de poliuretano como suporte de imobilizagdo de biomassa,
inoculada com mistura de lodos provenientes de reatores Anaerdbio de Manta de Lodo com
Fluxo Ascendente (UASB) tratando dguas residudrias de diferentes composigdes.

Os objetivos especificos foram:

e Testar a degradagdio de BTEX em condigdes fermentativa e metanogenica,

‘ desnitrificante e de redugfio de sulfato;

o Verificar a influéncia de BTEX no desempenho de RAHLF tratando dgua residudria
sintética em consorcio metanogénico;

e Avaliar a degradagfio de BTEX na presenga de etanol e de detergente comercial, visando
enquadrar o trabalho na drea de bioremediagéo;

e  Adaptar método analitico cromatogréfico para determinagiio de BTEX;

e Avaliar o potencial de adsor¢gdo de BTEX nas matrizes de espuma de poliuretano e na
bioparticula;

e Avaliar a cinética de degradagdo de BTEX;

e Por meio da aplicagio do método do Numero Mais Provavel (NMP), monitorar e

quantificar bactérias anaerdbias e arqueas metanogénicas em RAHLF.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Compostos Aromaticos

As caracteristicas dos compostos aromaéticos, cujas degradagdes foram estudadas
neste trabalho, sdo apresentadas a seguir (THE MERCK INDEX, 1996 e

http://www.crossroads.nsc.org/chemicals.cfm).
3.1.1 Benzeno

O benzeno é o principal composto produzido a partir de petréleo, além de estar
presente em muitas plantas, animais ¢ em fumagas vulcinicas e de incéndios florestais. E um
dos componentes da gasolina, sendo usado também na produgdo de outros intermedidrios ¢
de alguns tipos de plasticos, detergentes liquidos, borrachas, fibras sintéticas e pesticidas.
Emissdes de benzeno podem ser detectadas de colas de tapete, tapetes texturados e ceras de
mobilidrio.

e  Sindnimos: fenil hidreto, benzol, benzina, ciclohexatrieno
e Formula molecular: C¢Hg

e Formula estrutural:

e Massa molecular: 78,11

e Ponto de fusdo: 5,5 °C

e Ponto de ebuligiio: 80,1 °C

e Densidade: 0,88 g/mL

e Forma fisica: liquido incolor, com odor caracteristico de thinner, detectavel a 12 ppm

o Solubilidade em agua: 0,18 g/100 mL



e Solivel em: acetona, 4cido acético glacial, élcool, disulfeto de carbono, éter, Gleos,
tetracloreto de carbono

e Dose letal média (quantidade de composto estimado ser fatal a 50 % dos organismos
testados, LDsg, em ratos): 3,3 g/kg

e Toxicidade aguda: desmaios, dores de cabega, vomitos, irritagio das membranas
mucosas

e Toxicidade cronica: essa substdncia tem sido listada como carcinogénica pela Agéncia
de Protegio Ambiental, podendo levar & leucemia. A exposigio a elevadas concentragdes
de benzeno pode ser fatal em minutos, com convulsdes e depressdo do sistema nervoso

central,
3.1.2 Tolueno

E produzido no refinamento de petroleo e como sub-produto na produgdo de estireno
¢ operagdes de forno a carvdo. Suas fontes naturais incluem 6leo cru e alcatrio de madeira.
Cerca de 92 % do tolueno produzido é utilizado como componente da gasolina; | % ¢
utilizado em solventes de tintas, adesivos, agentes de limpeza e em extragdes quimicas. O
restante ¢ utilizado na sintese quimica do benzeno, espumas de uretano e outros compostos
orgénicos, como farmacos, tintas e cosméticos para unhas.

o  Sindnimos: toluol, fenil metano, metilbenzol e metilbenzeno
e Formula molecular; C;Hg
e Formula estrutural:

H3

e Massa molecular: 92,14

e Ponto de fusdo: -95,0 °C

e Ponto de ebuligdo: 110,6 °C

e Densidade: 0,87 g/mL

e Forma fisica: liquido incolor, com odor aromatico similar ao benzeno, detectavel a
0,16 ppm - 37 ppm

e Solubilidade em agua: 0,0526 g/100 mL

e Solivel em: acetona, acido acético glacial, alcool, cloroférmio, disulfeto de carbono, éter

o LDy (ratos): 7,53 g/kg



o Toxicidade: disfungdo do sistema nervoso central, fadiga, fraqueza, perda de memdria,
ndusea e perda de apetite. Os dados sdo insuficientes com relagdo ao seu potencial

carcinogénico. Pode prejudicar o desenvolvimento de fetos.
3.1.3 Etilbenzeno

E produzido a partir da alquilagio de benzeno com etileno. Superfracionamento de
compostos aromdticos com 8 atomos de carbono (Cg) fornece somente pequena fragdo de
etilbenzeno. E quase exclusivamente (99 %) utilizado na produgdo de monémero estireno;
menos de | % ¢ utilizado como solvente de tintas ou como intermedidrio na produgio de
dietilbenzeno e acetofenona.

e  Sindnimos: fenil etano, etilbenzol.
e  Formula molecular: CgH,
e Fdrmula estrutural:

H2CH3

e Massa molecular: 106,16

e Ponto de fusio: -94‘,9 °C

e Ponto de ebulig¢io: 136,2 °C

e Densidade: 0,87 g/mL

e Forma fisica: liquido incolor com odor aromético

e  Solubilidade em dgua: 0,0206 g/100 mL

e Soltvel em solventes orgdnicos

e LDs (ratos): 5,46 g/kg

o Toxicidade: irritagdo das membranas mucosas, dores de cabega, dermatites, narcose,

coma.
3.1.4 Xileno

As fragdes da reforma de petréleo sdo as principais fontes de xilenos. Xileno
comercial ¢ uma mistura dos isdmeros o-xileno, m-xileno ¢ p-xileno sendo m-xileno o
predominante. Quantidades trago de etilbenzeno podem estar presentes. E um liquido incolor

a temperatura ambiente, com odor aromatico. Xileno € usado como solvente, na produgido de



gasolina, como matéria-prima de compostos usados na fabricagdo de fibras de poliéster, em
tintas e inseticidas.

o-Xileno ¢ usado principalmente nas produgdes de anidrido ftalico e ftalonitrila,
convertido no pigmento cobre ftalocianina. Uma pequena quantidade é usada como solvente
e na produgdio de bactericidas, herbicidas de soja e dleos lubrificantes.

m-Xileno € usado na manufatura de acido isoftdlico e, em menor extensdo, em
isoftalonitrila, utilizado na produg¢do do fungicida tetracloroisoftalonitrila.

p-Xileno, o isdmero mais importante comercialmente, é principalmente consumido
na produgiio de 4cido tereftalico, usado na produgio de filmes, resinas e fibras poliésteres
para confecgdio de produtos domésticos, tapetes e tecidos. Também ¢é usado como solvente e
na manufatura de di-paraxileno e herbicidas.
Toxicidade: irritagdo das membranas mucosas, problemas estomacais, sonoléncia, nduseas,
vomitos, dores abdominais, dermatite, falta de coordenagdo, problemas de memoéria e de
concentragdo, podendo prejudicar o desenvolvimento de fetos. Xilenos sdo considerados

altamente toxicos a vida aquatica.

o-xileno:
e Sindnimos: o-dimetilbenzeno, 1,2-dimetilbenzeno, o-metiltolueno, 1,2-xileno, o-xilol
o Formula molecular: CgHy

e Formula estrutural:

H3
CHs

Massa molecular: 106,16
Ponto de fusdo: -25,2 °C
Ponto de ebuligdo: 144,0 °C
Densidade: 0,88 g/mL

Solavel em: alcool, éter

m-xileno:
e Sindnimos: m-dimetilbenzeno, 1,3-dimetilbenzeno, 1,3-xileno, m-xilol

e Formula molecular: CgH g



e Formula estrutural:

H3s

CHs
e Massa molecular: 106,16
e Ponto de fusdo: -47,4 °C
e Ponto de ebuli¢do: 139,1 °C
e Densidade: 0,86 g/mL
o Solavel em: dlcool, éter e muitos outros solventes orginicos

o LDy (ratos): 6,6 g/kg

p-xileno:

e Sindnimos: p-dimetilbenzeno, 1,4-dimetilbenzeno, p-metiltolueno, 1,4-xileno
e  Fdrmula molecular: CgH g

e Formula estrutural:

Hs

CHs3
e Massa molecular: 106,16
e Ponto de fusdo: -13,3 °C
e Ponto de ebuligdo: 138,3 °C
o Densidade: 0,86 g/mL

e Solavel em: alcool, éter, solventes orgdnicos

3.2 Fontes de contaminacéio de BTEX

Hidrocarbonetos monoaromaticos sio compostos de origem natural, constituintes do
6leo cru, e alguns como benzeno, tolueno, etilbenzeno e propilbenzeno sdo também
biogenicamente produzidos por microrganismos, em condi¢des anaerdbias, durante
transformagdes de derivados aromaticos da lignina ou de aminodcidos aromdticos (Grbic-

Galic, 1990).
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Quantidades consideraveis de petroleo sdo liberadas em dguas superficiais e
subterrineas ¢ no solo, provenientes de diversas atividades industriais, vazamentos de
tanques ¢ tubulagdes e derramamentos acidentais. Uma parte significante do petroleo
consiste de compostos aromaticos que sdo considerados uma ameaga ao meio ambiente
devido 4 sua toxicidade (Chaudhuri & Wiesmann, 1996). BTEX estdo presentes em
combustiveis sendo a fragdo aromdtica de menor massa molecular obtidos pelo
fracionamento do petréleo e da reforma de hidrocarbonetos (Bowlen & Kosson, 1995).

Varios hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e clorados, entre eles BTEX, foram
identificados em amostras aquosas em uma instalagio de tratamento de aguas residudrias
recebendo esgotos doméstico e industrial (van Langenhove et al., 1985). Percolados de
aterros sanitdrios industriais freqiientemente contém consideraveis quantidades de BTEX
dissolvidos (Bowlen & Kosson, 1995). A Tabela 3.1 lista alguns compostos aromaticos

presentes em dguas residudrias de diferentes processos industriais.

Tabela 3.1: Compostos arométicos presentes em efluentes de processos industriais.

Fonte Compostos aromdticos significantes

Refinaria de petréleo Benzeno, benzenos substituidos, tolueno, n-octanos, n-decanos,
naftaleno, bifenis, fenol, cianeto, sufeto e amonia

Petroquimicas Naftaleno, heptano, benzeno, butadieno, dlcoois C4 fenol e
resorcinol

Industrias quimica m-Aminofenol, resorcinol, dinitrofenol, p-nitrofenol, trinitrofenol,
dcidos benzeno-sulfénicos, anilina, clorobenzenos, tolueno e
resorcinol

Refinaria de carvio Fenol, catecol, cresdis, resorcinol, hidroquinona, pirogalol,

hidrocarbonetos poliaromaticos, piridinas, picolinas, lutidinas,
xilenos, tolueno e acido benzdico

Industrias farmacéutica Tolueno, alcool benzilico, dcido fenil acético, produtos clorados do
benzeno, cloroférmio, éter, alcool etilico

Fonte: Kumaran & Paruchuri (1997)

Outra fonte de contaminagdo por BTEX significante é a gasolina. Um litro de
gasolina tem o potencial de contaminar 2.10° m® de dgua subterrinea (Nadim et «l., 2000).
Na composigdo tipica de gasolina pura, estio presentes cerca de 39%, em massa, de
aromaticos (0,8 % de benzeno, 3,9 % de tolueno, 1,3 % de etilbenzeno, 3,8 % de m-xileno,
1,3 % de p-xileno e 2,2 % de o-xileno) (Seabra, 1999). A gasolina brasileira contém de 20 %
a 26 % de etanol, em volume, cuja finalidade é o aumento de seu grau de octanagem.
Vazamentos em tanques de combustiveis, principalmente em postos de gasolina, tém
resultado na poluigdo de corpos d’dgua e de aqiiiferos (Seabra, 1999). O aumento de

ocorréncias de vazamentos em sistemas de armazenamento de derivados de petréleo e de



outros combustiveis levou a formulagdo da Resolugdo n° 273 de 29 de novembro de 2000 do
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), que estabelece diretrizes de localizagao,
construgdo, operagdo de postos revendedores e de postos de abastecimento.

Muitos pesticidas contém quantidades significativas de solventes organicos em sua
formulagdo, entre eles tolueno, xilenos e clorobenzeno, que podem constituir de 7 % a 14 %, .
em massa, da formulagéo de pesticidas, contaminando solos destinados a agricultura (Phelps )
& Young, 2001).

A contaminagio de rios por compostos orgénicos volateis pode ocorrer por descarga
direta, ou por lixiviagio de residuos depositados ao longo do rio. Benzeno e tolueno
ocorrem, com freqiiéncia, em niveis superiores a 1,0 pg/L; ocasionalmente, niveis maiores
que 10,0 pg/L foram detectados em rios ¢ em suas respectivas dguas tratadas (Gobato, 1995).
No Brasil, o CONAMA, de acordo com a Resolugdo n® 20 de 18 de junho de 1986,
estabelece somente alguns teores maximos para compostos orgdnicos, entre eles o benzeno
(10,0 pg/L). Entretanto, a Portaria n° 1469 de 29 de dezembro de 2000 do Ministério da
Saide, que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e
vigilincia da qualidade da dgua para consumo humano e seu padrio de potabilidade,
determina além do valor maximo permitido para o benzeno na dgua potdvel (5,0 ug/L),
valores para o tolueno (170,0 pg/L), o etilbenzeno (200,0 pg/L) e os xilenos (300,0 pg/L). A
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) apresenta um relatério de
estabelecimento de valores orientadores para protegdo da qualidade de solos e das dguas

subterraneas no estado de S4o Paulo sendo incluidos benzeno, tolueno e xilenos (Tabela 3.2).

Tabela 3.2:Valores orientadores para solos e para dguas subterrineas no estado de Sdo Paulo.

Substancia Solos (mg/kg) Aguas subterrineas (pg/L)
Referéncia Intervengio Intervengiio
Agricola  Residencial Industrial
Benzeno 0,25 0,6 1,5 3,0 5,0
Tolueno 0,25 30,0 40,0 140,0 170,0
Xilenos 0,25 3,0 6,0 15,0 300.0

O valor de referéncia indica o limite de qualidade para um solo considerado limpo.

O valor de intervengdo indica o limite de contaminagiio do solo e das dguas subterrineas,
acima do qual, existe risco potencial & saiide humana e quando excedido requer alguma
forma de intervengdo na drea avaliada.

Fonte: Casarini ef al. (2001)

A Tabela 3.3 apresenta alguns dados de contaminagio de BTEX em d4guas
superficiais e aqiiiferos. Os valores variam de acordo com o local de amostragem, periodo de

contaminagio ¢ tempo decorrido da contaminagéo até a amostragem.
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Tabela 3.3: Contaminagéo de aguas superficiais e aqiiiferos.

Fonte de contaminagdo Composto Referéncia
Plataformas — golfo do México: Sauer (1981)
Descarga de residuos gasosos < 10 % de hidrocarbonetos

Descarga de residuos liquidos

aromaticos (1,5 pgBTEX/L)
20 mg/L hidrocarbonetos
(13,1 mgBTEX/L)

Rio Glatt, Suiga m-xileno (0,2 pg/L) Kuhn et al.(1985)
Produgdo biogénica no hipolimnio andxico, Benzeno (300 ng/L) Jiittner & Henatsch
lago Schleinsee, Alemanha Tolueno (1500 ng/L) (1986)
Jiittner (1988)
Rio Rhine, Alemanha Benzeno (0,1 pg/L) Van Beelen & van
Keulen(1990)
Rio Jurong, Singapura Benzeno (0,8 - 2,1 pg/L) Foo (1991)

Agua de lavagem de posto de gasolina

Benzeno (1,1 — 40,4 pg/L)

Pluma de percolado de aterro sanitério,
Canada

Reinhard & Goodman
(1984)

BTEX (20,2 - 1916,0 pg/L)

Aqiiifero contaminado com percolado de
aterro sanitario, Dinamarca

Benzeno (2 - 77 pg/L) Riigge et al. (1995)
Tolueno (1 — 14 pg/L)
Etilbenzeno (1 — 77 pg/L)

Xilenos (2 — 1548 pg/L)

Aqiiifero contaminado com éleo cru, EUA

Benzeno e alquilbenzenos Cozzareli et al.(1990)

(4 -9 mg/L)

Aqiiifero contaminado com

condensante, Holanda

gas

BTEX (20 mg/L) Morgan ef al.(1993)

Aqiiiferos contaminados com combustivel,
EUA

Benzeno (1,5 — 14,0 mg/L) Salanitro (1993)

Aqilifero contaminado com combustivel

BTEX (20 pg/L — 21,5 mg/L) Wiedemeier ef al.

JP-4, EUA (1996)
Aqiiifero contaminado com combustivel, BTEX (4,6 mg/L) Curtis & Lammey
Canada (1998)

Aqiiifero contaminado com gasolina, EUA

BTEX (0.5 pg/L — 120 mg/L)  Kelley er al. (1997)

Aqiiifero  contaminado com  gasolina,
Australia

Benzeno (8,0 — 38,2 mg/L.)
Tolueno (1,0 — 75,0 mg/L)
Etilbenzeno (0,3 — 8,2 mg/L)
xilenos (0,4 — 38,7 mg/L)

Davis ef al. (1999)
Johnston et al. (1998)

Aqiiifero contaminado com residuo de
processamento de gas natural, Canada

BTEX (< 12 mg/L) Granger ef al. (1999)

Aqiiifero  contaminado com  solventes
clorados e hidrocarbonetos, EUA

BTEX (< 10 mg/L) Morkin et al. (2000)

Oleo cru

0-6 % BTEX Wang ef al.(1995)

Efluente de unidade de floculagio e
sedimentagiio tratando dgua de lavagem de
veiculos, Holanda

BTEX (1,9 - 12,7 mg/L) Zilverentant (1997)

Aguas residudrias de indastrias quimicas

Tolueno (2,7 mg/L)
Etilbenzeno, xilenos
(1,8 mg/L)

Ketola et al.(1997)

Urinas de fumantes (20 cigarros / dia)

BTEX (1058 ng/L) Fustinoni et al.(1999)

Vazamento de residuos de alcatrio

BTEX (338 ng/mL) Menéndez er al.(2000)
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3.3 Degradaciio anaerébia de BTEX

Os compostos aromaticos sdio relativamente resistentes a degradagiio devido a
estabilidade da nuvem de elétrons m. Bactérias aerébias usam monoxigenases e dioxigenases
para introduzir dtomos de oxigénio, desestabilizando a estrutura de ressondncia, tornando
possivel a quebra do anel. Dessa forma, dioxigenases reagem com substratos aromaticos,
introduzindo dtomos de oxigénio no nicleo benzénico formando ortodiois. Estes compostos
sdo atacados por outras oxigenases que quebram o anel, levando a 4cidos di6icos, facilmente
degradaveis. Oxigénio molecular ¢ usado tanto como aceptor de elétrons para respiragio,
como reagente (Schink, 1988). Na auséncia de oxigénio molecular, outras rotas metabdlicas
tém sido descobertas na degradagiio de compostos aromaticos previamente considerados de
dificil degradagio.

Microrganismos medeiam reagdes de oxidagdo de matéria orgdnica usando aceptores
de elétrons durante processos de respiragdo. A utilizagdo preferencial de aceptores de
elétrons da-se em ordem decrescente de acordo com o potencial de oxidagdo do aceptor de
elétrons (oxigénio > nitrato > ferro > sulfato > diéxido de carbono). Em geral, a cinética de
oxida¢do de hidrocarbonetos é mais rdpida para aceptores de elétrons com maiores
potenciais de oxidagdo (Corseuil & Alvarez, 1996).

Vérios processos de degradagdo de BTEX podem ocorrer durante a redugio de
nitrato a nitrogénio molecular, devido & formagdo dos intermedidrios nitrito e dxido nitroso,
que podem ser também utilizados como aceptores de elétrons (Kuhn er al., 1988:
Hutchins, 1991a; Schocher ef al., 1991). Entretanto, Burland & Edwards (1999) observaram
que a degradagdo do benzeno pareceu ser fortemente dependente da redugdo de nitrato a
nitrito e ndo da etapa seguinte, a redugéo de nitrito a nitrogénio molecular.

A maior parte dos estudos conhecidos sobre degradagdo anaerébia de BTEX refere-
se a trabalhos em microcosmos contendo solo, dgua subterrdnea ou culturas enriquecidas.
Microcosmos sdo lteis a investigagio da diversidade de ambientes onde organismos
degradadores de BTEX podem ser encontrados e para avaliagio de possiveis métodos para
estimular a degradagdo de BTEX. Apesar das dificuldades envolvidas nos experimentos de
degradagiio in situ, estes sdo indispensdveis pois sdo as Unicas formas de documentar quais
processos ocorrerdo em condigdes reais. Porém, pode ser dificil o controle adequado de
perdas abidticas em campo, tais como: absor¢do, adsor¢do e evaporagio comprometendo a
interpretagdo dos resultados com relagdo aos processos microbianos de degradagdo. Assim,

colunas com material de aqiiifero sdo utilizadas com a finalidade de superar essas
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desvantagens do estudo em campo. Colunas representam a aproximagdo mais proxima das

condigdes de campo do que microcosmos (Phelps & Young, 2001).

3.3.1 Degradacio anaerdbia de BTEX em microcosmos

Estudos verificando a possibilidade de degradagdo de contaminantes in situ sdo
geralmente realizados em laboratério com material subsuperficial coletado em sitio
contaminado. A biodegradagdo deveria ser estudada em vérios locais do aqiiifero pois héa
variabilidade da capacidade de degradagdo ao longo do local contaminado. O uso de 4gua
subterrnea para determinar o potencial de degradagdo pode levar a resultados enganosos
pois microrganismos ndo ativos estdo freqiientemente associados a pogos (Thomas & Ward,
1989). De acordo com Corseuil & Weber (1994), a baixa populagdo microbiana tipicamente
presente nesses sistemas pode resultar em longos periodos antes do inicio de medidas de
biodegradagdo mesmo sob condigdes altamente favoraveis. Tais atrasos, devido ao periodo
de desenvolvimento da populagdo microbiana, variam inversamente com o nimero
de organismos iniciais presentes no consorcio nativo (Weber & Corseuil, 1994).
Nielsen er al. (1992) citam que ensaios utilizando somente dgua subterrdnea como fonte de
microrganismos apresentaram velocidades de degradagdio préximas aos ensaios utilizando
dgua subterrdnea e sedimento na degrada¢dio de contaminantes xenobidticos. Contudo, os
ensaios podem ndo ser reprodutiveis como os obtidos em ensaios contendo sedimento.

Estudos em microcosmos com diferentes tipos de indculos, aceptores de elétrons e
temperaturas foram realizados em frascos de soro ou de antibidtico, contendo, basicamente,
sais minerais, agentes redutores, fonte de nitrogénio, vitaminas e solugdo tampio
(Tabela 3.4). Geralmente, as Gnicas fontes de carbono foram BTEX. Degradagio de BTEX
ocorreu concomitantemente a fermentagdo, em combinagdo com metanogénese ou redugdes
de nitrato, sulfato ou ferro (III). Nesses estudos, controles foram usados para detectar perdas
abioticas durante os ensaios.

A Tabela 3.4 apresenta um resumo dos trabalhos encontrados sobre estudos de
biodegradabilidade de BTEX em microcosmos e bioremediagio in situ de dareas
contaminadas. Os resultados mostram que degradagdes de BTEX sdo processos complexos e
que compostos individuais podem apresentar comportamentos distintos sob diferentes
condigdes ambientais. Segundo Alvarez & Vogel (1991), compostos individuais poderiam
estimular ou inibir a degradagdio de outros compostos de BTEX. A presenga de um dado
composto poderia estimular a degradagdo de outro, pela indugdo de enzimas, ou atuando

como substrato primario e estimulando o crescimento microbiano que aumentaria o
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cometabolismo de um outro composto. Por outro lado, poderia inibir devido & toxicidade,
repressdo catabdlica, inibigdo competitiva por enzimas ou deplegéo de aceptores de elétrons.

A utilizagdo seqiiencia'l ou preferencial dos compostos BTEX tem sido observada
por vérios pesquisadores. Tolueno, freqiientemente, é o primeiro hidrocarboneto degradado,
seguido pelos isdmeros xilenos, em ordem variada de degradagdo. Etilbenzeno e benzeno, se
completamente degradados, seriam os tltimos (Haag ef al., 1991; Ball & Reinhard, 1996;
Edwards & Grbic-Galic, 1992; Kao & Prosser, 2001). Fatores ambientais e o processo de
biodegradagdo predominante (metanogénese, desnitrificagéio, redugdio de sulfato, redugiio de
ferro (II1)) seriam os principais responsaveis por variagdes na ordem de degradagio.

Diversos trabalhos tém sugerido a ocorréncia de cometabolismo de o-xileno e
tolueno, ou seja, a degradagio de o-xileno ocorre somente durante o periodo de degradagio
do tolueno (Ball & Reinhard, 1996; Kao & Borden, 1997; Phelps & Young, 1999).
Cometabolismo pode ser explicado pela baixa especificidade da enzima (habilidade em
catalisar a transformagdo de ampla faixa de substratos), bem como pela caréncia eletronica
de enzimas que participam das reagdes iniciais (Jorgensen ef al., 1995a).

As aparentes auséncias de degradagdo de BTEX podem ser causadas por diversas
limitagdes, tais como: auséncia de microrganismos com capacidades catabolicas necessdrias,
concentragdes de BTEX insuficientes para indugdo de enzimas degradativas, falta
de nutrientes, temperatura, pH, limitagdes de difusdo e transferéncia de massa e
periodo de adaptagio microbiana maior que o periodo do ensaio (Anid er al., 1993;
Alvarez ef al., 1998).

Tabela 3.4: Revisdo da literatura de degradagio de BTEX in situ e em microcosmos.

Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-xileno m-xileno p-xileno

In situ
Acton & Barker (1992) M M M M
Anderson & Lovley (2000) S
Barbaro ef al. (1992) M,N
Borden et al. (1997) N N N N N
Cozzarelli et al. (1990) M,F,Mn M,F,Mn M.FMn M,F.Mn M,F.Mn
Gersberg ef al. (1995a, 1995b) N N N N N N
Hutchins ef al. (1991b, 1998) N N N N
Kao & Wang (2000) N,F N,F N,F N,F N.F N.F
Reinhard et al. (1997) N,S N,S N,S N,S N,S
Cunningham ef al. (2001)
Thierrin ef al. (1993) S S S S S

Davis ef al. (1999)

(continua)



Tabela 3.4: Revisdo da literatura de degradagiio de BTEX in situ € em microcosmos

(Continuagio).

Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-xileno m-xileno p-xileno

Microcosmos

Anderson ef al. (1998)
Anderson & Lovley (1999)

F F

Ball & Reinhard (1996)

S N N N, S N,S

Beller et al. (1992a)

Borden et al. (1997)

Bregnard et al. (1996)

sz-ﬂ'z
d
z
Z

Burland & Edwards (1999)

Chaudhuri & Wiesmann (1995)

Chen & Taylor (1997)

w
w2
w
w
w

Coates ef al. (1996¢, 1997)

w|lwv|lwn|Z

w

Corseuil ef al. (1998)

=
Zz
W
ey

3 3

Davis ef al. (1994)

=
n

Edwards er al. (1992)

Edwards & Grbic-Galic (1992)

v

Edwards & Grbic-Galic (1994)

Evans ef al. (1991a)

A B

Flyvbjerg ef al. (1993)

w

Gersberg ef al. (1991)
Carroquino ef al. (1992)

Grbic-Galic & Vogel (1987)

Hiner et al. (1995)

Hunt et al. (1997)

Hutchins (1991a, 1991b, 1992)
Hutchins ef al. (1991a)

-
Zz|Z
i
-

Johnston ef al. (1996)

Kao & Borden (1997)

Kao & Prosser (2001)

Z
z|zlz| z|Z|z|lz] z|Z|z|z|e|w

gz
gz
|z
<

Kazumi ef al. (1997)

Lovley et al. (1989)

-

Lovley et al. (1994, 1996)

7 7|
Tl

Lovley ef al. (1995)

Major et al. (1988)

N N

Morasch ef al. (2001)

Morgan et al. (1993)

N N N

Nales ef al. (1998)

N,S,F N,S,F

Phelps et al. (1996)

Phelps & Young (1999)

S M,N,S,F  M,N,S,F

Rabus ef al. (1996)

Rueter ef al. (1994)

Schocher ef al. (1991)

van Beelen & van Keulen(1990)

Weiner ef al. (1998)
Weiner & Lovley (1998b)

Wilson et al. (1986)

M M M M

M: consodrcio metanogénico, N: desnitrificagdo, S: redugdo de sulfato, F: redugio de ferro,

Mn: redugido de manganés.



3.3.2 Estudos de degradagiio de BTEX em reatores bioldgicos e colunas com sedimento

Os efeitos de fatores ambientais tais como, concentragido de BTEX, concentragdo de
biomassa vidvel, temperatura, pH, assim como, interagdes do substrato, adaptag¢do e
competigdo microbiana tém sido extensamente investigados em microcosmos, que auxiliam
na compreensdo das degradagdes de BTEX em sistemas fechados. Contudo, também séo
importantes estudos detalhados de bioreatores tratando grandes quantidades de &guas
residudrias contendo compostos volateis de industrias.

Os sistemas de tratamento de dguas residuarias contendo compostos voldteis podem
ser classificados de acordo com o estado fisico em que se encontram. O tratamento de
compostos voldteis na fase liquida é realizado em reatores de mistura e reatores tipo torre,
trifasicos (bioreatores “airlift”). Nesses sistemas, compostos volateis podem ser liberados ao
ambiente devido & aeragdo e a agitagio utilizadas nos sistemas aerdbios de tratamento.
Compostos volateis podem ser alimentados juntamente com ar em unidades de tratamento,
tais como lavadores de gases, colunas de absorgiio e reatores de leito fixo. Os poluentes
contidos na corrente de ar sdo absorvidos em dgua nos lavadores de gases ou nas colunas de
absorgio, sendo degradados em sistemas de lodos ativados. Em reatores de leito fixo, a
corrente de ar contendo compostos voldteis, alimentada na base do leito, segue fluxo
contrario ao da fase aquosa que contém nutrientes inorginicos essenciais para o crescimento
microbiano, alimentada no topo do leito (Yeom & Yoo, 1999).

Reator de leito fixo com recirculagiio e adigdo de perdxido de hidrogénio como fonte
de oxigénio dissolvido para evitar aeragdo (Lodaya et al, 1991), filtro biologico
(Schindler & Friedl, 1995), reatores aerdbios seqiienciais em batelada (Zilverentant, 1997),
reator hibrido contendo se¢dio de coluna de borbulhamento e biofiltro (Yeom & Yoo, 1999),
¢ reator de leito fibroso (Shim & Yang, 1999) sdo tecnologias usadas para otimizar as
degradagdes de BTEX, cujas cinéticas tém sido buscadas com grande interesse.

Contudo, muitos compostos toxicos ndo sdo prontamente biodegradiveis nos
processos de tratamento convencionais e volatilizagdo, sor¢dio e passagem pelo sistema sdo
seus principais destinos. A volatilizagio desses compostos para a atmosfera pode expor as
pessoas a compostos carcinogénicos, além de contribuir para a degradagdo de camada de
ozdnio (Sayles & Suidan, 1993). Compostos toxicos sorvidos no lodo podem contaminar
aterros sanitarios resultando na contaminagiio de aqiiiferos que pode atingir o sistema de
abastecimento de dgua. A passagem inc6lume por sistemas de tratamento sem remogdo faz
com que sejam liberados nas Aguas superficiais podendo também contaminar fontes de dguas

de abastecimento, além de prejudicar o ecossistema local. A volatilizagdo de compostos



toxicos pode ser importante nos sistemas de tratamento convencional, por exemplo, 87 % do
benzeno, 74 % do tolueno e 56 % do etilbenzeno presentes no afluente do sistema de lodos
ativados foram removidos por degradagio e sor¢io no lodo e 13 %, 25 % e 43 %,
respectivamente, foram liberados para a atmosfera (Sayles & Suidan, 1993). Dessa forma, o
tratamento anaerdbio poderia ser uma boa alternativa, pois evita volatilizagdo desses
compostos por aeragdo e agitagdo normalmente utilizadas nos sistemas de tratamento
aerobios.

Tecnologias de bombeamento e tratamento de dguas subterrdneas sdo utilizadas para
limpar plumas de poluentes, evitando posteriores contaminagdes de aqiiiferos por dissolugdo
¢ dispersdo. O desenvolvimento de projetos de bioreatores para limpeza de éguas
subterrdneas segue tendéncias similares as utilizadas no tratamento de dguas residudrias.
Contudo, as concentragdes efluentes de contaminantes devem alcangar os padrdes de
potabilidade, em pg/L, muito menores que os normalmente fixados para a maioria dos
poluentes nos efluentes de sistemas de tratamento de aguas residudrias, expressos em mg/L.
Como as concentragdes de contaminantes em dguas subterrancas sdo menores que em aguas
residudrias, o processo deve funcionar com baixas concentragdes de fonte de carbono,
podendo causar pouco aciimulo de biomassa e possiveis problelmas na partida. Os processos
de enriquecimento do solo com microrganismos que degradam contaminantes presentes na
agua subterrdnea podem ter longa duragdo, pois 97 % — 99 % dos microrganismos estio
aderidos nas particulas do solo. Dessa forma, alternativas devem ser pesquisadas para
superar tais dificuldades.

A Tabela 3.5 apresenta os reatores utilizados em bioremediagiio e suas principais
vantagens e desvantagens.. Filtros biologicos e biodiscos foram utilizados na década de 80,
apresentando baixa eficiéncia de remogdo, qualidade inadequada do efluente e sensibilidade
a cargas choques. Aplicagio de reatores de leito fixo com fluxo ascendente e leito
fluidificado melhoraram a eficiéncia da limpeza da dgua subterranea, principalmente quando
carvio ativado granular era utilizado como suporte, pois favorecia o crescimento microbiano
devido a sor¢dio de contaminantes no meio suporte (Massol-Deya et al., 1995 e Massol-Deya
et al., 1997). Reator anaerdbio fluidificado com carvio ativado granular apresentou remogio
de 86 % de tolueno e etilbenzeno presentes em percolado de aterro sanitario (Sayles &
Suidan, 1993). A principal limitagdo da aplicagdo desses sistemas € a temperatura da dgua

subterrdnea que impede maiores velocidades de degradagdo (Langwaldt & Puhakka, 2000).



Tabela 3.5: Bioreatores utilizados no tratamento de aguas subterraneas e suas principais

vantagens e desvantagens.

Processo Tipo de Vantagens Desvantagens
degradagio
Filtro biologico Aerobio Projeto, operagdo e Qualidade inadequada do
manutengio simples efluente
Biodisco Aerobio Projeto simples e barato, Qualidade inadequada do
baixo consumo de energia  efluente
Reator de filme fixo Aerdbio Tempo de  retengido
com fluxo ascendente ajustével
Anaerobio  Possivel desalogenagio Temperatura elevada e

redutiva dos contaminantes concentragdes elevadas de
carbono orgéanico
Consumo  de

elevado

Reator de  leito Aerdbio energia

fluidificado

Operagiio confidvel, baixas
concentragdes no efluente,
diluigdo do contaminante,
partida facil

Lodos ativados Aerdbio Dificil de gerar e manter a
biomassa, consumo de

~ energia elevado
Reator anaerébio de Anaerdbio Possivel desalogenagio Temperatura elevada e

concentragdes elevadas de
carbono organico

manta de lodo com redutiva dos contaminantes

fluxo ascendente

Fonte: Langwaldt & Puhakka (2000)

van der Hoek ef al. (1989) operaram trés reatores aerdbios: filtro biologico, biodisco
e reator de filme fixo e fluxo ascendente, preenchido com espumas de poliuretano, para
remogdio de hidrocarbonetos arométicos policiclicos, BTEX e compostos fendlicos presentes
em dgua subterrdnea. O reator de filme fixo e fluxo ascendente apresentou as maiores
eficiéncias de remogdio sendo o filtro bioldgico o menos eficiente. Phelps ef al. (1991)
trataram dgua subterrdnea contaminada com tricloroetileno, tetracloroeteno, BTX ¢ vérios
hidrocarbonetos alifaticos clorados, em reator de leito expandido, com recirculagdo,
alcangando eficiéncia de remogdo de BTX de 99 %.

Chaudhuri & Wiesmann (1996) operaram um reator com biomassa suspensa’
variando o tipo de escoamento, em batelada ou continuo, para degradagdo de tolueno por
cultura mista proveniente de esterco de vaca e cultura enriquecida adaptada ao benzeno, sob
condigdes metanogénicas. O reator em escala de laboratério com volume util de 4 L foi
operado a 35°C, com 150 rpm de agitagfio e pH igual a 7,2. Quando operado com fluxo
continuo, o efluente foi coletado no meio do reator em um recipiente fechado. Nos ensaios
em batelada foram utilizadas concentragio inicial de tolueno de 450 mg/L e concentragio de
biomassa inicial de 18 mg/L (massa seca). Em 40 horas, a concentragio de tolueno decresceu

a aproximadamente 110 mg/L, com aumento de biomassa para 120 mg/L, estabilizando em
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162 mg/lL em 70 horas, quando tolueno foi totalmente degradado. Em ensaios com
escoamento continuo, foram aplicados diferentes tempos de detengdo hidraulica (TDH),
variando de 12 horas a 8 dias. A concentragdio afluente de tolueno foi de 150 mg/L. Com
TDH de 12 horas, a concentragdo de tolueno no efluente foi de 25,2 mg/L, a concentragio de
acidos voldteis totais foi de 32,5 mg/L e o teor de carbono orgénico dissolvido de
115,5 mg/L. Para TDH maiores que 96 horas, a concentragio de tolueno ficou abaixo de 1
mg/L no efluente. No caso extremo de TDH de 8 dias, a concentragiio de tolueno no efluente
foi de 0,2 mg/L, a concentragdo de dcidos volateis totais foi de 9,2 mg/L e o teor de carbono
orginico dissolvido de 37,5 mg/L. A porcentagem de metano no gas foi diretamente
proporcional ao TDH.

Shim & Yang (1999) operaram reator com células imobilizadas sob condigdes de
batelada com recirculagdo. O leito era constituido de tecido absorvente, 100 % algodio, fixo
em tela de ago inoxidavel em forma de espiral. O reator foi inoculado com co-cultura de
Pseudomonas putida e Pseudomonas fluorescens ja adaptada a degradar tolueno. O reator foi
operado a temperatura ambiente (25°C + 1°C), sem aeragiio ou adigdo de qualquer outra
fonte de oxigénio. Perda abidtica de BTEX em reator controle, sem microrganismos e tratado
com azido de sédio foi menor que 20 %. Degradagdes quase completas de benzeno, tolueno,
etilbenzeno e o-xileno (150 mg/L cada) foram obtidas em 116 horas. Contudo a degradagio
de benzeno foi a mais lenta. Estudos com compostos individuais no reator
apresentaram velocidades de degradagdo de 10 mg/L.h para benzeno, 13 mg/L.h para
tolueno, 16 mg/L.h para etilbenzeno ¢ 12 mg/L.h para o-xileno.

Kuhn er al. (1985) estudaram as transformagdes de p-diclorobenzeno,
tetracloroetileno e isomeros do xileno (0,04 mg/L a 0,75 mg/L. cada) sob condi¢des
desnitrificantes, em coluna contendo sedimento proveniente da interface de um rio com um
sitio de infiltragdo de dgua subterrdnea, inicialmente degradando esses compostos sob
condigdes aerdbias. A coluna apresentava as seguintes dimensdes: 100 cm de comprimento
e 5Scm de didmetro. A velocidade de liquido era de 7,6 cnvh, sendo operada a 20°C.
Apos mais de trés meses operando a coluna na auséncia de oxigénio sob condigdes
desnitrificantes, 70 % de p-xileno e de m- xileno foram degradados, sendo removidos ja nos
primeiros 7,7 ¢m da coluna. Em 6 meses de operagio sob condigdes desnitrificantes, apds
os outros terem sido degradados, o-xileno foi degradado, a partir de 17,7 cm da coluna,
atingindo concentragdes abaixo do limite de detecgdo a 87,7 cm. A remogdo dos xilenos
coincidiu com a redugdo de nitrato a nitrito. Adigdo de m-xileno marcado resultou na

recuperagio de 48 % como “CO, no efluente, 27 % foi provavelmente incorporado a



21

biomassa aderida e o restante possivelmente ligado ao sedimento. p-Diclorobenzeno e
tetracloroetileno ndo foram degradados.

Zeyer et al. (1986) estudaram a degradagiio de m-xileno em coluna com 21,5 cm
de comprimento ¢ 4,0 cm de didmetro, inoculada com sedimento proveniente do trabalho
de Kuhn er al. (1985), com velocidade superficial de 2,6 cm/h, a 30°C. Até 42,5 mg/L de
m-xileno foram degradados sob condi¢des desnitrificantes. A constante de velocidade de
degradagio, considerando modelo de pseudo-primeira ordem foi de > 0,45 h'. Cerca de
80 % de m-xileno com anel marcado foi oxidado a “CO,. m-Xileno foi substituido por
tolueno (23,0 mg/L) que também foi degradado com 75 % do tolueno com anel marcado
convertido em “CO,.

Haag et al. (1991) estudaram as degradagdes de BTEX, 1,3,5-trimetilbenzeno e
naftaleno em trés colunas contendo solo de diferentes partes de um aqiiifero exposto a
gasolina. As colunas eram incubadas por 2 a 4 semanas, & temperatura ambiente de 23°C.
Tolueno foi o Gnico composto degradado e quando removido da corrente afluente, teve inicio
a degradagdo de p-xileno. Ensaios com tolueno marcado no grupo metila mostraram que
60 % foi transformado em '*CO,, 8 % em produtos niio volateis ou biomassa. Ensaios com
tolueno marcado no anel, 77 % foi transformando em *CO,, 8 % em produtos niio volateis
ou biomassa. A metanogénese foi excluida como processo de transformagdo predominante,
pois foram formadas quantidades insignificantes de metano. Como o meio ndo apresentava
nenhum aceptor de elétrons, a degradagéio de tolueno foi associada ao sulfato presente no
solo.

Acton & Barker (1992) avaliaram os potenciais de biodegradagdo utilizando colunas
in situ em dois aqiiferos impactados com percolado de aterro sanitario contendo
hidrocarbonetos aromaticos. Colunas preenchidas com material saturado do aqiiifero foram
nele instaladas, com a parte inferior aberta e a parte superior equipada com pontos de
amostragem. A dgua subterrdnea alimentava a coluna a medida que amostras eram retiradas.
Além dos hidrocarbonetos presentes no aqilifero, com concentragdes variando de 1,0 pg/L a
90,0 pg/l.  dependendo do composto, foram adicionados mais 150,0 pg/L de cada
composto. Tolueno, etilbenzeno, m-xileno, o-xileno, cumeno (iso-propil benzeno) e
1,2,4-trimetilbenzeno foram completamente degradados sob condig¢des fermentativa e
metanogénica. Tolueno, m-xileno e etilbenzeno foram completamente degradados nos
primeiros 20 dias de experimento, enquanto os demais, durante os 100 dias de ensaio.

Patterson ef al. (1993) estudaram os comportamentos de BTEX (1,0 mg/L) e
tetracloroeteno (0,5 mg/L) em colunas contendo solo e alimentadas com dgua subterrénea

proveniente de aqiiifero localizado sob 4rea urbana. O experimento foi realizado com
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temperatura controlada, a 22°C. As colunas apresentavam as seguintes dimensdes: 2,0 m de
comprimento por 150 mm de didmetro e velocidade de escoamento de 0,5 cm/h.
Microrganismos nativos do solo foram capazes de degradar tolueno apds periodo de
adaptagdo entre 31 e 57 dias; sulfato presente na 4gua subterranea foi considerado o principal
aceptor de elétrons. Nitrato foi adicionado em algumas colunas para estimular a atividade de
bactérias desnitrificantes, consideradas predominantes no solo. Na presenga do nitrato,
tolueno foi rapidamente degradado (< 4 dias) e etilbenzeno foi também degradado apés
111 dias de ensaio. As concentragdes de bactérias totais (5,0x10° bactérias/mL) e bactérias
redutoras de nitrato (1,6x10° bactérias/mL) foram maiores onde ocorreu a degradagio de
tolueno, nos primeiros 6 cm da entrada, com decréscimo ao longo da coluna.

Anid et al. (1993) operaram coluna contendo solo proveniente de agqiiifero
contaminado, alimentada com nutrientes inorginicos, benzeno (20 mg/L), tolueno
(20 mg/L), etilbenzeno (3 mg/L), o-xileno (4 mg/L), (m+p)-xilenos (13 mg/L), nitrato
(330 mg/L) e oxigénio dissolvido (< 1 mg/L). A coluna foi mantida em cdmara anaerdbia, a
25°C, com tempo de detengdo hidraulica de 4,6 dias. Inicialmente, a coluna foi operada com
nitrato e ar (9 mg O,/L). Posteriormente, a concentragdo de oxigénio foi mantida menor que
I mg/L. Nessas condigdes, ocorreram degradagdes de mais de 25 % de benzeno, 95 % de
tolueno, 40 % de etilbenzeno, 60 % de o-xileno e 50 % de (m+p)-xilenos. Tornou-se
evidente a participagdo de bactérias desnitrificantes na degradagdo de benzeno, uma vez que
nitrato era consumido e a concentragdo de oxigénio dissolvido era muito baixa para
corresponder a sua degradagdo. Contudo, a obtengdo de culturas enriquecidas desnitrificantes
ocorreu somente na presenga de tolueno e ndo apenas de benzeno, sugerindo que a
degradagdo de benzeno ndo estaria diretamente relacionada a respiragiio do nitrato, ou que
seria degradado cometabolicamente por organismos degradadores de tolueno.

Langenhoff er al. (1996) examinaram as degradagdes de tolueno, benzeno e
naftaleno (concentragdes individuais entre 1,9 mg/L a 25,6 mg/L), em coluna contendo
mistura de solo, sedimento e lodo granular. Cinco colunas foram operadas com aceptores de
elétrons diferentes: bicarbonato em excesso, sulfato, nitrato, 6xido de Fe (I1I) amorfo ¢ dxido
de Mn (IV) amorfo. O tempo de detengdio hidraulica foi de 10 horas e os ensaios foram
realizados a 20°C. Tolueno foi degradado em todas as colunas e apés | a 2 meses da partida.
suas concentragdes no efluente estavam abaixo do limite de detec¢do (5,0 pg/L). Benzeno foi
recalcitrante em todas as condi¢Ses e degradagdes de naftaleno ocorreram em colunas
contendo sulfato, manganés e nitrato.

Weiner et al. (1998) operaram seis colunas contendo sedimento metanogénico de

aqiiifero contaminado com petréleo, a 20°C. As colunas foram alimentadas com dgua
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subterrdnea e benzeno (1,9 mg/L. a 23,4 mg/L). Trés colunas receberam complementagio
com sulfato. O tempo de detengdo hidraulica foi de 5 dias. Apds 18 dias de operagido com
concentragdo afluente de benzeno de 1,9 mg/L, sua remogiio foi de 100 % em todas as
colunas. Quando a concentragdo de benzeno afluente foi aumentada, diferengas significativas
na degradagdo foram observadas nos dois tratamentos. Na presenga de sulfato, concentragio
de benzeno de 7,8 mg/L, foi totalmente degradado no qilinquagésimo dia de operagio. Na
auséncia de sulfato, a remogdo foi de 40 %. Quando a concentragiio afluente de benzeno
aumentou para 23,4 mg/L em presenca de sulfato, a capacidade de remogdo pelos
organismos, foi excedida, e a concentragdo efluente estabilizou-se em torno de 7,8 mg/L. A

relagdio entre taxas de remogéo de sulfato e de benzeno apresentou valor de 3,5.

3.4 Fatores que limitam a degradagfio anaerébia dos compostos

A recalcitrincia de compostos sob condigGes anaerdbias estd associada a
hidrocarbonetos sem grupos funcionais, moléculas ramificadas (gasolina oxigenada), aminas
aromaticas e sulfonatos aromaticos (Field, 2001). Os compostos considerados mais
recalcitrantes sdo polimeros ndo hidrolizdveis, de elevadas massas moleculares, como
plastico, lignina e hiimus, ndo utilizaveis pelas células.

Virios fatores condenam compostos orgédnicos a recalcitrincia em ambientes
anaerdbios, devido a limitagdes intrinsecas e de biodisponibilidade.

As limitagGes intrinsecas referem-se a auséncia de capacidade de biodegradagdo, que
pode ser devida aos seguintes fatores:

e Auséncia de grupos funcionais na molécula. Organismos aerdbios podem introduzir
funcionalidade em hidrocarbonetos ndo-substituidos, inserindo oxigénio, na forma de
hidroxila, pelas enzimas oxigenases. Organismos anaerdbios devem introduzir grupos
funcionais com H,0, HCOj5 ou 4cidos orgénicos

e Presenga de grupos funcionais doadores de elétrons na molécula, tais como aminas,
podem impedir o ataque nucleofilico da molécula por organismos anaerdbios

e Impedimentos estéricos devido a moléculas ramificadas. No caso de hidrocarbonetos, as
ramificagdes podem interferir nas reagbes de beta-oxidagido

e Reagdes desfavoraveis termodinamicamente.

As limitagdes de biodisponibilidade podem resultar da baixa velocidade de utilizagdo
de polimeros ndo-hidrolizdveis ou da lenta dissolugdo de poluentes altamente apolares.
Plasticos, lignina e compostos hiimicos ndo sdo atacados por microrganismos, pois ndo sdo

utilizados intracelularmente e ndo sfio susceptiveis as enzimas hidroliticas extracelulares.
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Limitagdes de transferéncia de massa devido a baixa solubilidade em é4gua e elevada
tendéncia de adsorgdio em solo e em sedimento ou permanecendo na fase liquida ndo aquosa,
levando a lenta dissolugdio e desorgdo desses compostos na fase aquosa, tem sido
considerada a etapa limitante na cinética de biodegradagdo. Nesse caso, a recalcitrancia ¢
devido a limitagdo fisica preferencialmente a limitagdo bioldgica (Field, 2001).

A revisdo da literatura mostra que hd o potencial para todos os BTEX serem
degradados em agqiiiferos com nitrato, sulfato, ferro (III), manganés como aceptores de
elétrons e por consércios metanogénicos. Contudo, a avaliagio do metabolismo do benzeno
tem sido estudado superficialmente, pois em alguns aqiiiferos anaerdbios sua degradagdo foi
inconsistente e em muitos casos onde foi observada, seu metabolismo ndo foi investigado e
nem o isolamento de organismos anaerdbios que o degradam.

Os fatores que controlam a distribuigdo e atividade de organismos degradadores de
benzeno ndo sdo determinados. Porque o benzeno pode ser rapidamente degradado sob
condigdes anaerdbias em alguns sedimentos assim que sio coletados (Anderson ef al., 1998;
Coates ef al., 1996¢; Grbic-Galic & Vogel, 1987; Lovley ef al, 1994; Weiner & Lovley,
1998b), em outros desenvolvem a capacidade apds extensas incubagdes em laboratoério
(Anderson & Lovley, 1999; Burland & Edwards, 1999; Davis et al., 1994; Edwards &
Grbic-Galic, 1992; Kazumi et al., 1997; Lovley ef al., 1995; Nales et al., 1998; Weiner &
Lovley, 1998a; Weiner & Lovley, 1998b; Weiner et al., 1998; Wilson ef al., 1986) ¢ em
alguns nunca desenvolvem esta capacidade (Acton & Barker, 1992; Barbaro ef al., 1992;
Barker ef al., 1987; Flyvbjerg et al., 1993; Kuhn et al., 1988; Patterson ef al., 1993). Essa
questio provavelmente pode ser respondida, pelo menos em parte, pelas diferengas nas
populages de microrganismos degradadores de benzeno nos sedimentos (Lovley, 1997).

Anderson & Lovley (1997) citam que a degradagio de benzeno ocorre na presenga
de organismos apropriados no agilifero. A degradagiio de benzeno ligada a redugdo de
Fe (III) pode ser controlada pela habilidade de bactérias redutoras de ferro (IlI)
acessarem Oxidos de ferro insoluveis, principais fontes de ferro em agqiiiferos. Segundo
Weiner ef al. (1998), a adigdo de sulfato também poderia estimular a degradagdo de benzeno
em ambientes onde comunidades de bactérias redutoras de sulfato capazes de degradi-lo

estivessem presentes.

3.5 Reagdes estequiométricas para BTEX

Os hidrocarbonetos representam um estado reduzido da matéria e sua oxidagio €

termodinamicamente muito favorecida. Em organismos quimiotroficos, os elétrons gerados
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durante a transformagio em metaboélitos intermedidrios, precisam ser transferidos a aceptores
de elétrons com potencial redox mais positivo para permitir conservagio de energia para
crescimento. Na auséncia de oxigénio, a conservagdio de energia pode ser realizada pela
respiragio anaerébia com nitrato, Fe (III) ou sulfato. Alguns organismos obtém energia a
partir da transferéncia interespécies de hidrogénio produzido por bactérias fermentativas,
sendo termodinamicamente possivel em associagdes sintroficas (Heider et al., 1999).

Reagdes estequiométricas tedricas para BTEX, sob condi¢es anaerdbias, através da
utilizagdo de diferentes aceptores de elétrons sdo apresentadas na Tabela 3.6. Todas as
reagdes sdo termodinamicamente favordveis, como indicado pelos valores negativos de
energia livre, sob condigGes padrio de 1 atm ¢ 298 K.

Balangos de massa de compostos orgdnicos metabolizados completamente por
culturas puras ou consércio microbiano utilizando nitrato, sulfato ou Fe (III) como aceptores
de elétrons ou por consércio microbiano que pode converter matéria orgdnica em dioxido de
carbono e metano, em geral, sdo concordantes com as reagdes estequiométricas.

A oxidagio de hidrocarbonetos utilizando nitrato ou Fe (Il) produz elevadas
quantidades de energia livre. Bactérias desnitrificantes crescem relativamente rapido em
alquilbenzenos. A velocidade maxima de crescimento de Thawera aromatica K172 em
tolueno foi de 0,12 h' com tempo de geragio de 6 horas, que representa 70 % da velocidade
de crescimento obtida com benzoato como substrato. O coeficiente de produgéo celular foi
de 57 g células / mol de tolueno consumido (massa seca) (Altenschmidt & Fuchs, 1992).

Na presenga de sulfato, o processo produz pequenas quantidades de energia livre ¢
sdo observadas baixas velocidades de crescimento. O tempo de geragdo da Desulfobacula
toluolica Tol-2 foi de 27 horas em tolueno (Rabus ef al., 1993) e para a linhagem PRTOLI
de 36 horas, com coeficiente de produgido celular de 19 g células / mol de tolueno (massa
seca) (Beller et al., 1996).

A baixa energia livre disponivel da conversdo de alquilbenzenos a CO, e CHy em
conséreio deve sustentar todos os organismos envolvidos na associagdo sintréfica. A pressio
parcial de hidrogénio que permite crescimento dos organismos do consércio deve estar em

I Pa (10° atm) (Heider ef al., 1999).
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Tabela 3.6: Energia livre das reagdes de transformagdo anaerdbia de BTEX.

Reagdes

AG® (kJ/mol)

Referéncia

Sob condig¢des fermentativa e metanogénica

Benzeno Burland & Edwards
CeHs + 6,75H,0 — 2,25HCO; + 3,75CH, + 2,25H" -116 (1999)
Tolueno Edwards & Grbic-
CsHg + 7,5H,0 — 2,5HCO; + 4,5CH, + 2,5H" - 131 Galic (1994)
o-xileno

CgHyo + 8,25H,0 — 2,75HCO; + 5,25CH, + 2,75H" -169

Sob condicdes de desnitrificagiio

Benzeno Burland & Edwards
CeHg + 6NO3 — 6HCO; + 3N, -2990 (1999)

CeHs + 1SNO;3 + 3H,0 — 6HCO5™ + 15NO; + 6H' -2020

Tolueno Heider et al., 1999
C;Hg + 7,2NO;y + 0,2H" = THCO5 + 3,6N, + 0,6H,0 -3554

Etilbenzeno Rabus & Widdel
CgHyp + 8,4NOy + 0,4H" — 8HCO; + 4,2N, + 1,2H,0 -4148 (1995a)

Sob condigdes de redugiio de sulfato

Benzeno Burland & Edwards
CeHg + 3,750, + 3H,0 — 1,875H,S + 1,875HS™ + -200 (1999)
6HCO;y + 0,375H"

Tolueno Edwards er al. (1992)
C;Hg + 4,550, + 3H,0 — 2,25H,S + 2,25HS™ + -205 Rabus ef al. (1993)
THCO; + 0,25H° Beller ef al. (1996)
Xilenos

CgHyo + 5,25504 + 3H,0 — 8HCOy + 2,625HS™ + -265  Edwards et al. (1992)
2,625H,S + 0,125H"

Sob condicdes de redugiio de Fe (I11I)*

Benzeno Burland & Edwards
CgHg + 18H,0 + 30Fe’* — 6HCOy + 30Fe™ + 36H" -3070 (1999)
Tolueno Lovley & Lonergan
C,Hg + 36Fe* + 21H,0 — 36Fe** + THCOy + 43H" -3630 (1990)

C;Hg + 108Fe(OH); — 36Fe;04 + THCOy + TH™ + 159H,0 -3174

*considerando-se diferentes formas de ferro.
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3.6 Mecanismos de reagdes

A degradagdio anaerdbia de hidrocarbonetos arométicos tem recebido atengdo
significante por envolver reagdes bioquimicas incomuns e por ser importante na
bioremediagdo intrinseca (Ball er al., 1996). Diversos mecanismos de reagdes iniciais de
degradagio de BTEX s#io propostos, provavelmente intermediados por diferentes
microrganismos. Dentre esses compostos, tolueno tem sido objeto da maioria dos estudos ¢ a
elucidagdo de sua rota metabdlica pode levar ao entendimento da degradagiio de outros
compostos monoaromaticos (Stoner, 1994; Chee-Sanford ef al., 1996).

O metabolismo de degradagdo de compostos aromaticos pode ser dividido em duas
rotas metabolicas: periférica e central. A rota periférica converte uma grande variedade de
compostos aromaticos em poucos intermedidrios centrais. As enzimas dessas rotas ndo sdo
especificas para certos substratos de crescimento e sdo geralmente induzidas pelo substrato
correspondente. O intermedidrio central ¢, geralmente, prontamente desaromatizado (Heider
& Fuchs, 1997a).

Estudos realizados com diferentes microrganismos mostram que benzoato,
usualmentc com sua coenzima A (benzoil-CoA), é o intermedidrio central na degradagido
anaerobia de diversos hidrocarbonetos aromdticos, mas fornece informagdes limitadas das
reagdes iniciais de degradagéo.

Em todas as espécies capazes de degradar anaerobiamente compostos aromadticos,
estd presente uma clara hierarquia de indugdo de caminhos catabolicos do substrato. Enzimas
centrais, por exemplo, a benzoil-CoA redutase, sio sempre detectadas quando as células
estdo crescendo em substratos aromaticos, enquanto que as enzimas de rotas periféricas
geralmente sdo ativadas apenas quando sdo necessarias na degradagdo de um dado substrato
(Heider & Fuchs, 1997a). A indugiio da utilizagio anaerdbia do tolueno foi observada em
culturas desnitrificantes (Altenschmidt & Fuchs, 1991; Schocher et al., 1991; Frazer et al.,
1993). A linhagem T desnitrificante foi induzida a degradar tolueno e m-xileno na mesma
extensdo (Seyfried ef al., 1994).

Os metabdlitos de degradagdo anaerébia de BTEX tém sido evidenciados por:
espectrometria de massas dos intermedidrios transientes, medidas de atividades enzimiticas ¢
habilidades das culturas crescerem utilizando compostos intermedidrios potenciais. Existem
varios métodos para induzir o acimulo de metabdlitos, tais como: abaixamento da
temperatura, para reduzir as atividades enziméticas; adigdo de excesso de um intermedidrio

potencial ou de substincias inibidoras de degradagdes posteriores (iodoacetamida, para
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enzimas por carboximetilagdo; fluoroacetato, para aconitase no ciclo do dcido tricarboxilico;

acido 2-bromoetanosulfdnico, para metanogénese).
3.6.1 Benzeno

Viérios mecanismos de degradagdo sdo propostos para o metabolismo anaerébio do
benzeno, incluindo hidroxilagdo para produzir fenol, carboxilagdo para produzir benzoato e
redugdo inicial do anel para formar ciclohexano (Lovley er al., 1995). As redugdes de
benzeno e de tolueno seriam transformagdes esperadas em sistemas anaerébios. Contudo,
essas redugdes ndio explicariam a produgdo de *CO, a partir de "*C-benzeno e "“C-tolueno,
como descrito por Grbic-Galic & Vogel (1987). Benzeno e tolueno devem ser oxidados
fermentativamente (Vogel & Grbic-Galic, 1986).

Grbic-Galic & Vogel (1987), baseados na produgio de fenol, propuseram o
mecanismo de degradagiio de benzeno apresentado na Figura 3.1, por cultura metanogénica
mista. Todos os compostos foram detectados e identificados por cromatografia gasosa /
espectrometria de massas. Através do uso de dgua com oxigénio marcado, H,'"®0, Vogel e
Grbic-Galic (1986) mostraram que a origem do primeiro adtomo de oxigénio incorporado a
benzeno e tolueno, na oxidagdo anaerobia, foi fornecido pela agua. Fenol proveniente de
benzeno e cresol, de tolueno, apresentaram até 8 % de '®0 depois de incubagiio em meio com

9 % de H,'"®0.

OH (I)
Acido CLn
’ ’ > propidnico CJ;{
4

benzeno fenol ciclohexanona acidos alifaticos
Figura 3.1: Modelo para degradagiio anaerdbia de benzeno por cultura metanogénica mista

(Grbic-Galic & Vogel, 1987).

Fenol, propionato e acetato foram os intermedidrios encontrados na degradagio de
benzeno por microrganismos presentes em sedimento contaminado por hidrocarbonetos
aromdticos, sob condigdes metanogénicas, estudados por Weiner & Lovley (1998b). Weiner
et al. (1998) sugerem que fenol é um intermediario extracelular da degradagdo de benzeno
sob condigdes de redugdio de sulfato e Fe (III) pois sua adigdo inibiu a produgio de "C0O, em

ensaios com benzeno marcado.
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Chaudhuri & Wiesmann (1995), estudando a degradagio de benzeno através de
consorcio  anaerébio misto, identificaram os seguintes intermedidrios: fenol e acidos
o-hidroxibenzoéico, benzdico e acético. Provavelmente, as bactérias redutoras de sulfato
foram o principal grupo responsavel pela degradagdo, pois a porcentagem de metano
produzido foi de apenas 3,0 % a 3,5 %.

Em estudos realizados por Lovley et al. (1995) na degradagiio de '“C-benzeno por
redutoras de sulfato, ndo foram encontrados intermedidrios extracelulares como fenol,
benzoato, p-hidroxibenzoato, ciclohexano, catecol e acetato, sugerindo que as redutoras de
sulfato sfio capazes de oxidar completamente benzeno a CO,, sem a produgido de produtos
intermedidrios extracelulares. Apesar de ndo ter sido isolada nenhuma cultura pura, esses
resultados sdo consistentes com o fato de que culturas puras de redutoras de sulfato
metabolizam completamente tolueno a CO, (Rabus er al, 1993). A oxidagio direta de
benzeno a CO,, sob condigdes de redugdo de sulfato, contrasta com seu metabolismo sob

condigdes metanogénicas, quando foram observados intermediarios extracelulares.
3.6.2 Tolueno

Viérios mecanismos envolvidos nas etapas iniciais da degrada¢do anaerdbia do
tolueno tém sido sugeridos, e incluem:
) oxidagdo do grupo metila, formando benzoato,
(i1) carboxilagfio do anel aromético, com produgdo de toluato,
(iii)  hidroxilagdo do grupo metila, produzindo élcool benzilico,
(iv)  para-hidroxilagdo do anel aromatico, resultando em p-cresol,
(v) ataque nucleofilico ao grupo metila pela acetil-CoA, formando fenilpropionil-CoA.

A Figura 3.2 apresenta as reagdes iniciais postuladas anteriormente.

Os postulados (iii) e (iv) sdo os mais freqiientes e ocorrem em diferentes condigdes.
Ambos incluem a formagdo do dcido benzéico como um intermediario via hidroxilag¢do
inicial do grupo metila, para formar alcool benzilico, posteriormente oxidado a benzaldeido,
ou via hidroxilagdo inicial do anel aromético, para formar p-cresol. No postulado (iii), quatro
atividades enzimdticas sdo necessdrias: tolueno metilhidroxilase, 4lcool benzilico
deshidrogenase, benzaldeido deshidrogenase e benzoil-CoA sintetase. As reagdes
subsegiientes do postulado (iv) para a transformagdo de p-cresol a p-hidroxibenzoato estdo
bem estabelecidas nas condi¢des aerdbias e anaerdbias. A enzima p-cresol metilhidroxilase
catalisa  sucessivas oxidagdes do grupo metila de p-cresol, primeiro a dlcool

p-hidroxibenzilico e entdo a p-hidroxibenzaldeido por um conjunto de reagdes mediadas por
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enzimas ndo oxigenases. p-Cresol poderia ser formado do tolueno, a partir do grupo

hidroxila derivado da agua (Frazer ef al., 1995).

COO-
_g'i_)-__.- @
benzoato
CHj3
(ii)
— COO- —_—
toluato
CH3 CH20OH CHO 00-
a @ @ é)
— —_— —_
alcool benzilico benzaldeido benzoato

H3 HpOH CO0-
(iv)
= E—
OH OH

p- cresol  dlcool p- hldrombenmlu.o p- hldm\lbenzaldeldo p-hidroxibenzoato

CH2CH2CSCOA CSCoA
= @ @
—_— >
fenilpropionil-CoA benzoil-CoA

Figura 3.2: Mecanismos de reagdes postulados para a degradagio anaerdbia do tolueno,
baseados em resultados de varios trabalhos: (i) oxidagdo do grupo metila; (ii) carboxilagio
do anel aromatico; (iii) hidroxilagdo do grupo metila; (iv) para-hidroxilagio do anel;

(v) ataque nucleofilico ao grupo metila (Colberg & Young, 1995 e Biegert & Fuchs, 1995).

Grbic-Galic & Vogel (1987) propuseram as etapas de degradagdo do tolueno, por
cultura metanogénica mista, a partir dos intermediarios formados (Figura 3.3). A reagdo de
tolueno foi caracterizada como fermentagido, com o substrato sofrendo oxidagio ¢ redugdo.

Inicialmente, ocorre a oxidagdo via grupo metila ou hidroxilagdo do anel, resultando na
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produgiio de alcoois arométicos, cresdis ou fenois. Reagdes adicionais como desmetilagdo e
redugdo do anel também podem ser possiveis. As formagdes de p-cresol e de o-cresol podem
ser devidas ao complexo consdrcio de bactérias fermentativas, incluindo anaerobias
facultativas. Concentragdes de p-cresol superaram as de o-cresol, que podem ser explicadas
pela substituigio aromdtica ecletrofilica, formando preferencialmente p-cresol devido a
capacidade do substituinte metila em liberar elétrons no anel. Os dcidos alifticos foram

degradados a precursores de metano por bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio.

©~©ﬂ5~$a+

ciclohexeno  benzeno fenol ciclohexanona

acidos alifiticos:

4-metilhexanoico
------- 4-metilheptandico

2-metilbutanoico

cresol\ 4- metllcmlohexanol COy + CHy

-————

Acidos:

Hj HpOH COOH heplan(;ico
hexandico
B — - = . . pentandico
propandico

acético

metil-ciclohexano tolueno  4lcool benzilico  benzaldeido  4cido benzéico formico

CH3
OH

""""""" > COp + CHy

o-cresol 2-metilciclohexanol

OOH
OH /
—: — —_—

dcido 2-hidroxibenzdico
Figura 3.3: Proposta de seqiiéncias da degradagdo anaerdbia de tolueno por cultura
metanogénica mista. Todos os compostos foram detectados e identificados por cromatografia

gasosa / espectrometria de massas (Grbic-Galic & Vogel, 1987).

Edwards ef al. (1994), em experimentos utilizando aprisionamento de isotopos.

observaram que a degradagdo de tolueno por cultura metanogénica mista ocorreu via
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hidroxilagio no substituinte metila, formando élcool benzilico, oxidado a benzaldeido e
benzoato. Pode ter ocorrido, também, uma rota paralela via hidroxilagdo do anel, formando
p-cresol.

Lovley ¢ Lonergan (1990) basearam a rota metabdlica na habilidade da linhagem
redutora de Fe (III),GS-15, crescer utilizando tais compostos, sugerindo a degradagdo de
tolueno via alcool benzilico, benzaldeido e benzoato.

Varios trabalhos evidenciam que a degradagiio de tolueno, por bactérias
desnitrificantes, ocorre via benzoato. Estudos com a linhagem K172 mostraram a presenga
das enzimas: dlcool benzilico deshidrogenase e benzaldeido deshidrogenase (Altenschmidt &
Fuchs, 1991 e Biegert & Fuchs., 1995) ¢ a formagdo de "*C-alcool benzilico e posteriormente
“C-benzaldeido de 'C-tolueno, através da inibigdo parcial do metabolismo pela adigio de
iodoacetamida (Altenschmidt & Fuchs, 1992). Os autores concluiram que a degradagéo
anaerdbia de tolueno através da linhagem K172 ocorre via desidrogenagdo do grupo
metila, independente de oxigénio, e que dgua, atua como fonte do grupo hidroxila.
Seyfried ef al. (1994) detectaram a formagdo de benzaldeido e benzoato utilizando
desnitrificantes linhagem T e linhagem K172,

A indicagdo da oxidagdio do grupo metila, mas sem rota determinada, foi observada
ocorrer através de bactérias redutoras de sulfato, linhagem Tol-2, Desulfobacula toluolica
(Rabus ef al., 1993 e Rabus & Widdel, 1995b).

Evans ef al (1992) propuseram mecanismos de degradagfio e transformagdo de
tolueno sob condigdes desnitrificantes pela linhagem T1, ndo relacionada com Pseudomonas
sp., mostrados na Figura 3.4. A reagio inicial ¢ um ataque nucleofilico ao carbono do
substituinte metila do tolueno, pelo carbono alfa do acetil-CoA, ou do succinil-CoA,
resultando, respectivamente, na formagdo de fenilpropionil-CoA, precursor da mineralizagio
de tolueno, ou de benzilsuccinil-CoA, precursor de metabolitos finais. A primeira seqiiéncia
ilustra as ectapas iniciais da oxidagdo de tolueno a diéxido de carbono. A reagéo inicial
envolve o ataque nucleofilico ao carbono do grupo metila do tolueno, pela acetil-CoA,
formando fenilpropionil-CoA. Essa reagdo ¢ seguida pela 3-oxidagdo do fenilpropionil-CoA,
produzindo benzoil-CoA. Frazer ef al. (1993) detectaram benzoato durante o metabolismo de
tolueno, utilizando a mesma linhagem. A segunda seqiiéncia mostra a conversio parcial de
tolueno em metabdlitos finais. O grupo metila do tolueno pode sofrer ataque de succinil-
CoA, um forte agente nucleofilico, formando benzilsuccinil-CoA, posteriormente hidrolisado
a acido benzilsuccinico, entdo oxidado a édcido benzilfumarico. Como succinil-CoA ¢ um

intermedidrio no ciclo de Krebs, pode ser seguidamente utilizado na degradagdo de tolueno.
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Os autores estimaram que 10% a 17 % do carbono de tolueno foram convertidos nos écidos

benzilsuccinico e benzilfumarico, 29 %, em biomassa e 51 %, em CO,.

7
H3 CHZCHQCSCOA CSCoA
CH CSCoA
3 HQO + HSCoA quehm
do anel
|I
2Hp + CH3CSCoA
tolueno f'emlproploml -CoA benzoil-CoA
(a)
CHpCHyCOH COpH
acido fenilpropidnico acido benzdico
|
?SCOA CO)_H
H3 CHzCHCPQ CH2CHCH2 CH2C CH
H02CCH2CH2CSC0A C02H H20 @ COoH
HSCoA
tolueno benzilsuccinil-CoA 4cido benzilsuccinico 'xc1d0 benzilfumarico
(b)

Figura 3.4: Mecanismo de reagdo de degradagdo de tolueno sob condigoes desnitrificantes
pela linhagem T1. (a) seqiiéncia [: mineralizagfio de tolueno. (b) seqiiéncia II: transformagido

de tolueno (Evans ef al., 1992 e Fraser ef al., 1993).

Frazer et al. (1993), submetendo a mesma linhagem a fluoroacetato, inibidor do ciclo
do 4cido tricarboxilico (maior fonte de succinil-CoA), observaram a redugio da utilizagio de
tolueno e da formagéio de benzilsuccinato e de benzilfumarato, representando 10 % a 31 %
do observado em culturas controle que ndo receberam fluoroacetato. Como tolueno e
succinil-CoA sdo os precursores para a formagdo desses metabolitos finais, a falta de
succinil-CoA, nas células, inibiu a formagio desses metabdlitos.

Beller er al. (1992b), estudando a degradagéio de tolueno em cultura enriquecida com
bactérias redutoras de sulfato, encontraram os mesmos metabolitos finais observados por
Evans ef al. (1992), o que indica que essa via ndo ¢ restrita a culturas puras ou mesmo a

desnitrificantes em geral, podendo ocorrer com diferentes organismos anaerdbios. Estudos
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com tolueno marcado no anel (Beller ef al., 1992a) mostraram que 83,6 % do carbono do
tolueno foram totalmente degradados; 7 % a 9 % convertidos em dcidos benzilsuccinico e
benzilfumérico e o restante, em biomassa, Beller ef al. (1996) isolaram bactérias redutoras de
sulfato mesofilicas, linhagem PRTOLI, da cultura enriquecida utilizada por Beller et al.
(1992b). Em cultura pura, 2,70 % a 2,75 % do carbono do tolueno foi convertido em acido
benzilsuccinico e quantidades trago de 4cido benzilfumérico (< 0,1 % do carbono do
tolueno).

Durante o crescimento anaerdbio utilizando tolueno, sob condigdes de
desnitrificagio, ambas as linhagens T e K172 produziram benzilsuccinato e benzilfumarato,
correspondendo a aproximadamente 0,5 % do carbono do tolueno (Seyfried ef al., 1994).

Rabus e Widdel (1995b), estudando a degradagdo de tolueno por bactéria redutora de
sulfato, Desulfobacula toluolica, detectaram benzilsuccinato correspondente a 0,1 % do
tolueno consumido.

Chee-Sanford et al. (1996) propuseram uma modificagio da rota metabdlica
proposta por Evans e colaboradores (1992) para bactérias desnitrificantes, Azoarcus
tolulyticus Tol-4, sugerindo cinamoil-CoA como metabdlito responsdvel pelo desvio da rota
de degradagio do tolueno a benzoil-CoA ou a dcido E-fenilitaconico. Este é formado através
de duas reagdes sucessivas com acetil-CoA, sendo a primeira com o grupo metila do tolueno
resultando em fenilpropionil-CoA e a segunda, com cinamoil-CoA formando &cido

benzilsuccinico, precursor do dcido £-fenilitacnico (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Mecanismos de reagdes de degradagio de tolueno sob condigdes desnitrificantes
pela linhagem Tol-4. (a) rota de mineralizagiio proposta. (b) formagéo do écido

E-fenilitaconico. Asteriscos indicam intermediérios hipotéticos (Chee-Sanford ef al., 1996).

Em estudos realizados por Migaud ef al. (1996), a mesma linhagem Tol-4 converteu
1 % a 2 % do carbono do tolueno em benzilsuccinato e E-fenilitaconato, na raziio de 1:10.

Quantidades similares de 4cido E-fenilitaconico foram produzidas por outras sete linhagens
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de Azoarcus tolulyticus isoladas por Fries ef al. (1994) e Zhou ef al. (1995) durante o
metabolismo de tolueno.

Como 4cido benzilsuccinico e compostos insaturados relacionados (4cido
benzilfumarico ou E-fenilitacdnico) acumularam-se durante os ensaios anteriores, sem
utilizagdo posterior, foram considerados como produtos finais do metabolismo dos
organismos envolvidos. Biegert e colaboradores (1996) mostraram que benzilsuccinato € um
intermedidrio verdadeiro em uma rota de degradag@io do tolueno a benzoil-CoA, via adigdo
de fumarato no substituinte metila do tolueno, através de bactérias desnitrificantes Thauera
aromatica K172. A partir de tolueno e de fumarato ocorreu produgdo de benzilsuccinato,
reagdio processada sob condigdes estritamente anaerdbias, mas independente de coenzima A
e de nitrato (Figura 3.6). Fumarato poderia ser parcialmente substituido por outros
intermedidrios do ciclo do 4cido tricarboxilico, tais como: citrato, malato e succinato,
previamente convertidos em fumarato. Benzilsuccinato foi oxidado a benzoil-CoA numa

reagio dependente da adigiio da coenzima A e de nitrato.

COO-
CH3 CHpCHCH?
-O O_
/ =
T >C-CH=CH-C\ I 00
o” 0
tolueno fumarato benzilsuccinato

Figura 3.6: Formagio de benzilsuccinato a partir de tolueno e fumarato (Biegert ef al., 1996).

A reaciio inicial de tolueno com fumarato, formando benzilsuccinato, também foi
estudada por Beller & Spormann (1997a), com tratamento de permeabilizagio para a
linhagem desnitrificante T. Essa reagiio nio foi dependente da presenga de coenzima A ou de
ATP. Benzilsuccinato foi convertido em E-fenilitaconato ¢ benzoato na presenga de
coenzima A. Assim, os autores consideraram que E-fenilitaconil-CoA e benzoil-CoA
sio intermediarios durante a mineralizagio de tolueno. Tolueno marcado com deutério
revelou que o atomo de hidrogénio retirado do substituinte metila do tolueno ou o-xileno
durante reagio com fumarato foi introduzido no grupo succinila (durante a quebra da dupla
ligagio) do benzilsuccinato ou 2-metilbenzilsuccinato, respectivamente. Rabus & Heider
(1998) utilizando "C-tolueno em experimentos com extratos de células de bactérias
desnitrificante linhagem EbN1 e redutora de sulfato Desulfobacula toluolica confirmaram a

reagio de tolueno e fumarato com formagdo de “C-benzilsuccinato. Assim, essa reagio
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inicial ndio ¢ limitada a bactérias desnitrificantes. Beller & Spormann (1997b) também a
observaram em células com tratamento de permeabiliagdo, para bactérias redutoras de
sulfato, linhagem PRTOLI, bem como Beller & Edwards (2000) em cultura metanogénica
enriquecida.

A degradagiio anaerdbia de tolueno parece ser iniciada pela adi¢io de fumarato ao
grupo metila do tolueno por bactérias distantes filogeneticamente. Apesar das diferengas dos
valores de energia livre de oxidagdo do tolueno acoplados a desnitrificaiio, redugiio de
sulfato e consércios fermentativo e metanogénico, a formagiio do benzilsuccinato parece ser
uma reagdo inicial ideal para o metabolismo de tolueno sob condigdes limitadas de energia,
pois ¢ exergdnica, AG® = - 40 kJ/mol e requer somente um catalisador apropriado para
ocorrer: benzilsuccinato sintase (Rabus & Heider, 1998).

O verdadeiro mecanismo de degradagio anaerdbia de tolueno foi elucidado somente
a partir de 1999 (Figura 3.7). Tolueno e fumarato formam benzilsuccinato que ¢ ativado a
benzilsuccinil-CoA. Este é oxidado em E-fenilitaconil-CoA que, forma 2-carboximetil-3-
hidroxi-fenilpropionil-CoA, posteriormente oxidado a benzoilsuccinil-CoA. Entdo, este ¢

quebrado em benzoil-CoA e succinil-CoA (Heider ef al., 1999).

COO- COSCoA COSCoA
CH3 Coo- COO0- _L___C00-
f tumar'lto succinil-CoA
succinato 2[H]
tolueno benzilsuccinato benzilsuccinil-CoA E-fenilitaconil-CoA
COSCoA COSCoA
COSCoA COO- COO-
i CoASH
succmll CoA 2[“
benzoil-CoA benzoilsuccinil-CoA 2-carboximetil-3-hidroxi-

fenilpropionil-CoA
Figura 3.7: Mecanismo de reagdo proposto para a degradagido anaerdbia de tolueno a

benzoil-CoA (Heider ef al., 1999).
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3.6.3 Etilbenzeno

As etapas da degradagio anaerdbia de etilbenzeno foram demonstradas somente para
culturas puras, sob condigdes de desnitrificagio e seguem via metabdlica diferente de
tolueno (Rabus & Widdel, 1995a e Ball ef al., 1996). Ball et al. (1996) propuseram um
mecanismo de degradagdio do etilbenzeno baseado na identificagdo dos intermediarios, em
experimentos realizados com a linhagem desnitrificante EB1 (Figura 3.8). A primeira
reagdo de oxidagdo de etilbenzeno consiste na hidroxilagio do substituinte etila,
formando 1-feniletanol, sendo oxidado a acetofenona. Esta é, entdo, metabolizada via
carboxilagdo, formando benzoil acetato, entdo ativado a benzoil acetil-CoA. A subseqiiente
clivagem desse composto gera acetil-CoA e benzoil-CoA. Este pode ser entdo reduzido a
compostos aliciclicos e posteriormente oxidados a acetil-CoA e CO,. Testes com H,"0
mostraram que a primeira reagfo de oxidagio do etilbenzeno ocorre através da incorporagio
do 4tomo de oxigénio proveniente da dgua, formando 1-feniletanol. Rabus & Widdel (1995a)
¢ Rabus & Heider (1998) apresentaram uma seqiiéncia de reagdes similares a degradagio do
etilbenzeno pela linhagem EbN1, baseados na habilidade da cultura pura em crescer nesses
intermediarios. Johnson & Spormann (1999) examinaram as atividades das enzimas
etilbenzeno deshidrogenase e l-feniletanol deshidrogenase em extratos de células de

Azoarcus sp. Linhagem EB1, confirmando as etapas de degradagéo do etilbenzeno.
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H- C H H-(ll-H H-C-H H(|3H
H- C H H-C-OH C=0 Cc=0
HgO i CO2 i
2[H] 2[H]
etilbenzeno 1 -feniletanol* acetofenona* benzoil acetato
CoA, ATP

CoA-S 0

Y CoA-S 0O

N N/

i he

|
H C=0
acetil-CoA CoA
CoA-S 0
N\ 7
C benzoil acetil-CoA
benzoil-CoA

Figura 3.8: Reagdes iniciais da degradagdo de etilbenzeno pela linhagem desnitrificante
EBI. Asteriscos indicam os intermedidrios identificados por cromatografia gasosa /

espectrometria de massas (Ball ef al., 1996).

3.6.4 Xilenos

A etapa inicial da degradagiio de xilenos foi observada ocorrer através de duas rotas
metabdlicas diferentes, envolvendo reagiio de um dos grupos metila.

Na presenga de tolueno, Evans ef al. (1992) observaram que o-xileno nio foi
mineralizado, mas transformado em metabdlitos analogos aos do tolueno: dcido

2-(metilbenzil)succinico e 4cido 2-(metilbenzil)fumérico, por bactérias desnitrificantes,



40

linhagem T1. A transformagdo de o-xileno também ocorreu durante crescimento em meio de
dcido succinico, sugerindo que o ataque ao grupo metila pela succinil-CoA € a reagdo central
nessa transformagdo. Bactérias desnitrificantes, linhagem T converteram 70 % a 80 % de
o-xileno, em reagdo com fumarato, em 2-(metilbenzil)succinato. Como o-xileno ndo ¢
substrato de crescimento para a linhagem, sua transformagéo foi considerada como resultado
de cometabolismo (Beller & Spormann, 1997a). Bactérias redutoras de sulfato, da linhagem
PRTOLI, utilizaram  completamente  o-xileno, transformando-o principalmente em
acido 2-(metilbenzil)succinico e pequena fragdo de écido 2-(metilbenzil)fumérico (13 % do
o-xileno consumido). Acido 2-metilbenzéico foi detectado em baixas concentragdes (0,3 %
do o-xileno consumido); p-xileno foi parcialmente transformado em dcido 4-metilbenzdico
(4cido p-toluico) via p-tolualdeido e 4cido 4-(metilbenzil)succinico, com 23 % e 3 % do
p-xileno consumido, respectivamente (Beller ef al., 1996).

Beller et al. (1995) observaram a degradagdo in situ de mais de 95 % de tolueno,
o-xileno e m-xileno sendo sulfato o tnico aceptor de elétrons disponivel. As produgdes dos
cidos: benzilsuccinico, 2-(metilbenzil)succinico e 3-(metilbenzil)succinico no aqiiifero
foram consistentes com os desaparecimentos de tolueno, o-xileno e m-xileno,
respectivamente. A auséncia de dcido 4-(metilbenzil)succinico foi consistente com a
auséncia de p-xileno no aqiiifero.

Krieger ef al. (1999) propuseram que as reagdes iniciais da degradagdo de m-xileno
por Azoarcus sp., linhagem T sdio a oxidagdo de m-xileno a 3-metilbenzoato ou a
3-metilbenzoil-CoA via 3-(metilbenzil)succinato e E-(3-metilfenil)itaconato ou na forma de
CoA. o-Xileno e p-xileno também foram utilizados como substrato formando os
correspondentes homélogos do benzilzuccinato. Essas reagdes sdo analogas a oxidagdo de
tolueno a benzoil-CoA, propostas por Biegert et al. (1996) e Beller & Spormann (1997a).
3-(Metilbenzil)succinato ¢ formado pela adigdo de m-xileno ao fumarato. Ensaios com
m-xileno marcado com deutério mostraram que o dtomo de hidrogénio retirado do
substituinte metila do m-xileno durante reagdio com fumarato foi introduzido no grupo
succinila do 3-(metilbenzoil)succinato.

Biegert & Fuchs (1995) observaram a transformagdo dos isdmeros de xileno a
isdmeros do metilbenzoato por bactérias desnitrificantes Thauera sp., linhagem K172.

Jorgensen ef al. (1995a) verificaram que a degradagio de o-xileno foi dependente da
de tolueno em cultura desnitrificante mista enriquecida. Um dos grupos metila foi oxidado,
resultando no actimulo transiente de o-metilbenzaldeido e de acido o-metilbenzoico. A
relagio cometabdlica entre tolueno e o-xileno foi atribuida a reagéo inicial do grupo

metila, pois, ao contririo de o-xileno, a transformagdo de dlcool o-metilbenzilico ou de
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o-metilbenzaldeido foi independente da degradagdo de tolueno. A adigdo de succinato
na cultura também induziu 4 remogdo de o-xileno, mas o-metilbenzaldeido e 4cido
o-metilbenzdico ndo foram acumulados no meio.

Seyfried et al. (1994) examinaram a reagfo inicial da degradagéio anaerdbia de
m-xileno pela bactéria desnitrificante linhagem T, identificando 3-metilbenzaldeido e
3-metilbenzoato.

Hiner ef al. (1995) consideraram provével que a degradagio de p-xileno, por cultura
desnitrificante enriquecida, seja também iniciada pela oxidagdo do substituinte metila
formando aldeido, devido & habilidade da cultura em crescer em p-metilbenzaldeido e
p-metilbenzoato. p-Xileno foi convertido em p-metilbenzoato, como produto final, por
bactérias redutoras de sulfato que metabolizam tolueno, Desulfobacula toluolica linhagem
Tol-2 (Rabus & Widdel, 1995b).

Wilkes ef al. (2000) identificaram écidos benzoicos alquilados como os principais
produtos metabdlicos de bactérias redutoras de sulfato linhagens oXyS1 e mXySI, que

degradam o-xileno e m-xileno, respectivamente.

3.6.5 Benzoato

Benzoato e benzoil-CoA sdo intermedidrios comuns no metabolismo anaerdbio de
compostos aromdticos. Benzoato foi identificado, em vérias culturas puras ¢ enriquecidas,
como um intermediério transiente, durante a degradagdo anaerobia de tolueno. Benzoil-CoA
é um provavel intermediario nas degradagdes de etilbenzeno e xileno.

Na auséncia do oxigénio molecular, o anel aromatico ¢ inicialmente reduzido, para
que possa entio ocorrer a sua quebra. Benzoato ¢é ativado a benzoil-CoA, posteriormente
reduzido a ciclohex-1,5-diene-1-carboxil-CoA. Adigdes seguidas de dgua levam a formagio
dos intermedidrios 6-hidroxiciclohex-1-ene-1-carboxil-CoA e 2,6-dihidroxi-ciclohexano-1-
carboxil-CoA. A oxidagdo da hidroxila a cetona, no carbono 2, torna a ligagio C1-C2
do anel aliciclico, facilmente hidrolisivel a 3-hidroxipimelil-CoA. A [-oxidagdo de
3-hidroxipimelil-CoA fornece glutaril-CoA e acetil-CoA. A descarboxilagdo de glutaril-CoA
produz crotonil-CoA e CO,. Essa seqiiéncia de reagdes, ilustrada na Figura 3.9, produz, para
cada molécula de benzoil-CoA degradada, trés moléculas de acetil-CoA e uma de CO,

(Heider & Fuchs, 1997a e Heider et al., 1998).
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Figura 3.9: Rota central de benzoil-CoA na degradagdo anaerdbia de compostos aromaticos

(Heider & Fuchs, 1997a).

Segundo Fang et al. (1997), a degradagdo anaerobia de benzoato, na presenga de

sulfato, envolve varios grupos de bactérias em diferentes etapas, como apresentado na

Tabela 3.7.

Benzoato ¢ convertido, pelas bactérias acetogénicas sintroficas, em acetato ¢

hidrogénio (reagfio 1) ou pelas bactérias redutoras de sulfato, em acetato (reagdo 2) ou

diretamente em gas carbdnico (reagiio 3). Posteriormente, arqueas metanogénicas e bactérias

redutoras de sulfato competem por acetato e hidrogénio, produzindo metano (reagdes 4 ¢ 6) ¢

sulfeto (reagdes S e 7). Dessa forma, os doadores de elétrons sdo convertidos em metano ou

em sulfeto.
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Tabela 3.7: Reagdes envolvidas na conversdo de benzoato em metano,

na presenga de sulfato.

N? Doador de Organismo Reagdo
elétrons
1 Benzoato BAS C¢HsCOO™ + TH,0 — 3CH;CO0" + HCOy + 3H, + 3 H™
2 Benzoato BRS(i) C¢HsCOO™ + 0,75804 + 4H,0 — 3CH;COO™ + 0,75HS™ +

HCO;y +2,25H"

3 Benzoato BRS(c) C4HsCOO™ + 3,7580,” + 4H,0 — THCO; + 3,75HS+ 2,25H"
4  Acetato AM-A CH,;COO + H,0 — CH,;+ HCOy

5 Acetato BRS(c) CH,COO" + SOy~ — 2HCO; + HS”

6 Hidrogénio AM-H HCOjy +4H, + H* — CHy + 3H,0

7 Hidrogénio BRS(c) SO4 +4H, + H" — HS +4H,0

BAS = bactérias acetogénicas sintréficas. BRS(i) = bactérias redutoras de sulfato, realizando
degradagiio incompleta. BRS(c) = bactérias redutoras de sulfato, realizando degradagdo
completa. AM-A = arqueas metanogénicas acetoclasticas. AM-H = arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas.

Fonte: Fang et al. (1997)

3.7 Estudos cinéticos com BTEX

A cinética bioquimica estuda as velocidades de crescimento dos microrganismos, de
consumo de substratos e de formagéo de produtos. Tais velocidades devem ser expressas em
termos matemdticos, por modelos que representem adequadamente a dindmica desses
processos.

Diversos pardmetros podem influenciar a cinética de populagdes microbianas,
relacionados ao meio, estdo composigdo, pH, reologia, temperatura e caracteristicas multi-
componentes; relacionados a microbiologia, estio controles internos, adaptabilidade e
heterogeneidade. Além disso, as interagdes entre a massa celular e o ambiente, como
transferéncia de nutrientes e de produtos também podem influenciar na cinética.

Os modelos mais simples que descrevem a cinética de populagdes microbianas,
como os de ordem zero, primeira ordem e o modelo classico de Monod, tém sido utilizados
em estudos cinéticos de degradagdes de BTEX.

Nas reagdes elementares de ordem zero, a velocidade ndo ¢ afetada pela
concentragio de substrato e a expressio de velocidade para consumo de um determinado

substrato € escrita como:

dCg
de)=-—2=k ‘ 3.1
(rS) dt 0 3.1

Nessa expressio, k, ¢ a constante de ordem zero (M.L2.TH.
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Segundo Reinhard ef al. (1997), para compostos que sdo transformados sem periodo
de adaptagio da biomassa, a cinética de ordem zero parece ser mais aplicavel que a de
primeira ordem.

Reagdes irreversiveis de primeira ordem podem ser representadas pela equagio

estequiométrica S — P. A equago cinética pode ser expressa como:

dCsg
1g)=-—2=k;.C 3.2
(-1g) it 1.Cs (3.2)

Nessa expressdo, k; é a constante de velocidade para reagéo de primeira ordem (T™.
O modelo cinético de Monod pode ser resumidos em trés equagdes basicas:

I A velocidade bruta de crescimento dos microrganismos ¢ proporcional & velocidade

de utilizagdo do substrato:

dc,, dc
: =Y, | —> 3.3
[ dt ] ’“( dt ] G-

Nessa expressdo, Cx é a concentragiio de microrganismos (M.L'3), Cg ¢ a concentragiio de

substrato (M.L™?), t é o tempo (T) e Yy € o fator de crescimento ou a produgdo bruta de
microrganismos por unidade de massa de substrato (M células / M substrato). O indice ¢

representa o crescimento de microrganismos e o indice u, a utilizagio de material orgdnico.

. A velocidade de crescimento dos microrganismos € proporcional a concentragio dos

mesmos e depende da concentragio de substrato:

dCyx Cg.Cx
X ey = s tx 3.4)
[ dt ]c X K = Hmax Kg +Cg (

Na expressdo cinética de Monod (3.4), p € a velocidade especifica de crescimento celular
(T™") e o € Ks sdio constantes cinéticas, . ¢ @ velocidade maxima de crescimento celular
e K é a constante de saturagdo do substrato e tem o valor da concentragdio de substrato na

qual p atinge metade de seu valor maximo.
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1. Paralelo ao crescimento de microrganismos, devido & atividade anabdlica, ha
também decaimento devido 4 morte de células. A velocidade de decaimento pode ser

formulada como um processo de primeira ordem:

dC
% = LK (3.5)
dt J,

Nessa expressdo, K4 é a constante da velocidade de decaimento ou constante de morte

celular. O indice d representa o decaimento da massa bacteriana.

Os modelos cinéticos podem ser representados também em termos de velocidade
especifica de consumo de substrato (U). Dessa forma, a expressio de Monod pode ser

representada por:

U= U“m i (3.6)
Kq +C;

Nessa expressdo, U é a velocidade especifica de consumo de substrato (M substrato.M™!
células. T™") e Uy é a velocidade especifica maxima de consumo de substrato (Bailey, 1986;

Da Silveira, 1996; Levenspiel, 1999).

Dados cinéticos para degradagdes anaerdbias de BTEX sdo apresentados na Tabela

3.8.
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A variabilidade dos dados cinéticos pode ser devida aos seguintes fatores:
diversidade metabdlica dos organismos isolados de diferentes sistemas, e variagdes nas
condi¢des ambientais e nos procedimentos experimentais e analiticos. Dessa forma, cuidados
devem ser tomados na extrapolagdo de dados cinéticos obtidos em um sistema, para outro
(Alvarez et al., 1994).

A aplicagiio desses modelos € justificada quando o composto orgénico de interesse
atua como fonte de energia primdria para a comunidade microbiana. Quando a degradagiio
de um contaminante produz pouca ou nenhuma energia & célula, esses modelos podem ainda
ser aplicados em certas condigdes. Por exemplo, a velocidade de degradagdo de um
contaminante orgdnico pode ser independente de sua concentragdo (ordem zero), quando for
degradado como resultado de cometabolismo. Neste caso, a cinética de degradagio ¢
basicamente controlada pela disponibilidade de substrato primério e de aceptores de elétrons
(Hunter et al., 1998).

Os pardmetros cinéticos, apresentados na Tabela 3.7, foram obtidos em ensaios em
microcosmos utilizando células suspensas. Shim & Yang (1999) observaram que células
imobilizadas em bioreatores apresentaram velocidades de degradagdes de BTEX de 9 a 75
vezes maiores que células suspensas em frascos de soro, devidas a elevada densidade celular
e a melhoramentos da cultura no reator.

Edwards & Grbic-Galic (1994) utilizaram modelo cinético de Monod adaptado para
substrato volatil em sistemas duas fases. O termo referente ao decaimento (respiragéo
endogena) foi negligenciado, pois as velocidades de decaimento sio relativamente pequenas

em sistemas anaerobios.

_d_m — l'l'[“ax CXO.VL CS (37)
dt YX,S (Ks + Cs)
m
c - 3.8)
(Ve +HY) (

Nessas expressdes, m € a massa total de substrato (M), V|, ¢ o volume liquido (L?), C, éa
concentragiio de substrato na fase aquosa (M.L'J), H € a constante da lei de Henry para o
substrato ¢ V¢ é o volume de headspace (L™).

Elmén et al. (1997) utilizaram trés modelos cinéticos de inibigdio por substrato para
degradagio de tolueno, sob condigdes de redugdo de nitrato. As expressdes cinéticas sdo

apresentadas na Tabela 3.9. Os modelos que apresentaram melhores ajustes foram escolhidos
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para réprcsentgr os efeitos de tolueno, nitrato e nitrito no crescimento microbiano: equagio
de Edwards para tolueno (K, = 51,6 mg/L, K; = 92,1 mg/L), equagdo de Andrews para
nitrato (K = 80,6 mg/L, K; = 582,8 mg/L) e inibigfio por produto, de Luong, para nitrito
(Poax = 552,0 mg/L).

Tabela 3.9: Modelos cinéticos de inibigdo por substrato.

Modelo Fungio
Andrews B i
HKS +C I+ Cy/K)
Elyeurds B =M a (exp (’ Cs/ Ki)_exP (Cs/ Ky))
Luong . b .C (1— C, Jn
C; + K, s
[nibigdo por produto (Luong) c, n
N

K; é a constante de inibig#o.

Cp ¢ a concentragiio de produto.

n indica o tipo de relagdo entre p ¢ Cs. (Luong 1987).
Fonte: Elmén et al. (1997)

3.7.1 Estudos cinéticos em Reator Anaerébio Horizontal de Leito Fixo tratando

compostos considerados toxicos

O reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) proposto por Zaiat er al. (1994)
tem sido utilizado no tratamento de esgoto sanitario natural (Zaiat ef al., 2000 e Lima, 2001)
e dguas residudrias sintéticas de composigio simples, & base de glicose (Zaiat ef al., 1997),
complexas, com proteinas, carboidratos e lipidios (Sarti et al., 2001); e contaminadas por
compostos toxicos. Damianovic (1997) estudou a degradagdo e a influéncia de
pentaclorofenol no tratamento de substrato organico, entre concentragdes de 0,2 mg/L a
8,0 mg/L, porém ndo estudou a cinética dessa degradagdo. Bolaiios (2001) e Oliveira (2001)
avaliaram a degradagio de fenol e formaldeido, respectivamente, ajustando modelos
cinéticos aos dados obtidos.

Bolafios (2001) realizou estudo cinético de degradagdo de fenol em RAHLF, a 30°C,
variando sua concentragio afluente de 90,5 mg/L a 1229,8 mg/L. O estudo cinético mostrou
que sua degradagio foi efetiva na primeira metade do reator, correspondendo ao tempo de

detengdo hidraulica de 6 horas, sendo minimas as velocidades especificas globais de reagéo
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apds essa se¢do do reator. Modelo cinético de primeira ordem foi ajustado para degradagio

de fenol, obtendo-se valor médio da constante cinética aparente de primeira ordem (k{* ) de
0,204 + 0,053 h™'.

Oliveira (2001) estudou a cinética de degradagdo de formaldeido em RAHLF com
concentragdes aplicadas entre 23 mg/L a 1378 mg/L, a 35°C. O método das velocidades
iniciais foi aplicado para estimar as velocidades especificas de utilizagdio de substrato
observadas (rgs). Os dados de rg foram correlacionados com as concentragdes de

formaldeido para obtengio de pardmetros cinéticos do modelo classico de Monod,
sendo a velocidade especifica maxima de consumo de substrato aparente (r'*) de
2,79x107 + 0,37x10° mg formaldeido/mg SSV.h ¢ a constante de saturagéio de substrato
aparente (K™) de 242,8 + 114,1 mg formaldeido/L. O comportamento cinético observado

de degradagio de formaldeido ndo apresentou qualquer inibigdo da velocidade global de

reagdo na faixa de concentragiio estudada.

3.8 Microrganismos observados

A degradagiio anaerdbia de compostos aromaticos ¢ um “talento” fisioldgico restrito
a bactérias, pois niimeros crescentes de linhagens bacterianas desnitrificantes, redutoras de
sulfato (BRS) e de Fe (IlI), bem como fermentativas, tém sido isoladas e estudadas em
culturas puras pelas habilidades em degradar hidrocarbonetos arométicos, halogenados e
fendis. Vale ressaltar que a capacidade metabdlica de fungos anaerobios € pouco conhecida e
que degradagdio do anel aromatico ndo foi ainda reportada para membros das arqueas
(Harwood e Gibson, 1997).

Bactérias desnitrificantes que degradam compostos aromaticos pertencem ao mesmo
grupo evolucionario da divisdo Profeobacteria, subdivisio B. A maioria das bactérias
isoladas, anteriormente classificadas como Pseudomonas sp., representam novas espécies
dos géneros Thauera e Azoarcus, previamente estabelecidos para bactérias que respiram
selenato (7. selenatis) e fixadoras de nitrogénio (4. indigens), respectivamente. Entre as
desnitrificantes, sdo conhecidas as seguintes espécies: Thauera aromatica, Azoarcus evansii
(Anders ef al., 1995) e Azoarcus tolulyticus (Zhou et al., 1995). Todas utilizam benzoato ¢
varios substratos aromaticos e ndo aromaticos, sob condigdes anaerdbias. Por exemplo. a
T. aromatica pode degradar tolueno e fenol, enquanto a 4. tolulyticus degrada tolueno.
mas ndo fenol e a A. evansii ndo degrada ambos (Hurek & Reinhold-Hurek, 1995 e Heider

& Fuchs, 1997b). As linhagens EB1, EbNI e PbNI, que degradam etilbenzeno, estdo
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fortemente relacionadas e séio pertencentes ao género Azoarcus (Heider er al., 1999). Alguns
compostos como benzeno, aromdticos halogenados e aromaticos metoxilados sdo
considerados recalcitrantes para as desnitrificantes, apesar de alguns trabalhos relatarem a
degradagdo, atribuida a associagSes sintroficas similares as encontradas em consdrcio
metanogénico (Heider & Fuchs, 1997b). Coates et al. (2001) isolaram duas linhagens de
Dechloromonas que oxidam benzeno a CO,. As linhagens RCB e JJ apresentam 98,1 % de
similaridade na seqiiéncia filogenética e ambas sdio membros da subdivisio B da
Proteobacteria. A espécie mais proxima € a Ferribacterium limneticum, uma redutora de Fe
(I11) estritamente anaerdbia. Todos os outros membros do subgrupo Dechloromonas sio
redutoras de (per)cloratos anaerébias facultativas.

Entretanto, outras possibilidades de degradagio de compostos aromaticos, utilizando
nitrato, estdo relacionadas com BRS Desulfobacterium catecholicum (Szewzyk & Pfenning,
1987) e bactéria redutora de Fe (IIl) Geobacter metallireducens (Lovley et al., 1993), que
podem usar alternativamente nitrato através da redugéo dissimilativa de nitrato a amdnia.

A maioria das espécies de BRS degradadoras de compostos aromaticos sdo membros
da Familia Desulfobacteriaceae, oxidadoras completas, pertencentes a subdivisdo & da
Proteobacteria (Widdel, 1988) ou sdo gram-positivas, formadoras de esporos semelhantes a
Desulfotomaculum (Heider & Fuchs, 1997b). O potencial das BRS para degradar compostos
aromaticos ¢ muito maior que o conhecido. A degradagdo completa de benzeno e xilenos foi
relacionada com a redugéio de sulfato em sedimentos e culturas enriquecidas (Lovley et al.,
1995; Coates ef al., 1996a, Rueter ef al., 1994, Rabus et al., 1996). Linhagens de BRS que
metabolizam alquilbenzenos foram descritas, todas da familia Desulfobacteriaceae, sdo
gram-negativas e nfio formam esporos. Trés linhagens utilizam tolueno: Desulfobacula
toluolica (Rabus ef al., 1993), linhagem PRTOLI1, com 96 % de similaridade na seqiiéncia
filogenética em relagio a Desulforhabdus amnigenus (Beller et al, 1996) e
Desulfobacterium cetonicum (Harms et al., 1999). Duas linhagens, oXyS| e mXyS1 foram
isoladas em o-xileno e m-xileno, respectivamente. A linhagem oXyS| apresentou elevada
similaridade com a Desulfobacterium cetonicum (98,4 %) e a Desulfosarcina variabilis
(98,7 %), também metabolizou tolueno, o-etiltolueno, benzoato e o-metilbenzoato. A
linhagem mXyS1 apresentou maior similaridade com Desulfococcus multivorans (86,9 %),
também cresceu em tolueno, m-etiltolueno, m-isopropiltolueno (m-cimeno), benzoato e
m-metilbenzoato (Harms et al., 1999).

Robertson et al. (2000) isolaram oito linhagens de BRS de aqiiifero contaminado
com gasolina. As linhagens T1 e T2 foram isoladas em meio contendo tolueno e as linhagens

S4, S5, S6, S7, S8 e S10, em meio contendo benzoato. Todas as linhagens sdo bacilos curvos
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ou retos, formadores de esporos. A amplificagio e o seqiiénciamento do rDNA 165
mostraram maior afinidade com Desulfosporosinus orientis DSM 8344, anteriormente
classificada como Desulfotomaculum orientis, com 97,1 % a 98,9 % de similaridade na
seqiiéncia filogenética. As linhagens também foram relacionadas com Desulfosporosinus
orientis DSM 765 (95,3 % a 97,3 %) e Desulfotomaculum auripigmentum (95,9 % a
97,9 %). As mineraliza¢gdes de BTEX, 1,3,5-trimetilbenzeno e naftaleno ndo ocorreram em
culturas puras. Bactérias anaerdbias degradadoras de hidrocarbonetos aromaticos em culturas
puras tém realizado degradagdes completas. As rotas metabdlicas ndo foram investigadas
mas como as linhagens estdo fortemente relacionadas com D. orientis DSM 8344, oxidadora
incompleta, as linhagens provavelmente apresentam o mesmo metabolismo, néo degradando
qualquer hidrocarboneto aromatico em cultura pura. As linhagens de Desulfosporosinus sp.
tém o potencial de participar nas degradagdes de BTEX através de associagdes sintroficas
com bactérias fermentativas. Robertson ef al. (2001) propuseram que essas linhagens sejam
representativas de novas espécies do género Desulfosporosinus, sendo proposto o nome
Desulfosporosinus meridiei.

A Unica bactéria redutora de Fe (III) isolada foi Geobacter metallireducens que
oxida completamente tolueno, fenol, p-cresol, aldeidos aromdticos, benzoato reduzindo ion
Fe’* a jon Fe®'. Geobacter sp. pertence a divisdo Proteobacteria subdivisdo 8, relacionada
com Desulfuromonas sp. e Pelobacter sp. (Lovley ef al., 1989; Lovley & Lonergan, 1990).
Virias outras espécies de Geobacter podem também oxidar compostos aromdticos utilizando
Fe (I11) (Coates ef al., 1996b).

Um conséreio sintréfico que degrada BTEX é composto por bactérias fermentativas
que metabolizam compostos arométicos e de organismos consumidores de hidrogénio, tais
como: acetogénicos, metanogénicos ou redutores de sulfato. Virias culturas mistas tém
mostrado habilidades em degradar benzeno em consorcios metanogénicos, com redugdo de
sulfato ou de Fe (III).

Edwards & Grbic-Galic (1994) tentaram isolar culturas puras degradadoras de
tolueno e de o-xileno, a partir de cultura mista metanogénica. Contudo, a degradagio de
tolueno foi acompanhada pela produgdo de metano, indicando consércio de bactérias
fermentativas e arqueas metanogénicas que ndo puderam ser separadas.

Ficker et al. (1999) verificaram a presenga de bactérias formando cadeias finas ¢
longas, Desulfotomaculum sp. e duas espécies de arqueas metanogénicas, em consorcio,
degradando tolueno. As bactérias em cadeia, ndo relacionadas aos géneros descritos
pertencentes ao consorcio, foram consideradas responsaveis por iniciar o ataque ao tolueno.

Desulfotomaculum sp., que crescem em etanol, propionato, butirato e benzoato na auséncia
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de sulfato, foram consideradas responsdveis por utilizar os intermedidrios, convertendo-os
em acetato e hidrogénio. As duas espécies de arqueas metanogénicas pertencentes aos
géneros Methanosaeta e Methanospirillum foram responsdveis por desempenhar papéis
complementares no consércio. As Methanosaeta sp. utilizaram acetato e as
Methanospirillum sp. utilizaram formiato e hidrogénio.

Tolueno ndo pode ser degradado formando 4cidos orginicos e hidrogénio sob
condigdes padrdo, pois a reagio & endergdnica. (reagio 3.1). Assim, a degradagiio
fermentativa de tolueno ocorre com organismos consumidores de hidrogénio: a redugdo da
pressiio parcial permite que valores de energia livre de Gibbs tornem-se negativos para a
primeira reagio de oxidagdio. Meckenstock (1999) estudou a degradagdio fermentativa de
tolueno em coculturas sintréficas definidas. Tolueno foi usado como tnica fonte de carbono
e de energia pela BRS, linhagem TRMI1 na presenga de sulfato e pela Geobacter
metallireducens que utiliza Fe (IIT). Culturas puras ndio foram capazes de degradar tolueno
na presenga de outros aceptores de elétrons, como fumarato e nitrato. No entanto, em
cocultura da linhagem TRM1 com Wolinella succinogenes, ocorreu a degradagio de tolueno,
em presenga de fumarato ou de nitrato. Em cocultura de G. mefallireducens com W.
succinogenes também ocorreu a degradagdo de tolueno na presenca de fumarato. Hidrogénio
transportou elétrons dos produtos da oxidagfio das duas linhagens para W. succinogenes,
responsavel pela redugio do aceptor de elétrons adicionado. Desse modo, as bactérias
oxidadoras de tolueno cultivadas com sulfato ou Fe (III), ndo necessariamente reduzem os
respectivos aceptores de elétrons no ambiente, mas poderiam cooperar com organismos
consumidores de hidrogénio que, por sua vez, poderiam reduzir outros aceptores de clétrons,
tais como nitrato ou mesmo didxido de carbono.

A conversio de tolueno a CO, e H, é uma reagfio endergdnica sob condigdes padrido
(reagdio 3.1) mas torna-se exergonica se acoplada & redugido de fumarato (reagdo 3.2) ou de
nitrato (reagdo 3.3).

C;Hg+ 14 H,O — 7CO,+ 18 H, AG® =+ 504,1 kJ/mol (3.1)
C,Hg + 14 H,0 + 18 fumarato — 7 CO, + 18 succinato AG® = - 1044,2 kJ/mol (3.2)
C,Hg+ 0,5 H,O +4,5NOy +9H" — 7CO, +4,5 NHy AG® =-2195,1 kJ/mol (3.3)

Portanto, essas condigdes mostram as diferentes rotas metabdlicas possiveis para as
degradagdes anaerdbias de BTEX.

A Tabela 3.10 ilustra os microrganismos encontrados em estudos de degradagdes de
BTEX e suas respectivas fontes de enriquecimento ou isolamento. A variedade de ambientes
de onde foram isoladas as culturas indica que organismos degradadores de compostos

aromaticos estio amplamente distribuidos na natureza.



56

(enunuoo)

5030852 op OjUAUIEIEI] P OBIEISS 9P OIGOISEUR OPO]

10§ vyiydosjpu
SPUOUIOPRAS ]

SOUR[IX ‘Ousnjo], (¥661) AmageY % 0

(8661) 7w 12 3U0g
(8661) v 12 OUBSIYISO))

(L661)
Suno x 29 oueSM[250)
BUI[OSES WOD OPEBUIWIEIUOD O[0S sofoeg [ L POUDUIOLD DAINDY ] OUS[IX-0 “ouan[o], (Qr661) ‘Iv 12 SueAg
TS weseyury
SepepuopaLIe
epinjod epeasus ap OJULWIPeS SOPEPIWAIIXS WO so[ioeg 001S waSeyqury
epmjod epeesus op OJUSWIPAS  SO[I0BQ-0202 3 SEpepUOpalIe
5030359 9p ojusuIRIR) 9P OBIE)SO op OIqOISBUR OpO] SOPEPIWAIIXS WO SO[Ioey L1 weSeyury (1661) 'Jv 12 IDYOOYDS
ouan[o} opueler} O.Hm.u_q.m..—dm 9P Bumnjod sp AUy sofoeg L weSequr| ouanjo L, (L861) syon 72 qoayos L,
(unt ¢*¢-¢"1 x Wl £°0-6°0) L woSeyuy (6661) 77 12 19pIOH
ouan(o} opugjer) oxsymbe op euN[od 9p SUSNFH sofoeg ‘ds snoupozy OUS[IX-UI ‘OUSN[O ], (0661) ‘1v 12 Sunrog

SIIUBILLINIUSIP SI0IPUO))

03050910 — OPEUNEUOS OIJINDE 9p OJUSUIPS

“ds wnpjridsounyiapy
'ds pravsouvyiapy

“ds wngnopuwojofjnsacy
e3uof

9 BUIJ BIOPED WS SB[N[))

eposnbuus ermyny)

ouan[o, (6661) 10 72 IO

11U23UY20S DIZDSOUDYIIPN
(oneurerp wri ¢‘0 — £°0)
SepepuopaLIe

(661)

03050219 — OPRUILIEIUCO OJSJIMbE 9P 0JUoWIPas SOPEPIWAIIXS WO SO[IoRYg OI0I0SUOD) OUR[IX-0 ‘Ouanjo], JIED-0IQID) 7% SPIEMPH
BIUISOUEBJIW 3 BANBIUSULIY) SIOIIPUO))

opezIjoqeieu
[ewSuIo JeNqeHy BISO[OJIOJAl sowsTueSI0) 0J3U0qIBO0IPTH BIOURIJSY

YA 9p B1q0IoeUe OBdEpeIsop op SOpNISa SOLIBA WId SOPRAISSQO SOWSIUESIOINA (0 ¢ B[OqEL



57

(enunuoo)

€N “ds snouvozy
TIN TIN

sofloeg ‘OTIN ‘6N “LIN ‘9N Ouan|o} “Oua[rx-w
‘SN “PIN sueSeyur]
¢ "ds snouvozy
oIl
[8SSIp — OpEeuTIRIuod 0I3INby $000) ‘9L ‘pl ‘T susSeyury ousno], (L66T) ‘v 12 SS9
oo[oxjed op BLIEUGAI P SJUSN[JS OPURIEI} BOTE] - OJUSWIPIS (um o°¢ x wm (°1) so[eg 199 waSeyur] ouszuaq[iig (9661) ‘70 12 T1eg
(un o*¢-¢'T X Wl 0°[-6°0)
SO[10eq-0207) INAXW waSeyur ouan|o} ‘sous[Ix
(wri ¢z-6*T x wm ([) ouazuaqqidoxd
RO[IIER-00ED) INQd waSeyqur] ‘ouezuaqng
(wri ¢°7-¢°1 x um §°0-9°0)
SO[198Q-020)) INQg weSeyur] ousnjo) ‘ouszusqIig
(wmi 0°z-0°T x wri 8°0-9°0) (9661) 19PPIM % Snqey
300p enSe 3p Opo] SO[IBQ-030D) [NOJ woSequ] OUAN[OL  (BS661) IPPPIM % Shaed
(w §°Z-0°T x wnd §°[-6°0)
Sepepuopalre LT (S661) v 12 s19pUY
$03J05S9 op OjuSWIR]EI] 9P OBSE]SS 9P OpPOT] SOPEPIWAIIXS UIOD SO[IoRg DOUDUOLD DIINDY ] ousanjoL (S661) Syonyg 79 Hosarg
OpEUIWIEIUOD OBU O[OS 1Z-PL snoudynjor y ouanjo,
OLIEJIUES OLI3)E 3p O[0§ 61-PL snoydynjor 'y ousn[o],
[ELIISNPUI BAIR 9P O[OS SEIopED JeuLIO) L1-PL snoudnjo) "y ousn[o],
wsSeysodwo) B BIOUSpURl 6[-PL ‘L1-PL GT1-pL snoudinjo; 'y OUR[IX-W ‘OUSN[O],
os[onsd — OPEUTWEIU0O OYULIBW OJUSWIPIS ‘G1-PL ‘c-pL sueSeyury ¢-pL snoydnjor y ousnjo],
oe[o13ed — OpEUTWIEIUOD O[OS Z-PL snoudnjo) 'y ouanjoL, (L66T) ‘I 32 NOYZ
osjonad — opeurweuod ojog  (oyuswridwos op wri °Z-#°T) [-PL snondjnjor 'y ouan|o, (S661) Iv 12 NOYZ
09[0135d — opeurEIued 0IsyMbe ap OJUSUIPSS sofoeg $-10L snondnjor 'y ouenjo[, (b661) ‘v 12 SoLIg
opezijoqelet
[ewSuo 1eNqeH BISO[OJIOIA sowsstueSiQ 032UOQIBOOIPIE] BIOURISJSY

“(ogdenuuo)) XHLY op BIq0IoeuE OEdEpEeIsap op SOPN)SS SOLRA WIS SOPRAISSQO SOWSIUESIOIIA 0] € BRqEL



58

SNXOPLADA XDIOAOLID/
SUDIUIULID] XLIYIOIL)
oopo13d - opeurEINOD OIINby “dds 42700q025) eproanbuus eInymy) oudzueg (6661) 7 12 BSIBA-AoU00Y
(wmo*p-0°z X um ¢°0)  G1-SO sudonpaiyviou (0661) ueS1ou0 %9 A0[A0T
300 BNSE 3p OLI 9p OJUAUIPIS sofroeg 421904020 ouan[O]  (8861) sdmd % A9[A0T
(I11) 34 3p 0g3npal Jp $3eIpuo)
XHLE — OPEUTWEIUOD OI9)Inbe op [BLISje Wod eunjo) [ARILL weseyumy ousn[o ] (6661) SO0ISUINIA
(wr 07 = 0°T X WM 0°T - 9°0)
sopioeg [ SAxw waSeyur OURN|0} ‘OUS[TX-UI
(umi 0 - ¢°Z x wm 0°1- 8°0)
Tews op eNSE 9 NUS 03[0 WS OPUIDSAIO BPIoanbLILS BIMny) sofeg 1SAX0 waSeyury ouaN|o3 ‘OUS[IX-0
WNoIU0122 (0007) v 12 SIIM
WNLI2]o0qOINsa(] ousno ], (6661) 7o 12 SwueH
(wrrd ¢°1 — il 6°0)
BUI[OSES — OPBUTIEIu0D 0195Inby $0002 9P OIIUOpald OOT[JOULIS) OIOIOSUO)) Xd1Lg (L661) 10[4RL 22 USYD
(wr 0°¢-0° x wl LT-7°1) ouax-d
OEdBIAE 9P [9ANISNQUIOD — OPBRUILIEIUOD O[OS STBAO SE[N[)) [TOLYd WwoSequr]  ‘OUS[IX-0 ‘OuaNjo], (9661) v 12 1912
S (9661) 70 12 snqey
osfonad ap snbue] SO[198q-0207) eposnbuus BINN)  ‘OUS[IX-0 ‘OuSn[o] (¥661) v 12 1999y
(W 0°Z-7'1 X wm $°1-2°1) zloL (QS66T) 19PPIA 7 SNATY
039J]NS WO OYULIBW OJUSUIPS SIBAO SB[N3)) »21j0Nj0] PINIPQOLNsa(] ouayrx-d ‘ouanjo], (£661) 70 12 Snaey

BUI[OSES — OPEUIUIBIUOD OJUSUIPaS

(oxjewerp wn 7°0) sojuoure|r
SE[N[90 ()T B 7 SEIoped WeuLoj
(ur g°z x i £°7) soproeg

eprosnbLus BINIM)

SOUS[IX ‘ousn[o], (T661) 10 32 SpreMpy

0Jej[ns Ip OBINpal Ip SIVIIPU0))

03E[ 9P OJUSUIPAS [[ weSeyur|
OLI 3p OJUSWIPAS g0 usSeyury
(um g1 x wm ¢°p) sofoeg SOUOUIOA01YI(] ousN[o} ‘oUZUSY (1007) ‘7 12 $91B0D
opezijoqelew
[ewSLo 1eNqey BISO[OJIOIN sowstueSIQ 0185U0qQIBI0IPIH BIOURIAIY

“(oedenunuo))) XA Ld 9P LIqOISBUE OBSEPRISAP 9P SOPMISe SOLIBA WS SOPBAISSQO SOWISIURSIOINA (0] '€ B[eqeL



39

Solventes organicos, tais como BTEX, sdo toxicos aos organismos devido ao
acumulo nas células alterando a permeabilidade especifica da membrana celular, deixando
vazar macromoléculas tais como RNA, fosfolipidios ou proteinas; diminuindo o estado
energético da célula devido 4 inibigdo parcial da atividade da ATPase; afetando a fungéo das
proteinas presentes na membrana celular; e sua fluidez. Aumento na fluidez da membrana
celular resulta em mudangas na estabilidade, na estrutura e nas interagdes dentro da
membrana. Assim, uma vez nas membranas, afetard suas fungdes como barreira, manancial
de enzimas e transdutor de energia. Apesar dos solventes orgdnicos serem toxicos aos
organismos vivos devido ao aciimulo e rompimento da membrana celular, mais e mais
microrganismos tém sido encontrados sobreviventes e adaptados a essas condigdes adversas.
A combinagiio de diferentes mecanismos contribui para a tolerdncia ao solvente: alteragoes
nas composigdes das membranas citoplasmatica e externa, suprimindo os efeitos dos
solventes na estabilidade das membranas e limitando velocidades de difusdo através dela:
mudangas na velocidade de biosintese de fosfolipidios, acelerando processos de reparo;
transformagdes ou degradagdes de solventes e excregoes do solvente da célula (Isken &
Bont, 1998).

Bactérias desnitrificantes degradadoras de tolueno linhagem K172, T, S100 e 52
toleraram aproximadamente 92,1 mg/L de tolueno (Altenschmidt & Fuchs. 1991 e Schocher
et al., 1991). A linhagem T1 tolerou concentragdes tdo altas quanto 276,4 mg/L (Evans ef al.,
1991b) e a linhagem Tol-4 tolerou 49,7 mg/L. (Chee-Sanford ef al., 1996). Tolueno foi toxico
em concentragdes acima de 46,0 mg/L para Desulfobacula toluolica Tol-2 (Rabus ef al..
1993). Redutora de Fe (I11), cresceu em tolueno em concentragdes de 921,4 mg/L (Lovley &
Lonergan, 1990).

Em cons6rcio metanogénico, a completa degradagdo de compostos aromdticos pode
ser limitada pela inibigio da metanogénese exercida por esses compostos. Informagoes sobre
a manifestagiio de efeito toxico devem ser levantadas com a finalidade de avaliar se os
organismos degradadores primérios sdo inibidos, resultando em menos substrato disponivel
para metanogénese, ou se as arqueas metanogénicas sdo afetadas. Sierra-Alvarez & Leltinga
(1991) avaliaram o efeito da estrutura aromdtica na inibigdo da metanogénese acetoclastica
utilizando lodo granular metanogénico. O efeito inibitério na atividade das bactérias
metanogénicas acetocldsticas foi avaliado pelo ICsy e ICy, definidos como as concentragdes
de composto que causam inibigdes de 50 % ¢ de 80 % da atividade metanogénica,

respectivamente. A Tabela 3.11 apresenta esses valores para BTEX.
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Tabela 3.11: Concentragdes inibitérias (IC) de 50 % e 80 % de compostos aromaticos

observadas na metanogénese acetocldstica.

Composto ICs5 (mg/L) [Cgp (mg/L)
Benzeno 1477,1 1799,6
Tolueno 622,9 750,0
Etilbenzeno 525,5 599,8
o-xileno 449.0 534,0

Fonte: Sierra-Alvarez & Lettinga (1991)

Substituintes do anel foram considerados fatores importantes na determinagdo da
inibigio causada por compostos aromaticos. A toxicidade de benzenos monosubstituidos
aumentou na seguinte ordem: COOH < SO;H < H < OH < CH; < CHO < OCH; <Cl. Em
geral, a toxicidade de compostos arométicos aumentou com o aumento do nimero e o
comprimento de substituintes alquila, bem como com o aumento do nimero de dtomos de
cloro no composto aromitico. Essas relagdes entre toxicidade e estrutura ndo sdio exclusivas
de metanogénicas acetocldsticas, com resultados similares na literatura para ampla faixa de
organismos (Sierra-Alvarez & Lettinga, 1991). Battersby & Wilson (1989) estudando o
potencial de degradagio de 77 compostos quimicos em lodo de digestor anaerobio, sob
condigdes metanogénicas, observaram que substituintes hidroxila ou carboxila em nicleos
aromaticos facilitam a biodegradagio, enquanto grupos cloro e nitro tendem a ser inibitorios.

Spiith ef al. (1998) examinaram sitios de sorgdes de BTX em biofilme e encontraram
mais de 60 % nas substincias poliméricas extracelulares que sdo constituidas principalmente
de polissacarideos, proteinas, acidos urdnico e himico, DNA ¢ fragmentos celulares: o
restante foi sorvido na parede celular, membrana citoplasmdtica ou no citoplasma. Como
substancias poliméricas extracelulares podem ser vistas como um tipo de hidrogel (96 % —
98 % agua), o teor encontrado no biofilme foi surpreendente, devido ao carater lipofilico de
BTEX. Tais mecanismos de ligagiio podem ser devidos a partes apolares das proteinas ou
formagdo de dreas hidrofdbicas na presenga de polissacarideos. Por vérias razdes. maior
resisténcia a toxicos é encontrada em biofilmes quando comparados a células suspensas:
microrganismos imobilizados e suspensos apresentam diferengas fisiologicas: o aumento da
concentragio de nutrientes no biofilme ajuda os microrganismos a sobreviverem em
concentragdes maiores de compostos toxicos, € o efeito protetor da matriz extracelular,
atuando como barreira difusiva e reduzindo a concentragio de toxico no biofilme

(Cohen, 2001).
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3.9 Técnicas de enriquecimento para andlise de BTEX

Viérias técnicas de enriquecimento de compostos, baseadas em principios fisico-
quimicos, estdo disponiveis, entre elas, extragdes liquido-liquido e gds-liquido,
microextragdo na fase solida, extragfio por membrana, técnicas de destilagdo e injegdo direta
(Kuran & Sojak, 1996). Sempre que possivel, hd uma tendéncia de evitar-se extrag¢do com
solvente para amostras aquosas contendo compostos orgénicos voldteis. Assim, a técnica
preferida em grande parte da Europa é o headspace estdtico, enquanto “Purge and Trap”
domina nos Estados Unidos (Voice & Kolb, 1994),

Uma amostra de headspace &, em principio, uma amostra volatilizavel que esteve
previamente em contato com meio liquido ou sélido, do qual compostos volateis foram
liberados para a fase de vapor, para posterior anlise através de cromatografia (Kolb, 1999).
Como o procedimento da extragiio gasosa substitui a extragiio por solvente, evita problemas
com solventes ¢ interferentes em potencial. Compostos com até 40 dtomos de carbono
podem ser extraidos e analisados utilizando-se extragdo gasosa (Kurdn & Sojik, 1996). Dois
modos de extragio gasosa podem ser realizados: headspace estdtico, quando a amostra entra
em equilibrio com vapor, a uma temperatura definida ou headspace dindmico (geralmente
referido como “Purge and Trap”), quando ¢ feita usando gds inerte para retirar os
componentes volateis da amostra.

Essa técnica tem vérias vantagens: ndio ¢ muito cara, ndo requer instrumentagdo
complicada, pode ser automatizada e as sensibilidades para BTEX sdo aumentadas se
comparadas com técnicas de injegdio direta. Headspace estético, de menor sensibilidade que
headspace dinimico, ¢ adequado para andlises de amostras com teores maiores de voléteis,
tais como dguas residudrias (Kuran & Sojak, 1996).

Headspace estatico é o caso mais simples de andlise por headspace e consiste do
seguinte procedimento: a amostra, com volume V. e concentragio da substdncia analisada
C,°, ¢ colocada em um frasco de capacidade fixa, de volume V. O frasco ¢ fechado, lacrado e
aquecido a uma temperatura constante, até que se estabelega o equilibrio para a substdncia
entre as fases liquida e de vapor. No equilibrio, as concentrages no liquido e no vapor sdo
C, e Cg, respectivamente (C, < C.°). Desse modo, o headspace estatico pode ser considerado
como uma extra¢iio de um Gnico estdgio, que ocorre pela vaporizagio de solvente e solutos, a
partir de uma solugéo (loffe & Vitenberg, 1984).

A quantidade de substincia extraida da solugdo por meio da fase de vapor depende

da relagiio entre os volumes das fases e do valor do coeficiente de distribuigdo. O cocficiente
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de distribuigdo é definido como a razéo entre as concentragdes do composto na fase liquida ¢
fase gasosa.

Esse método ¢ adequado para substincias volateis, porém seu uso para andlise de
substancias instdveis termicamente ou facilmente oxiddveis deve ser cuidadosamente
considerado.

A sensibilidade da andlise pode ser aumentada diminuindo-se os valores dos
coeficientes de distribuigiio das substdncias analisadas, através do aumento de temperatura,
durante o estabelecimento do equilibrio, da redugio da solubilidade das substéncias
analisadas ou convertendo-as em compostos mais voldteis ¢ menos soltveis. A sensibilidade
da andlise também pode ser melhorada consideravelmente, aumentando-se o volume de
vapor introduzido na coluna cromatografica.

O fator limitante no aumento de temperatura é a complexidade experimental de
conduzir andlises a temperaturas acima de 80°C - 100°C. A detecgdo de substdncias
orginicas em solventes suficientemente voldteis (alcool, dcido acético, dimetilformamida),
em que um considerdvel aumento na temperatura durante o estabelecimento de equilibrio
seria indesejavel, pois poderia levar a um aumento acentuado para fase de vapor, da
concentragio do solvente, resultando em um pico largo no cromatograma, que poderia
sobrepor-se aos picos das substancias analisadas. Nesse caso, melhores resultados seriam
obtidos diluindo-se a solugdo em 4gua. Dessa forma, a sensibilidade de substincias menos
solliveis em dgua apresentariam um considerdvel aumento.

A sensibilidade da anélise aumenta com o decréscimo da solubilidade da substdncia
em 4gua. A introdugio de sais minerais na solugdo pode diminuir o coeficiente de
distribuigdo e também aumentar a sensibilidade da andlise.

Um método promissor de aumento da sensibilidade da andlise € a conversdo dos
compostos em derivados mais voldteis e menos soliveis. Esse método € aplicavel a
determinagio de compostos reativos, caracterizados por elevados coeficientes de
distribuigfio, incluindo 4cidos organicos e élcoois em solugdo aquosa. Por exemplo, dcidos
organicos reagindo com dimetilsulfato sdo convertidos a ésteres metilicos, diminuindo o
limite minimo detectavel.

Um problema peculiar do headspace estitico ¢ a pressdo interna no frasco, gerado
pela soma das pressdes parciais dos vapores dos constituintes volteis da amostra, do qual,
em geral, a umidade ¢ predominante.

A amostragem feita com seringa especial para gases, “gas tight”, seguida pela
introdugdo da amostra na cAmara de vaporizagio do cromatografo ¢ a mais simples e comum

(loffe & Vitenberg, 1984).
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Voice & Kolb (1994) apresentaram alguns resultados preliminares dos efeitos do
tempo e temperatura de equilibrio na anilise de headspace estdtico de varios compostos em
amostras aquosas, entre eles, benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno e p-xileno. As
temperaturas estudadas variaram entre 60°C a 90°C e os tempos de equilibrio variaram
de 10 minutos a 60 minutos. Menores tempos de equilibrio, por exemplo, 10 minutos, podem
ser um problema para grandes volumes de amostras, que poderiam ser remediados, por
agitagio. Pequenas perdas de cloreto de metileno foram observadas a 90°C, sugerindo que
temperaturas menores devem ser consideradas para compostos altamente voldteis ou
instaveis. A sensibilidade pode ser melhorada aumentando-se o volume da amostra e
adicionando-se sal para produzir o efeito “salting-out”. Porém a adigiio de sal reduz a
recuperagdo de amostras contendo elevados teores de carbono orgénico pois pode formar um
precipitado com materiais himicos, que constituir-se-4 em uma terceira fase no sistema,
competindo pelo composto e reduzindo as quantidades nas outras duas fases. Os autores
estudaram a recuperagio de compostos de diferentes matrizes, incluindo dgua destilada e
concluiram que € razodvel preparar amostras em matriz aquosa e esperar resultados acurados
para a maioria das diferentes solugdes.

Ketola et al. (1997) compararam as caracteristicas analiticas de trés métodos:
membrana de passagem/espectrometria de massas (MIMS), “Purge and Trap”/espectrometria
de massas (P&T) e headspace estatico/cromatografia gasosa (HSCG) de BTX em amostras
aquosas. Nas condigdes estudadas, os métodos MIMS e P&T apresentaram os menores
limites de detecgdio (0,10 pg/L por MIMS e 0,20 pg/L por P&T) porém com faixas
dinimicas lineares de 4 ordens de magnitude (0,10pg/L - 1000pg/L para benzeno.
0,30pg/L. - 1000pug/L para tolueno, 0,10pg/L — 5000 pg/L para xilenos) usando MIMS e
duas ordens de magnitude (0,20pg/L - 20 pg/L para benzeno e 0,2 - 15 pg/L para tolueno ¢
xilenos) usando o método P&T. O limite de detecgio por HSCG foi maior (3.0 pg/L para
tolueno, 4,0 pg/L para benzeno e xilenos) mas a faixa dindmica linear muito mais ampla
(3,0 pg/L — 380.000 pg/L para tolueno e 4,0 pg/L — 100.000 pg/L para benzeno e xilenos). A
raziio para isto é que os métodos MIMS e P&T permitem concentragdo dos compostos muito
efetivamente, por membrana ou “trap” adsorvente, respectivamente, etapa de concentragio
que nio acorre no HSCG e as concentragdes dos compostos detectados sdo determinados
pelos coeficientes da lei de Henry, na temperatura medida. A reprodutibilidade, como
coeficiente de variagdo, dos trés métodos foi da mesma ordem de magnitude, na faixa de 1 %
a 13 %.

Menéndez ef al. (2000) realizaram estudo comparativo de determinagdes de BTEX

em amostras aquosas utilizando trés técnicas de amostragem antes da detecgdo final por
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cromatografia gasosa. Headspace estatico (HS), microextragio em fase solida (SPME) e
headspace esttico / microextragdio na fase sélida combinados, (HS/SPME) usando fibra de
polidimetilsiloxano. Os pardmetros experimentais 6timos para andlises de headspace estatico
foram temperatura de extragio de 70°C, em 25 minutos e ndo foi adicionado cloreto de sodio
pois a saturagdio da amostra levou a resultados ligeiramente melhores para benzeno, mas nio
favoreceu os demais compostos. Os autores concluiram que as trés técnicas forneceram
resultados acurados com limites de detecgio na faixa de < ng/mL, contudo HS/SPME
alcangou limites de detecgio mais baixos com menor tempo de andlise, 0,6 ng/mL para
benzeno, 0,2 ng/mL para tolueno e 0,08 ng/mL para etilbenzeno e xilenos; SPME 1 ng/mL
para benzeno, 0,3 ng/mL para tolueno e 0,2 ng/mL para etilbenzeno e xilenos; HS 1 ng/mL

para benzeno e tolueno e 2 ng/mL para etilbenzeno e xilenos.

3.10 Consideracdes finais

A maior parte dos estudos conhecidos sobre degradagdo anaerdbia de BTEX refere-
se a trabalhos em microcosmos, colunas contendo material de aqiiifero ou culturas
enriquecidas como fonte de biomassa bem como estudos in sifu, visando a bioremediagdo
intrinseca. Estudos realizados em microcosmos diferem completamente dos realizados em
bioreatores devido as caracteristicas da biomassa suspensa, da transferéncia de massa e da
hidrodindmica do sistema, podendo levar a resultados completamente diferentes.

A literatura mostra escassez de dados sobre degradagdo anaerébia de BTEX em
bioreatores. Dessa forma, este trabalho pretende verificar a possibilidade de degradagdo
anaerébia de BTEX, utilizando-se reator de leito fixo com biomassa imobilizada
desenvolvido na EESC-USP, com potencial comprovado de degradagdo de compostos
considerados téxicos como pentaclorofenol (Damianovic, 1997), fenol (Bolafios, 2001) ¢

formaldeido (Oliveira, 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fases do experimento

O trabalho, realizado em reatores anaer¢bios horizontais de leito fixo (RAHLF), de
bancada, foi dividido em trés etapas:

Na primeira, foram avaliadas degradagdes de BTEX presentes em agua residuaria
sintética enriquecida. A influéncia da adigdo de nitrato ¢ sulfato, como aceptores de elétrons
na degradagdo anaerébia foi também avaliada. Dessa forma, trés reatores com 26.0 cm de
comprimento ¢ 2,6 cm de didmetro foram operados, sendo um reator alimentado somente
com agua residudria sintética e BTEX (reator controle - condigdes fermentativa e
metanogénica) ¢ as alimentagdes dos outros dois reatores foram diferenciadas pela adigdo de
nitrato ou sulfato. Apés adigio de BTEX, esta etapa foi dividida em duas fases, a primeira,
utilizando etanol como co-solvente e a segunda, utilizando detergente comercial.

A segunda etapa consistiu na operagdo de dois reatores em escala maior (100 cm de
comprimento ¢ 5,04 cm de didmetro), sob condigoes fermentativa e metanogénica.
utilizando-se dgua residudria sintética e solugfio etandlica de BTEX em um reator ¢ agua
residudria sintética ¢ solugdo de BTEX em detergente comercial em outro. O objetivo desta
etapa foi obter pardmetros cinéticos de degradagio de BTEX.

Na terceira etapa, o reator alimentado com dgua residudria sintética e solugio
etandlica de BTEX, da segunda etapa, foi operado com adigdo de BTEX solubilizado em
etanol como dnicas fontes de carbono para o consorcio fermentativo metanogénico. O
objetivo desta etapa foi enquadrar o trabalho na drea de bioremediagdo.

A Figura 4.1 apresenta o fluxograma das etapas do experimento.
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12 ETAPA j
FASE DE ADAPTACAO FASE DE ADAPTACAO FASE DE ADAPTACAO
. Reator controle Reator com adi¢do de nitrato Reator com adi¢do de sulfato
Agua residuéria sintética Agua residuaria sintética + Agua residuaria sintética +
NaN03 NazSO.;
TDH=5,0h TDH=5,0h TDH=5,0h
1* FASE 1* FASE 1* FASE

Reator controle
Agua residuaria sintética +

Reator com adigdo de nitrato
Agua residuaria sintética +

Reator com adigdo de sulfato
Agua residuaria sintética +

solugdo de BTEX em etanol NaNQO; + solugdo de BTEX Na,S0; + solugdo de BTEX
em etanol em etanol
TDH=13,5h TDH=13,5h TDH=13,5h
2* FASE 2* FASE 2* FASE

Reator controle
Agua residuéria sintética +
solugido de BTEX em
detergente comercial
TDH=135he5,3h

Reator com adigdo de nitrato
Agua residuaria sintética +
NaNO; + solugdo de BTEX
em detergente comercial
TDH=135he5,3h

Reator com adigéo de sulfato
Agua residuaria sintética +
Na,S0, + solugdo de BTEX
em detergente comercial
TDH=13,5he53h

2 ETAPA i
FASE DE ADAPTACAO FASE DE ADAPTACAO
- Reator 1 s Reator 2
Agua residuaria sintética Agua residuaria sintética
TDH=11,4h TDH=11,4h
) Reator 1 : Reator 2
Agua residuaria sintética + solugdo de Agua residuaria sintética + solugdo de
BTEX em etanol BTEX em detergente comercial
TDH=11,4h TDH=11,4h
3* ETAPA |
Reator 1
Solugdo de BTEX em etanol
TDH=11,4h

Figura 4.1: Fluxograma das etapas do experimento.
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4.2 Descri¢io dos Reatores Anaerébios Horizontais de Leito Fixo (RAHLI)

Na 17 etapa, os ensaios foram realizados em trés reatores anaerébios horizontais de
leito fixo (RAHLF), de bancada, com 26,0 cm de comprimento ¢ 2,6 cm de didmetro (L/D
10) e volume total de 138,0 mL. O leito apresentou 40 % de porosidade, resultando em
volume liquido de 55,2 mL.

Nas etapas seguintes, os ensaios foram realizados em dois RAHLF, de bancada,
confeccionados em vidro boro silicato, com 100 ¢cm de comprimento e 5,04 cm de didmetro
(L/D 20), volume total de 1995,0 mL e volume liquido de 798,0 mL. Bolsa de gas contendo
gds nitrogénio acoplada ao reservatério de afluente foi utilizada para evitar contato da agua
residuaria com o ambiente. A captagéio do gds gerado foi feita na parte superior, com uma
mangueira acoplada externamente, ao longo do comprimento do reator. Amostradores
intermediarios ao longo do comprimento do reator foram alocados em posigdes
correspondentes a L/D de 4, 8, 12 e 16.

A Figura 4.2 apresenta o esquema da instalagdio experimental, incluindo o RAHLF.
Todos os ensaios foram realizados dentro de uma cdmara termocontrolada, a 30°C + 1°C.

Os reatores foram alimentados através de bomba peristéltica marca Ismatec, modelo

IPC-N-4-V2-03, ligada a “no-break”.

Figura 4.2: Esquema de reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) em escala de
bancada. (1) Reservatério de afluente, (2) Bolsa de gas N,, (3) Bomba peristaltica,
(4) Reator, (5) Saida de gas.

4.3 Suporte e imobiliza¢do do lodo anaerdbio
Como material de recheio dos reatores, foi utilizada espuma de poliuretano, com

densidade de 23 Kg/m3 e 95 % de porosidade, na forma de cubos com 5 mm de lado, cedida

pela EDMIL Industria e Comércio Ltda.
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A biomassa foi obtida a partir de partes iguais de lodos provenientes de reatores
anaerdbios tratando Aguas residudrias: de abatedouro de aves, de indistria de reciclagem de
papel e de esgotos sanitarios gerados nas cidades de Sdo Carlos e de Piracicaba. As matrizes
de espuma foram impregnadas com mistura dos lodos macerados (sélidos totais voldteis de
25 g/L) e deixadas em repouso por 24 horas, de acordo com metodologia estabelecida por

Zaiat et al. (1994).
4.4 Composigiio da dgua residudria sintética

A composigio basica da 4gua residudria sintética utilizada nas 1% e 2° etapas estd
apresentada na Tabela 4.1. Essa composig#o, responsavel por demanda quimica de oxigénio

de aproximadamente 500 mg/L, foi desenvolvida por Torres (1992).

Tabela 4.1: Composigio da dgua residudria sintética utilizada nas 1* e 2% etapas.

Constituinte Concentragio
Proteinas Extrato de carne 208 mg/L
Carboidratos Sacarose 36 mg/L
Amido comercial® 112 mg/L
Celulose 41 mg/L
Lipidios Oleo de soja” 0,056 mL/L
Sais minerais Cloreto de sodio (NaCl) 50 g/L
Cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0) 1,4 g/L
Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) 0,9 g/L
Bicarbonato de sodio 200 mg/L

* dissolvido por fervura, até solugdo ficar incolor.
® emulsionado em 3 gotas de detergente.

Foram utilizados dois tipos de extrato de carne ao longo do trabalho: concentrado ¢
liofilizado. Aliquotas de solugdo estoque de extrato concentrado foram mantidas congeladas
para a preparagio didria do meio. Os sais minerais foram mantidos em solugdo estoque. Oleo
de soja s6 foi utilizado na fase de adaptagio, antes da adigdo de BTEX.

Na terceira etapa, foi utilizado substrato composto de sais minerais, de acordo com

Del Nery (1987), apresentado na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Composigdo da dgua residudria sintética utilizada na 3° etapa.

Composto Concentragio apés diluigdo (mg/L)
Sulfato de niquel 0,5
Sulfato ferroso 2,5
Cloreto férrico 0,25
Cloreto de calcio 23,5
Cloreto de cobalto 0,04
Oxido de selénio 0,035
Fosfato de potdssio monobasico 42,5
Fosfato de potéssio dibasico 10,85
Fosfato de sodio dibasico 16,7
Bicarbonato de sddio 1000,0
Uréia 62,5

A dgua residudria sintética, utilizada nessa etapa, foi preparada pela dilui¢do de duas
solugdes concentradas, uma contendo sulfatos, cloretos e 6xido de selénio e outra, fosfatos.
Aliquotas retiradas das solugles estoque foram adicionadas em dgua ndo destilada.
Bicarbonato de sédio e uréia foram adicionados na forma sélida.

As concentragdes de BTEX variaram de 1,5 mg/L a 20,0 mg/L de cada composto e
suas solubilidades no substrato foram melhoradas, através de etanol ou detergente comercial.

A solugio estoque de BTEX em etanol na concentragiio de 20 g/L. de cada composto
foi mantida em freezer. Aliquotas dessa solugdo foram adicionadas em tubo de 10 mL com
fechamento hermético, contendo pequeno volume de dgua residudria sintética. A solugdo foi
agitada por 2 minutos em agitador de tubos vortex e entdo transferida para reservatério de
afluente contendo agua residuaria sintética preparada, seguida de vigorosa agitagio.

A solugdo preparada pela mistura de volumes iguais de: benzeno, tolueno,
etilbenzeno, o-xileno, m-xileno e p-xileno também foi mantida em freezer. Aliquotas da
solugio de BTEX eram adicionadas em tubo de 10 mL, com fechamento hermético,
contendo 0,80 mL/L (0,70 g/L) de detergente comercial liquido para lava-lougas da marca
Ypé clear. A solugfio foi agitada por 1 minuto em agitador de tubos vortex. Agua residudria
sintética foi adicionada preenchendo quase completamente o tubo sendo agitado por mais |
minuto. Em seguida a solugdo foi transferida para reservatorio de afluente contendo o
restante da dgua residudria sintética, seguida de vigorosa agitagdo.

A agua residuaria sintética foi preparada diariamente, utilizando-se agua de torneira.
4.5 Determinacdes analiticas durante a operacio dos reatores

Na Tabela 4.3 sdo apresentados os pardmetros avaliados durante o periodo de

operagio dos reatores, a freqiiéncia das amostragens e os métodos utilizados. Foram
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coletadas amostras afluente e efluente do reator, além dos pontos intermedidrios para
avaliagiio do desempenho do tratamento ao longo do reator.

As andlises de demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrato, nitrito, sulfato, solidos
totais (ST) e sélidos totais volateis (STV) foram realizadas de acordo com métodos descritos
em Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (1995). Foram analisadas
demanda quimica de oxigénio em amostras brutas (DQOy) e filtradas (DQOy) em membrana

com poros de 1,2 pm.

Tabela 4.3: Freqiiéncia e métodos analiticos dos parametros analisados.

Parimetro Local de coleta Freqiiéncia na semana  Método Analitico
DQO Afluente e efluente 2 a 3 vezes Espectrofotométrico
Alcalinidade Afluente e efluente 2 vezes Titulométrico
pH Afluente e efluente 2 a 3 vezes Potenciométrico
Temperatura Termdmetro da camara Diaria
Nitrato Afluente e efluente 2 vezes Espectrofotométrico
Nitrito Afluente e efluente 2 vezes Espectrofotométrico
Sulfato Afluente e efluente 2 vezes Espectrofotométrico
Composigiio do biogas Mangueira de captagio 2 a 3 vezes Cromatografico
Acidos volateis Efluente Varidvel* Titulométrico
Cromatografico
BTEX Afluente e efluente 2 a 3 vezes Cromatografico

*diaria, durante a sobrecarga organica.

4.5.1 Acidos voliteis por cromatografia gasosa

A determinagiio cromatogrifica de 4cidos voldteis foi realizada com metodologia
desenvolvida no Laboratério de Processos Biologicos da Escola de Engenharia de Sao
Carlos — Universidade de Sdo Paulo (Moraes ef al., 2000), utilizando-se dcido croténico
como padrio interno em meio 4cido (acido sulfiirico) e extragdo com éter dietilico.

A andlise cromatografica foi realizada nas seguintes condigoes:

Cromatografo a gas: HP 6890
Coluna capilar: HP INNOWAX - 30 m (didmetro interno 0,25 mm e espessura de filme
0,25 pm)
Temperatura do injetor: 250°C
Temperatura do detector: 300°C
Programagiio de temperatura da coluna:
Temperatura inicial: 100°C (3 min)
Taxa de aquecimento: 5°C / min

Temperatura final: 180°C (5 min)
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Razdo de split: 20

H, para alimentar a chama: 30 mL/min
Vaziio do ar sintético: 300 mL/min

Vaziio do gés de make up (N,): 33 mL/min
Detector: ionizagdo de chama

Volume de amostra: 1,0 pL
4.5.2 Alcalinidade e Acidos voldteis por titulometria

As andlises de alcalinidade (AB) foram feitas segundo metodologia descrita por
Ripley et al. (1986). A amostra filtrada em membrana com poros de 1,2 pm foi titulada com
solugiio padronizada de 4cido sulfirico até pH 5,75 (alcalinidade parcial devido ao
bicarbonato) e pH 4,3 (alcalinidade intermedidria devido aos 4cidos volateis).

Acidos voldteis totais (AVT), como 4cido acético (Hac), foram analisados de acordo
com metodologia proposta por Dillalo & Albertson (1961). Apds realizar anilise de
alcalinidade, o pH da amostra de 4,3 foi abaixado até 3,3 com acido sulfiirico. A amostra foi
fervida por 3 minutos para remover acido carbonico como CO; (interferente) ¢ entdo titulada,
com solugdio padronizada de hidréxido de sédio, de pH 4,0 até 7,0. As seguintes reagoes
descrevem as etapas envolvidas. O principal cation considerado foi o aménio.

o Titulagdo do pH original até 4,3 (alcalinidade total)
2 NH4HCO; + H,SO4 — (NH4),S04 + H,O + HyCO; (bicarbonato)
2 CH,;COONH, + H,S04 — (NH4);SO4 + 2 CH;COOH (4cidos volateis)

e Fervura por 3 minutos em pH 3,3 (remover é4cido carbdnico)

HgCOJ — CO, + H;,O

e Titulagio do pH 4,0 até 7,0
(NH,),SO, + 2 CH;COOH + 2 NaOH — 2 CH;COONH, + Na,SO, + 2 H,0

4.5.3 Composigio do biogas

A composigio do biogds foi determinada em cromatografo a gds, marca Gow-Mac
série 150, acoplado a integrador HP 3396 série II. A coluna utilizada foi Porapak-Q
(comprimento de 2 metros e didmetro interno de % — 80 a 100 mesh), detector de

condutividade térmica. O gés de arraste utilizado foi hidrogénio super seco (White Martins).
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As condigdes de operagio do aparelho foram: vazio do gés de arraste | mL/s, temperatura

do detector, coluna e injetor 55°C, corrente 150 mA, volume de injegdo 500,0 pL.

4.5.4 BTEX por cromatografia gasosa

Para determinagdo das concentragdes de BTEX, em amostras ambientais, foi
adaptada e validada metodologia por cromatografia gasosa utilizando a técnica de
enriquecimento por “headspace” estatico, que consiste na andlise da fase de vapor em
equilibrio com a amostra liquida. A informag#o quimica contida na fase de vapor ¢ usada
para determinar a natureza e a composigdo da fase condensada com a qual estd em equilibrio
dinAmico. Desse modo, o “headspace” estdtico pode ser considerado como uma extragdo
através de um tnico estdgio, que ocorre pela vaporizagdo da substincia analisada a partir de
uma solugio (Gobato, 1995).

A andlise cromatografica foi realizada nas seguintes condigdes:

Cromatdgrafo a gas: HP 6890

Coluna capilar: HP1-30 m (didmetro interno 0,53 mm e espessura de filme 2,65 pm)
Temperatura do injetor: 250°C

Temperatura do detector: 300°C

Programagiio de temperatura da coluna:

Temperatura inicial: 70°C (3 min)

Taxa de aquecimento: 4°C / min

Temperatura final: 110°C (3 min)

Raziio de split: 40

H, para alimentar a chama: 30 mL/min
Vaziio do ar sintético: 300 mL/min

Vaziio do gis de make up (N,): 30,8 mL/min
Detector: ionizagdo de chama

Volume de amostra: 300,0 pL

Substiincias e solventes

Foram utilizadas as seguintes substéncias:
Benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno e p-xileno, grau P.A. — Merck.
Foram utilizados como solventes: metanol (grau P.A. — Merck) e lauril éter sulfato

de sédio (grau técnico). Metanol foi utilizado na preparagdo de solugio intermedidria dos
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padrées nas curvas de baixas concentragSes e nos testes de recuperago. Lauril éter sulfato

de sddio foi utilizado para solubilizar BTEX em meio aquoso.
Verificagio dos tempos de retengio dos compostos

Inicialmente foram injetados, no cromatdgrafo, o headspace de frascos contendo,
cada um dos compostos usados, para determinar-se seus tempos de retengdo. A Tabela 4.4

apresenta os tempos de retengdo aproximados.

Tabela 4.4: Tempos de retengfio aproximados dos BTEX.

Composto Tempo de retengiio (minutos)
Benzeno 3,6
Tolueno 5.8
Etilbenzeno 8,7
(m+p)-xileno 9,0
o-xileno 9.7

Os isémeros m-xileno e p-xileno ndo foram separados na coluna cromatografica
utilizada. A Tabela 4.5 apresenta resultados de anlises de solugdes individuais de m-xileno
e p-xileno e solugdo (m+p)-xilenos, nas concentragdes de 10 mg/L de cada composto, em
dgua residuaria sintética, utilizando-se detergente comercial como solubilizador e

clorobenzeno como padrio interno.

Tabela 4.5: Resultados cromatograficos com solugdes de m-xileno e de p-xileno e com

solugiio de m-xileno e p-xileno, na concentragio de 10 mg/L.

Solugdo Tempo de retengdo Area do Area do padrio Fator de resposta
(minutos) composto interno
m-xileno 9,0 75447 119903 0,6292
p-xileno 9,0 101902 193908 0,5255
(m+p)-xileno 9,0 337125 278706 1,2096

Fator de resposta = area do composto / area do padréo interno.

Como o fator de resposta foi o dobro na solugdo de (m+p)-xileno que nas solugdes
de m-xileno ¢ de p-xileno, as curvas analiticas foram elaboradas considerando-se o dobro da

concentragido em cada ponto.
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Escolha do padréio interno

Dentre os varios procedimentos utilizados para quantificagdo em cromatografia,
optou-se pela padronizagdo interna, que consiste em adicionar-se quantidades idénticas ¢
conhecidas de uma substdncia escolhida em padrdes e amostras, a serem analisados, ¢
relacionar as 4reas cromatograficas dos compostos com a do padréo interno. A substincia
usada como padrio interno deve ser similar & substincia a ser quantificada (concentragdo e
tempo de retengéio proximos), ser inerte, ndo fazer parte da amostra e, quando injetada na
coluna cromatogréfica, apresentar pico perfeitamente distinto das demais substincias
presentes na amostra.

O método consiste na preparagio de solugdes padrdo, as quais adiciona-se uma
quantidade conhecida de padrio interno. Apds andlise dessas solugdes, constréi-se um
grafico (curva de calibragdo), relacionando a razdo de dreas (4rea do composto a ser
quantificado / drea do padrdo interno) com a concentragdo do composto. A amostra também
¢ analisada apos adigio da mesma quantidade de padrdo interno. Através da razdo de dreas
obtidas do cromatograma obtém-se a concentragdo da substidncia na amostra com a equagio
da curva.

Este método ¢ extremamente til, especialmente pelo fato de ser menos sensivel a
erros de injegdio, variagdes instrumentais (temperatura da coluna. fluxo de géas de arraste) e
tamanho da amostra (Collins ef al., 1997).

Foram testadas varias substancias na tentativa de encontrar-se uma substdncia com
tempo de retengdo em torno de 7,0 minutos (média dos tempos de retengdo dos compostos)
para ser usada como padriio interno. Da mesma forma, foram injetados headspace dos
frascos contendo essas substancias puras. A Tabela 4.6 apresenta as substancias testadas e

seus respectivos tempos de retengiio na coluna cromatografica.

Tabela 4.6: Tempo de retengdo de vérias substincias para escolha do padrio interno.

Substéincia Tempo de retengdo (min) Substéincia Tempo de retengdo (min)
Acido n-butirico 5,7 Alcool iso-propilico 2,0
Acido capréico 12,6 Clorobenzeno 8,1
Acido propiénico 2,0 Fenol 12,3
Acido valérico 8,3 Monoclorofenol 13.1

A partir dos resultados obtidos optou-se pela escolha de clorobenzeno como padrio
interno, com tempo de retengdo de 8,1 minutos. Foi preparada solugdo de clorobenzeno (grau

pesticida — Merck) em metanol, na concentragao de 200 pg/mL.
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Efeito do tempo de aquecimento

O tempo de aquecimento da amostra, para extragdo gasosa por headspace estético de

BTEX, foi determinado aquecendo a amostra em banho de 4gua a 100°C, de 5 a 30 minutos.

Influéncia da forga idnica

A adi¢io de compostos idnicos soliveis em amostras tem sido usada em muitos
trabalhos para alterar o coeficiente de partigio, aumentar a quantidade do composto na fase
de vapor e, conseqiientemente, a sensibilidade da andlise. Na analise de BTEX foram

testadas amostras puras ¢ contendo cloreto de sddio ou sulfato de sddio.

Técnica de enriquecimento por headspace estitico e cromatografia gasosa

Em frascos de antibidtico de 17,0 mL, adicionou-se padrdes e solugdo de
clorobenzeno (usado como padrio interno). Imediatamente, os frascos eram tampados com
tampas de butil ¢ lacrados com aluminio. As tampas de butil eram novas e usadas uma tnica
vez. Entdo o frasco era aquecido em banho de dgua em ebuligdo, durante 15 minutos. Foram
realizadas analises em dois conjuntos de padrdes, que permitiram as quantificagdes de BTEX
na entrada e na saida dos reatores. Para padrdes mais diluidos, foram utilizados 10,0 mL de
amostra e 40,0 pL de solugio de clorobenzeno e para padrdes mais concentrados, 2,0 mL de
amostra e 200,0 pL de solugdo de clorobenzeno. Os volumes dos frascos de antibiotico
foram padronizados através da adigdo de diferentes massas de pérolas de vidro. Massas dos
frascos vazios e cheios com agua destilada foram medidas para determinar-se o volume de
cada um. As diferengas entre eles foram anuladas pela adigéo de pérolas de vidro.

Através da técnica de headspace estatico, a introdugdo direta da fase de vapor no
cromatégrafo pode ser realizada por varios métodos. A transferéncia mais simples e utilizada
neste trabalho foi realizada com uma seringa especial para gases (“gas tight”) seguida pela
introdugdio da amostra vaporizada na cAmara de vaporizagdo do cromatdgrafo. A temperatura
da seringa deve ser igual ou maior do que a do vapor, caso contrario o solvente pode
condensar-se e provocar perdas dos compostos. Aliquotas de 300.0 pL da fase vaporizada
foram injetadas no cromatégrafo através de seringa de 1000,0 pL, “gas-tight”, aquecida em

estufa a 100°C, por 15 minutos.
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Levantamento de grificos de calibragio, determinagdes de limites de deteccdo e

reprodutibilidade

Foram estudadas duas faixas de concentragdes: 5,0 pg/L a 1000,0 pg/L, em
triplicata, 1,0 mg/L a 40 mg/L, em sextuplicata. Calibragdes foram realizadas a cada 15 dias,
com os pontos em duplicata. A preparagdo de solugdes padrdo de BTEX de 1,0 mg/L a
40,0 mg/L, foi iniciada em tubos de 10 mL com fechamento hermético, adicionando-se
aliquotas de solugiio de BTEX em pequeno volume de dgua residudria sintética, 10 gotas de
lauril éter sulfato de sédio, e agitando-se por 2 minutos em agitador de tubos vortex. A
solugdo foi transferida para baldo volumétrico € o volume completado com dgua residudria
sintética. Para concentragdes de 5,0 pg/L a 1000,0 pg/L aliquotas de solugio de BTEX em
metanol foram diluidas com agua residudria sintética e 3 gotas de lauril éter sulfato de sédio,
agitando-se por 1 minuto, segundo o procedimento descrito anteriormente.

Foi utilizado lauril éter sulfato de sédio para garantir solubilizagdo completa.
Inicialmente, foram testados detergente comercial e extran Merck mas foram descartados por
conterem benzeno, detectado em testes cromatograficos.

Anilise de regressdo linear por minimos quadrados foi utilizada para obtengdo das

equagdes das retas:
y=mx+b 4.1)

Nessa expressdo: y é a razdo entre as dreas cromatograficas do composto ¢ do padrio

interno, x ¢ a concentragdo de BTEX, m é a inclinagdo e b ¢ a intersego.
O limite de detecgio foi primeiramente estabelecido através de diluigdes

progressivas de solugdo de BTEX, em triplicata. Depois de construidas as curvas analiticas,

o limite de detecgdo (LD), para cada composto, foi calculado de acordo com a expressdo 4.2.

LD :w (4.2)
m

Nessa expressdo: SE, € o erro padréo do intercepto (F ustinoni ef al., 1999).

A reprodutibilidade das andlises foi avaliada pelo coeficiente de variagdo (C.V.),

definido como o quociente entre desvio-padrio e média, expresso em porcentagem. E um
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parimetro vantajoso por caracterizar a dispersdo dos dados em termos relativos a seu valor
médio; assim, uma pequena dispersdo absoluta pode, na verdade, ser consideravel, quando
comparada com a ordem de grandeza dos valores da varidvel, e vice-versa (Costa Neto,
1977). A reprodutibilidade das analises foi estimada por réplicas (seis para cada
concentragiio) de amostras contendo BTEX nas concentragdes de 5,0 mg/L, 10,0 mg/L,
20,0 mg/L, 30,0 mg/L e 40,0 mg/L de cada substancia.

Teste de recuperagies de BTEX da dgua residudria sintética

Para estimar-se a eficiéncia da extragiio, a inje¢do direta da amostra liquida no
cromatégrafo ndo foi possivel, pois o volume injetado de 300,0 uL de amostra vaporizada
excedeu o volume utilizado de 1,0 pL para amostra liquida. Desse modo, foi considerado
como referéncia a técnica, baseada no trabalho de Corréa e Pedroso (1997) para
quantificagio de etanol em urina utilizando headspace estdtico, cuja recuperagio foi
verificada por comparagio de amostras de urina contendo etanol com amostras aquosas de
etanol. Para concentrages de 25,0 pg/L a 1000,0 pg/L, aliquotas da solugdo de BTEX em
metanol foram colocadas em 10,0 mL de &gua destilada, obtendo-se as concentragées
desejadas, em duplicata. Para concentragdes de 5,0 mg/L a 40,0 mg/L, foram preparadas
solugdes padrdes de BTEX em metanol, dez vezes mais concentradas. Nos frascos usados
para preparagiio da amostra para andlise foram adicionados 0,2 mL da solugdo de BTEX em
metanol e completado o volume de amostra com 1,8 mL de dgua destilada, em triplicata.

As recuperagdes de BTEX em amostras de agua residudria foram calculadas para
diferentes concentragdes, comparando-se os fatores de resposta dessas anilises com os
obtidos nas andlises de solugiio aquosa de BTEX. Um valor de recuperagio de 100 % foi

atribuido a solugdes aquosas.

4.6 Partida e operacfio dos reatores

Nos trés reatores utilizados na 1? etapa, primeiramente, adaptou-se a biomassa & dgua
residudria sintética (Tabela 4.1), com tempo de detengdo hidraulica (TDH) de 5,0 horas, com
0 objetivo de promover-se adesio e desenvolvimento adequado do biofilme no suporte. Apos
10 dias de operagio, os pardmetros analisados no efluente apresentaram valores
estabilizados, caracterizando a partida dos sistemas. Nos cinco meses posteriores, nitrato fol
adicionado em um reator e sulfato em outro com relagdes DQO / NO'y e DQO / SO, iguais

a 5. O TDH foi aumentado para aproximadamente 13,5 horas e solugdo de BTEX foi
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adicionada ao substrato sintético. Na 1° fase, os reatores foram operados por 75 dias,
recebendo solugdo etandlica de BTEX. Na 2? fase, cuja duragéio foi de 72 dias, etanol foi
substituido por detergente comercial. Durante essa fase, o TDH foi ajustado em 5,3 horas, a
fim de verificar-se os limites do sistema. As relagdes DQO / NO3 e DQO / SO, foram
sempre mantidas em 5. As condigdes experimentais foram alteradas, somente apos os
reatores apresentarem condigdes estdveis, indicando que os sistemas haviam atingindo o
estado de equilibrio dinimico aparente, nas condigdes impostas.

Na 2% etapa, apds inoculagéo dos reatores, a biomassa presente foi adaptada a agua
residudria sintética (Tabela 4.1), com TDH de aproximadamente 11,4 horas. Da mesma
forma, apos 10 dias do inicio da operagéio, os sistemas atingiram o estado de equilibrio
dindmico aparente. Os reatores foram operados por aproximadamente um més, nessas
condigdes, para obtengdio dos perfis de DQO e écidos volateis. Durante dois meses, a
alimentagdo de um dos reatores passou a ser acrescida de solugdo etanodlica de BTEX,
enquanto a do outro, com solugdo aquosa de detergente comercial e BTEX.

Na 3? etapa do trabalho, cuja duragdo foi de aproximadamente 20 dias, a solugio

etandlica de BTEX foi, entdo, complementada com meio apresentado na Tabela 4.2.

4.7 Exames microbiolégicos do lodo

Amostras do lodo coletadas ao final de cada etapa, retiradas do suporte através de
compressdes foram examinadas ao microscopio para avaliagdo da biomassa.

Foram realizados exames por microscopia dtica comum, de contraste de fase ¢ de
fluorescéncia, empregando-se microscopio Olympus modelo BH-2 (objetiva 100, ocular 10,
zoom 1,25).

Para microscopia eletrdnica de varredura, a biomassa aderida no suporte foi deixada
por 12 horas em tampdo fosfato (0,1M, pH 7,3), fixada com glutaraldeido e desidratada em
concentragdes crescentes de etanol em 4gua. As amostras foram secas com
hexametildisilazane ¢ examinadas com microscopio eletronico de varredura Zeiss DSM-960
(Nation, 1983 e Varesche et al., 1997).

As amostras eram observadas sob microscopia, procurando-se percorrer o maior

nimero de campos possiveis observando a predomindncia do tipo morfolégico no campo.
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4.8 Avaliagio quantitativa de bactérias anaerdbias e arqueas metanogénicas nos

reatores

Na 1? etapa foi utilizado o método do nimero mais provavel (NMP) adaptado de
Vazoller (1995), para estimar-se o nimero de microrganismos presentes apos a fase de
adaptagiio ¢ ao final da operagdo dos reatores.

Em frasco de antibidtico contendo 3 cubos de espuma impregnados de lodo, 10 mL
de substrato e 5 g de pérolas de vidro, o sistema foi submetido a fluxo de nitrogénio livre de
oxigénio (coluna de cobre aquecida) por 3 minutos e agitagdo manual por 20 minutos para
desprendimento da biomassa do suporte. Aliquotas de 1,0 mL foram transferidas para frascos
de antibictico lacrados e autoclavados contendo 9,0 mL de dgua residudria sintética. A partir
dessa primeira diluigio (10), foi realizada a segunda, e assim sucessivamente, até 107,
sendo cada conjunto de diluigdo realizado em quintuplicata. As diluigdes foram feitas sob
condigdes assépticas e utilizando-se seringa de insulina de 1,0 mL, renovada a cada frasco
inoculado. Os frascos foram mantidos a 30°C + 1°C e a leitura realizada apds 30 dias. A
quantificagio de organismos anaerdbios foi realizada através de turbidez e de arqueas
metanogénicas, através da produgio de metano. Foram realizados também exames
microscopicos de material colhido nas diluigdes. Para a determinagdo do valor do NMP foi

utilizada a tabela de MAN, com limite de confianga de 95 %.
4.9 Avaliagiio da adsorgiio de BTEX no meio suporte e no lodo imobilizado

Testes de adsorgio de BTEX no suporte foram realizados com a finalidade de
verificar-se se a adsorgio de BTEX no suporte poderia ser responsdvel por sua remogdo da
4gua residuaria. Metodologia adaptada de Enkiri ef al. (1995) foi utilizada para avaliar a
capacidade de adsorgio de BTEX na espuma de poliuretano e no lodo imobilizado.

Cubos de espuma contendo lodo foram retirados dos reatores durante a 1" etapa do
trabalho e secos em estufa por 21 horas, a 55,2°C. Em seguida. a biomassa foi inativada em
radiagdo UV por 2 horas, como sugerido por Bolaiios (2001).

Em frascos de antibidtico de 39 mL foram testados 0,133 g de espuma limpa
(40 cubos de 5 mm de lado) e 0,284 g de espuma contendo biomassa imobilizada (40 cubos).
Adicionou-se 5,0 mL de agua destilada, com varias compressdes e descompressoes com
bastio de vidro até que o ar retido nos cubos fosse removido. A dgua residudria sintética
(Tabela 4.1, sem éleo de soja) contendo aproximadamente 25,0 mg/L. de cada BTEX,

solubilizados através de lauril éter sulfato de sodio, foi adicionada nos frascos até enché-los
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completamente, para que ndo ocorressem perdas por volatilizagdo de BTEX durante o
ensaio. Os frascos receberam tampas de teflon e foram lacrados, em duplicata. Testes em
branco foram feitos com 5,0 mL de agua destilada e dgua residudria sintética.

Os frascos foram mantidos a 30°C e agitados em shaker a 50 rpm. A adsorgdo foi
determinada por andlises cromatograficas de BTEX no meio liquido em conjuntos de frascos
retirados do shaker em intervalos de tempo regulares, até alcangar o equilibrio. A cada ponto
amostrado, foi feita anélise de um branco para verificar se perdas bidticas poderiam estar
ocorrendo. Expressdes hiperbolicas foram ajustadas aos perfis de adsorg¢do dindmicos,
através de regressdio ndo linear, usando o método de Levenberg-Marquardt, pelo aplicativo

Microcal Origin 5.0%:

S ] L 4.3)
‘ T+t

Nessa expressio, Fy, é a capacidade de adsorciio e representa a quantidade de composto

adsorvido na particula (M.L” composto / M particula), t é o tempo (T). O pardmetro F ™

indica o valor mdximo de Fg, e T representa o tempo necessirio para adsorver metade da

quantidade maxima.
4.10 Cinéticas de degradagdes de BTEX

As cinéticas de degradagdes de BTEX foram avaliadas nas 2% e 3" ctapas, através de
perfis de concentragdes de BTEX ao longo do reator, apds estabilidade do processo, para
cada uma das concentragdes de BTEX aplicadas.

Primeiramente, as coletas de amostras para o teste cinético, feitas ao longo do reator.
foram realizadas na seqiiéncia: ponto de saida (L/D 20), amostradores intermedidrios
(L/D 16, 12, 8, 4) e ponto de entrada (L/D 0).

Para amostragem dos pontos intermedidarios do reator foi, também, utilizada
metodologia desenvolvida por Oliveira (2001) eliminando-se possiveis amostras nao
representativas. Apos coleta normal do efluente, foram descartados cerca de 30 mL de
liquido em cada ponto intermedidrio, do final para o inicio do reator, secando-se o liquido
em torno dos amostradores. Apos aproximadamente 1,5 horas. ocorria o reinicio do
gotejamento do efluente. Novamente, coletava-se amostra, dessa vez. para analise.
aguardando entre cada coleta, o reinicio do gotejamento do efluente, que durava cerca de

|5 minutos. As coletas foram feitas através de agulha longa especial, evitando a abertura dos
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pontos de amostragem do reator. Foram realizadas andlises cromatogrdficas de BTEX e de

acidos volateis.

Através de analise de regressdio niio linear exponencial foi ajustado modelo cinético

aparente de primeira ordem, com residual, usando o método de Levenberg-Marquardt, pelo

aplicativo Microcal Origin 5.0°.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise de BTEX por headspace estitico / cromatografia gasosa

Inicialmente, foram testadas as condigdes de extragdo gasosa por headspace estético
de BTEX em amostras aquosas. Os parimetros experimentais analisados foram tempo de
aquecimento ¢ influéncia da adi¢do de sal. Estabelecidas as condigdes de analise, foram
levantadas as curvas de calibragdo, os limites de detecgdo, a reprodutibilidade do método ¢ a

eficiéncia da extragio.

5.1.1 Efeito do tempo de aquecimento

As darcas dos picos cromatograficos dos compostos (A) em relagdo a area do padrdo
interno (A;) no headspace de solugiio de BTEX em dgua residudria sintética, em relagiio ao
tempo de aquecimento, sdo apresentadas na Figura 5.1. Pela andlise da Figura 5.1, observa-
se que o periodo de 15 minutos de aquecimento de solugdes em banho de dgua em ebuligiio,
escolhido para este trabalho, contempla o estabelecimento do equilibrio dindmico entre as

fases liquida e de vapor.
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5.1.2 Influéncia da for¢a idnica

A adigéio de compostos ibnicos soliveis em amostras tem sido usada para aumentar a

sensibilidade da anélise. A Figura 5.2 apresenta a influéncia de cloreto de sédio e de sulfato

de sédio no fator de resposta (relagdo entre a drea do pico cromatografico do composto ¢ a

area do padrdo interno) apds 15 minutos de aquecimento em banho de dgua a 100°C. Como

nas amostras puras o fator de resposta foi maior, optou-se por nio adicionar sal.
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Figura 5.2: Efeito da influéncia de sal na determinagdo de BTEX em headspace de amostras
aquosas por cromatografia gasosa (20 mg/L de cada BTEX). A € a 4rea do pico

cromatogréfico do composto € A; € a drea do padréo interno.

5.1.3 Separagiio cromatografica

A Figura 5.3 mostra os cromatogramas de padrdes das duas curvas de calibragéo.

benzeno
tolueno ’
2. 834
etilbenzeno
(m+p)-xilenos clorokzcn_zcno
s o:xileno (padrdo interno)
(@)

ITOR "
(b)
Figura 5.3: Cromatograma dos padrdes. (a) 5,0 pg/L e (b) 10,0 mg/L de cada BTEX.
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5.1.4 Curvas de calibragiio, limite de detecgiio e reprodutibilidade

As Figuras 5.4 e 5.5 apresentam um dos conjuntos de equagdes obtidas das curvas de

calibragiio relativas as respostas do método para as substincias analisadas e os respectivos

valores do coeficiente de correlagiio. As curvas foram lineares para todos os compostos na

faixa de concentragio de 5,0 pg/L a 40,0 mg/L, com coeficientes de correlagdo maiores que
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Pelo método de diluigdes progressivas, o limite de detecgdo foi de 5,0 pg/L. para

todos os compostos. Os limites de detecgdo obtidos pela equagdo 4.2 siio apresentados na

Tabela 5.1. Para o célculo, foram consideradas as faixas de concentragdo de 0 a 1000,0 pg/L

para benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno ¢ 0 a 2000,0 pg/L para (m+p)-xilenos. Esses

valores foram maiores que os obtidos por diluigdes progressivas e foram considerados como

o limite de detecgéio do método.
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Tabela 5.1: Sumdrio dos dados de regresséo linear para o célculo do limite de detecgdo para

faixa de concentragdo de 0 a 2000,0 pg/L ¢ limite de detecgdo.

Benzeno Tolueno Etilbenzeno  (m+p)-xilenos o-xileno
Pariimetros da regressiio linear
m+SE;’ 0,0035 + 0,0024 + 0,0016 + 0,0015 + 0,0014 +
3,9597.10°  2,0765.10°  2,2905.10°  2,2090.10°  2,2748.10°
b+ SEy -0,0097 + 0,0125 + 0,0174 + 0,0189 + 0,0107 +
0,01535 0,00805 0,00888 0,01713 0,00882
R’ 0,9996 0,9997 0,9993 0,9992 0,9991
Limite de detecgiio
LD (pg/L) 10 15 27 47 26

*inclinagio e erro padrio.
> intercepto e erro padrio.

A Tabela 5.2 apresenta os resultados dos ensaios de reprodutibilidade de amostras de

solugiio de BTEX na dgua residuaria sintética na faixa de concentragdo de cada composto de
1,0 mg/L a 40,0 mg/L.

Tabela 5.2: Reprodutibilidade ,como coeficiente de variagdo, de amostras de solugio de

BTEX em agua residudria sintética, para diferentes concentragdes.

C.V. (%)
Concentragio (mg/L) 1,0 5,0 10,0 20,0 30,0 40,0
Benzeno 13,79 9,74 4,84 13,16 5,10 5,14
Tolueno 7,73 4,95 1,45 6,21 1,91 3,01
Etilbenzeno 13,67 2,31 2,01 2.12 0,75 2.53
o-xileno 3,82 3,45 2,14 1,92 1,09 2,49
Concentragdo (mg/L.) 2,0 10,0 20,0 40,0 60,0 80,0
(m+p)-xilenos 3,94 3,06 2.32 2,28 0,81 2,46

O coeficiente de variagiio para os compostos, das andlises de amostras realizadas em
réplicas (seis para cada concentragdo), resultou na faixa de 0,75 % a 9,74 %, mostrando que
o método € reprodutivel (C.V. menor que 10,00%). Para duas concentragdes de benzeno e
uma de etilbenzeno, o coeficiente de variagdo foi em torno de 13,00 %. Isso foi atribuido a
erro experimental, pois somente uma andlise, das réplicas de 1.0 mg/L. para benzeno ¢

etilbenzeno e 20,0 mg/L para benzeno, apresentou valor discrepante e nio foi descartada.
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Os valores da eficiéncia do método de extragdo para diferentes concentragdes de

BTEX sdo mostrados nas Tabelas 5.3 e 5.4.

Tabela 5.3: Eficiéncia da extragdio calculada comparando-se a anilise do padrdo em dgua

residudria sintética com solugdo do padrdo em metanol em dgua destilada, para

concentragdes entre 25,07 pg/L a 1000,0 pg/L.

Eficiéncia (%)
Concentragfo (ug/L) 25,07 50,0 100,0 300,0 500,0 1000,0
Benzeno 101,79 74,78 81,02 68,87 70,18 66,94
Tolueno 110,13 78,20 87,22 84,96 78,18 66,00
Etilbenzeno 92,55 83,98 93,88 98,51 85,65 68,60
o-xileno 111,49 81,27 91,62 106,62 89,22 73,23
Concentragio (ug/L) 50,14 100,0 200,0 600,0 1000,0 2000,0
(m+p)-xilenos 98,35 87,24 95,29 102,42 87,18 69,46

Tabela 5.4: Eficiéncia da extrag¢do calculada comparando-se a analise do padrdo em dgua

residudria sintética com solugdo do padrdo em metanol em dgua destilada, para

concentragdes entre 1,0 mg/L a 40,0 mg/L.

Eficiéncia (%)
Concentragéo (mg/L) 1,0 5,0 10,0 20,0 30,0 40,0
Benzeno 60,73 70,94 87,67 83,81 84,71 88,77
Tolueno 67,78 74,71 87,34 86,71 90,74 96,04
Etilbenzeno 80,14 81,62 89,63 88,59 84,51 92,00
o-Xileno 80,38 86,65 93,15 90,74 87,45 90,71
Concentragiio (mg/L) 2,0 10,0 20,0 40,0 60,0 80,0
(m+p)-xilenos 78,81 83,65 90,92 89,31 85,37 92,13

Os valores de recuperagfio encontrados para faixa de concentragio de BTEX de

25,07 pg/L a 40,0 mg/L foram considerados satisfatérios, mostrando concorddncia com as

eficiéncias de métodos de extragio aceitas internacionalmente de 70 % a 120 %

(Veningerova et al., 1997). Embora porcentagens de recuperagdo proximas a 100 % sejam

desejadas, admitem-se valores menores, entre 50 % e 60 %, desde que a recuperagido seja

precisa e exata (Cass, 2001). Valores superiores a 100 % podem ser obtidos, pois a

recuperagdo foi verificada por comparagio dos fatores de resposta (relagdo entre a drea do

pico cromatografico do composto e a drea do padrdo interno) das amostras de solugio de

BTEX em dgua residuéria sintética com amostras aquosas de BTEX (menor solubilidade).

Um valor de recuperagio de 100 % foi atribuido a solugdes aquosas de BTEX.
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5.2 Primeira etapa experimental

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na primeira etapa do
trabalho, que consistiu na avaliagdo da degradagdo de BTEX presente em dgua residudria
sintética enriquecida. A influéncia da adigio de nitrato e de sulfato, como aceptores de
elétrons na degradagdo anaerdbia foi também avaliada. Dessa forma, trés reatores foram
operados simultaneamente: reator controle operado sob condigdes fermentativa e
metanogénica, reator com adi¢do de nitrato e reator com adigdo de sulfato. Apos adigdo de
BTEX, esta etapa foi dividida em duas fases, a primeira, utilizando etanol como co-solvente

e a segunda, utilizando detergente comercial.

5.2.1 Reator controle

Inicialmente, o reator foi operado com tempo de detengdo hidraulica (TDH) de
5,0 horas, alimentado com substrato sintético contendo proteina, carboidratos e lipidios,
promovendo adesdio e desenvolvimento adequado do biofilme no suporte. Apos 10 dias do
inicio da operagio do reator, os pardmetros analisados no efluente apresentaram valores
estdveis, tendo sido considerada encerrada a etapa de partida do sistema. O reator foi
operado nessas condigdes por 6 meses. A Tabela 5.5 apresenta os valores médios dos
parimetros fisico-quimicos da dgua residuaria sintética afluente ¢ do efluente ao reator dos

6 meses de operagiio, apos atingir o equilibrio dindmico aparente.

Tabela 5.5: Parimetros fisico-quimicos da dgua residudria sintética afluente ¢ efluente

durante a fase de adaptagiio do reator controle.

Parametros Afluente Efluente

Média Minimo Maximo Média Minimo Midiximo
DQOy, (mg/L) 492+ 77 289 582 95+ 18 58 133
DQOy (mg/L) 394 + 92 149 488 73+ 12 55 108
AB (mg CaCOy/L) 119 + 31 64 162 174 + 37 104 214
AVT (mgHac/L) 47 + 11 25 75 18 +4 8 23
pH 6.6 7,7 7.5 8.2

O TDH foi aumentado para aproximadamente 13.5 horas; a fonte de lipidios foi
retirada e foi adicionada solugiio de BTEX ao substrato sintético. Na 1? fase. o reator foi
operado com etanol como co-solvente por 75 dias. Inicialmente. foi adicionada solugdo
etandlica de BTEX com concentragdes em torno de 1,5 mg/L de cada composto (1 sub-

fase). A concentragio de BTEX foi aumentada em torno de 6.0 mg/L de cada composto
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(2* sub-fase) pois a solubilidade dos compostos na fase aquosa foi aumentada, melhorando-
se a forma e a intensidade de agitagdo, bem como aumentando-se o tempo de agitagdo da
solugdo de BTEX na 4gua residudria. A Tabela 5.6 apresenta os valores dos pardmetros
fisico-quimicos da 4gua residudria sintética afluente e do efluente ao reator apds atingir o

equilibrio dindmico aparente.

Tabela 5.6: Parametros fisico-quimicos da agua residudria sintética afluente e efluente ao

reator controle durante a 12 fase de operagdo com etanol como co-solvente.

Parametros Afluente Efluente

Média Minimo Maximo  Média Minimo Maximo
12 Sub-fase
Benzeno (mg/L) 1,7+ 1,1 0,1 3,6 <LD - -
Tolueno (mg/L) 1,8 + 1,0 0,1 3,1 <LD - -
Etilbenzeno (mg/L) 1,7+ 1,0 0,1 2,5 <LD - -
(m+p)-xilenos (mg/L) 2,9 + 1,7 0,1 4,8 - - -
o-xileno (mg/L) 1,4 +0,9 0,1 2,6 - - -
DQO,, (mg/L) 612 +98 487 775 67+ 10 61 86
AB (mg CaCO4y/L) 113+ 17 96 136 155+ 2 153 158
AVT (mgHac/L) 57+ 10 46 70 20 + 1 19 22
pH 7,1 7,2 7,8 8,0
22 Sub-fase
Benzeno (mg/L) 9,7+3,2 53 13,0 <LD - -
Tolueno (mg/L) 7,1+ 1,3 5,9 9,0 <LD - -
Etilbenzeno (mg/L) 5,3 +0,7 4,6 6,3 <LD - -
(m+p)-xilenos (mg/L) 9,9+ 1,4 8,7 12,0 - - -
o-xileno (mg/L.) 5,6+ 1,0 4,7 7,0 - - -
DQO, (mg/L) 1968 + 407 1025 2494 131 +21 104 158
pH 7,1 8,6 49 8.7

LD é o limite de detecgio.

Nessa fase, a concentragiio de benzeno, de tolueno e de etilbenzeno no efluente foi
menor que 0,1 mg/L e ndo foram detectados isdmeros do xileno ao longo de todo o
experimento. O limite de detecgdio foi considerado igual a 0,1 mg/L, pois ainda nio havia
sido feito curva de calibragdo para concentragdes menores.

Apesar de quase completa degradagéio anaerdbia ter sido obtida, durante essa fase, o
principal problema operacional foi decorrente da carga de choque organica imposta ao reator
no 34° dia de operagiio, quando a concentragdo de etanol foi aumentada de 170 mg/L. para
848 mg/L. A concentragiio de BTEX e etanol foi aumentada com a finalidade de aumentar a
concentragdo de BTEX na fase aquosa, que elevou a DQO, média afluente de 612 + 98 mg/L
(12 sub-fase) para 1968 + 407 mg/L (2° sub-fase). O reator foi prontamente afetado pelo
efeito da carga orginica com queda do pH no efluente para 4,9, como conseqiiéncia do

elevado aciimulo de 4cidos volateis, atingindo concentragdes maximas de 1036 mg/L de
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4cido acético, 32 mg/L de 4cido propidnico, 27 mg/L de 4cido butirico, 11 mg/L. de acido
iso-butirico e 15 mg/L de 4cido iso-valérico. A fim de melhorar as condigdes de
tamponamento, foi adicionado bicarbonato de sédio (3,0 g/L) ao substrato sintético para
corregiio do pH, ap6s o 3° dia do aumento na concentragdo de DQOy (37° dia de operagdo),
quando foi observada queda do pH. Apés o 20° dia do aumento na concentragio de DQO,
(54° dia de operagdo), o acimulo de 4cidos volateis caiu e no 30° dia (64° dia de operagéo) o
sistema recuperou seu desempenho inicial, mesmo na condigfo de concentragio de DQO,
afluente elevada. Bicarbonato de sédio foi retirado gradualmente do substrato sintético até
voltar & concentragéo inicial. A DQO efluente caiu para 131 + 21 mg/L ¢ o pH aumentou
para 8,2. A Figura 5.6 apresenta os dados de concentragéo dos dcidos volateis e DQO,

efluente durante a carga de choque orgénica.
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Na 2° fase, etanol foi substituido por detergente comercial, que aumentou a
dissolugio de BTEX, resultando em concentragdes afluentes maiores que as obtidas na
12 fase. A Tabela 5.7 apresenta os valores dos pardmetros fisico-quimicos da agua residudria

sintética afluente.




Tabela 5.7: Parametros fisico-quimicos da agua residuaria sintética afluente ao reator

controle da 2 fase de operagio com detergente comercial como co-solvente.

Parametros Afluente
Meédia Minimo Maximo

Benzeno (mg/L) 11.8+54 3,6 27,0
Tolueno (mg/L) 8,7+4,6 3,5 22,3
Etilbenzeno (mg/L) 70+4,5 1,3 19,3
(m+p)-xilenos (mg/L) 14,3 + 8,7 2,6 37,1
o-xileno (mg/L) 8,0+406 1,9 20,5
DQO, (mg/L) 797 + 54 719 911
AB (mg CaCOs/L) 97 +40 49 173
AVT (mgHac/L) 64 + 16 45 86
pH 6,5 7,6
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Apds 19 dias de operagdo com TDH de 13,5 horas, o reator atingiu condigdes

estaveis e os valores

médios

dos

parametros monitorados no efluente foram:

concentragio de BTEX menor que 0,3 mgBTEX/L, DQO, de 161 + 4 mg/L, AB em tomo de
192 mg CaCO/L, AVT em tomo de 27 mg Hac/L e pH variando de 7,7 a 8,0.

O reator foi, entio, operado por 53 dias com TDH ajustado em 5,3 horas, a fim de

verificar-se os limites do sistema. Nessa condigio, a DQO, efluente aumentou para
242 + 29 mg/L. e AB para 205 + 9 mg CaCOy/L. A concentragdo de AVT permaneceu em
23 + 2 mg Hac/L, com 11 + 8 mg/L de acido acéticoe 5 +3 mg/L de acido propi6nico. O pH
variou de 7,6 a 8,0. A concentragdo de BTEX aumentou em relagio a fase de operagdo com
TDH de 13,5 horas, com concentragdes médias de 136 pg benzeno/L, 110 pg tolueno/L,
160 pg etilbenzeno/L, 140 pg (m+p)-xilenos/L e 48 pg o-xileno/L. A Figura 5.7 apresenta os
resultados obtidos durante a operagdo do RAHLF com TDH de 5,3 horas.
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Figura 5.7: Concentragdes de BTEX afluente e efluente ao reator controle com

TDH de 5,3 horas na presenga de detergente comercial.
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Ao final do periodo de operagdio, a concentragdo de solidos totais (ST) e solidos
totais volateis (STV) nas matrizes de poliuretano foram 0,82 g/g espuma e 0,46 g/g espuma,

respectivamente.
Morfologias dos organismos presentes no biofilme

A Tabela 5.8 ¢ a Figura 5.8 mostram as morfologias observadas no biofilme
amostradas no primeiro (PSR) e tltimo (USR) segmento do reator. As amostras de biomassa

foram colctadas do biofilme através de compressdes do suporte com pinga.

Tabela 5.8: Morfologias microbianas em amostras ao final de cada fase

de operagdo do reator controle.

Morfologias Fase de Primeira Segunda
adaptagio fase fase

PSR USR PSR* USR PSR USR

Dominio Bactéria

Cocos (1,5 = 1,7 pm de diametro) ++  +++ - +++ + -
Cocos em cadeia + + - + - :
Coco-bacilos 5 . . 4+ 4+ At
Bacilos em pares . + - 4+t
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - e - 2 .
Bacilos retos e = = S =
Filamentos finos ++ - + 4+ o+
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) ~ +++  + + +
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) ++ + + + +++ ++
Dominio Archaca

Bacilos fluorescentes ++  ++ e ++ < +
Methanosaeta sp. +++ 4+ - + -+ +
Methanosarcina sp. - e 5 ++ + +
Cistos ++ - ++ - + -

PSR — primeiro segmento do reator, USR — tiltimo segmento do reator.

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

*Analise microbiologica da biomassa esbranquigada suspensa formada na entrada do reator
durante operagdo com etanol.

No inéculo proveniente de diferentes origens foi observado o predominio de bacilos,
cocos, cocos em tetrades, filamentos e vibrios. Entre as arqueas metanogénicas, foram
visualizadas principalmente bacilos fluorescentes e Methanosaeta sp.. Os tipos morfologicos
observados, ao longo do experimento, estavam presentes no inoculo e cresceram no biofilme
de acordo com o favorecimento de suas capacidades metabolicas. Dessa forma, o processo

de adaptagio dos diferentes organismos ocorreu durante todo o tempo de ensaio.
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Figura 5.8: Fotomicrografias em contraste de fase de bactérias e arqueas metanogéncias

presentes no biofilme do reator controle. (a) vibrios, fase de adaptagéo. (b) arqueas
metanogénicas semelhantes a Methanosaeta, fase de adaptagdo (c) bacilos com pontuagdes
nas extremidades, primeira fase. (d) arqueas metanogénicas semelhantes a Methanosarcina,

primeira fase. (¢) cocos, primeira fase. (f) coco-bacilos, primeira fase.
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Na presenga de etanol na 1* fase, houve a formagdo de biomassa esbranquigada
suspensa no primeiro segmento do reator, onde cresceram bacilos relacionados,
provavelmente, & etapa de fermentagio. Cocos, coco-bacilos e arqueas metanogénicas
cresceram  preferencialmente no biofilme. Arqueas acetoclasticas semelhantes a
Methanosarcina sp. foram favorecidas pela presenga de acetato, em relagdo a
Methanosaeta  sp. e  bacilos fluorescentes hidrogenotréficos. A presenga de
Methanosarcina sp. nesta fase foi devido a elevada concentragdo de acetato, em torno de
750 mg/L, proveniente da carga de choque orgdnica. Em geral, o mesmo consorcio
enriquecido ativo foi observado apds a suplementagio com BTEX.

Na 2* fase experimental, a metanogénese foi provavelmente inibida pelo detergente
comercial que contém o principio ativo benzeno sulfonato de alquila (BSA). Essa hipotese
foi confirmada pelas dilui¢des seriadas no método do nimero mais provavel (NMP). O
metano ndo foi detectado nos frascos e a quantificagdo celular foi realizada através da
visualizagio de organismos por microscopia de contraste de fase e de fluorescéncia.
Wagener & Schink (1987) observaram que o BSA ndo foi mineralizado sob condigdes
anaerdbias, ocorrendo acimulo de acetato e inibigio da metanogénese acetoclastica.
Segundo os autores, a metanogénese hidrogenotrofica foi também inibida e os anaerébios
homoacetogénicos passaram a controlar a degradagdo. Neste trabalho, nos ensaios de NMP,
foram observados bacilos fluorescentes, relacionados com as arqueas hidrogenotréficas até a
diluigiio de 10 (Tabela 5.11). No entanto, niio foi possivel detectar a produgio de metano
nos frascos. Sabe-se que a metanogénese acetoclatica é responsdvel por aproximadamente
72 % do metano produzido durante a digestdo anaerébia enquanto a metanogénese
hidrogenotréfica corresponde a 28 % (Speece, 1996). No entanto, essa relagdo € vilida para
residuos com proteinas, carboidratos e lipidios e ndo se aplica para metanol, metilaminas ¢
grupos metila presentes em aromaticos. O predominio de coco-bacilos. bacilos ¢ vibrios
semelhantes a redutoras de sulfato foi também observado ao longo do reator.

A quantificagdo celular mostrou que a concentragio de bactérias anaerobias foi
mantida no biofilme durante a fase de adaptagfio e no primeiro segmento do reator durante a
segunda fase (2,4x10%rganismos/mL). Foi observado o decréscimo de biomassa no tltimo
segmento do reator ao final do experimento (6,1x10%rganismos/mL). O decréscimo de
arqueas metanogénicas foi significante quando comparado a biomassa total. Esses
organismos representaram menos que 0,5 % dos organismos anaerébios totais no biofilme no
reator (Tabela 5.9).

A concentragio de organismos nas amostras do (ltimo segmento do reator.

apresentou decréscimo de 97 % de bactérias anaerdbias. Provavelmente, o método do NMP
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que utilizou dgua residudria sintética afluente ndo correspondeu a dindmica no reator nesse
ponto, pois a relagdo matéria orginica / biomassa utilizada nas diluigdes foi maior que a
existente no sistema. Nesse trecho, havia a presenga de comunidade microbiana
provavelmente com metabolismo nutricional direcionado para utilizagio de compostos
orginicos menores, localizados numa segunda ou terceira etapa da cadeia tréfica alimentar.
Contudo, o método do NMP pode ser considerado, pois Boldnos (2001) e Oliveira (2001)
tratando fenol e formaldeido, respectivamente, em RAHLF, observaram, através de estudos
cinéticos que a degradagdio do substrato ocorria significativamente na primeira metade do
reator, sendo minima apdés a metade do reator, confirmando a maior concentragio de
organismos no primeiro segmento do reator.

Apesar da concentragio de organismos ter decrescido ao longo da fase experimental,

o biofilme ofereceu condigdes para os microrganismos sobreviverem em condigdes indspitas

no reator.
Tabela 5.9: NMP durante o periodo de operagio do reator controle.
Concentragio Final da fase de adaptagiio Final de segunda fase
(NMP organismos/mL) PSR USR PSR USR
Bactérias anacrobias 2,4x10° 2,4x10° 2,4x10° 6,1x10°
Arqueas metanogénicas 1,3x10° 1,1x10° 2,4x10" 9,5x10°

PSR — primeiro segmento do reator, USR — (ltimo segmento do reator.

As Tabelas 5.10 e 5.11 apresentam as morfologias microbianas observadas em
amostras de NMP ao final da fase de adaptagio e da segunda fase. As analises de
microscopia de contraste de fase e fluorescéncia mostraram, de modo geral, a presenga dos
mesmos tipos morfolégicos salientados anteriormente, destacando-se a presenga de bacilos.
vibrios ¢ bacilos fluorescentes.

Na auséncia de aceptores de elétrons, varias espécies de bactérias redutoras de
sulfato (BRS) siio capazes de crescer pela fermentagio ou acetogénese de piruvato, lactato e
etanol. Desulfovibrio sp. que ndo fermentam lactato ou etanol podem crescer com estes
compostos, na auséncia de sulfato, em co-culturas com arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas (bacilos fluorescentes). Nessas associagdes sintroficas, BRS atuam como
bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio e arqueas metanogénicas hidrogenotréficas

utilizam o hidrogénio proveniente da reagio (Widdel, 1988).



Tabela 5.10: Morfologias microbianas observadas no NMP

na fase de adaptagdo do reator controle.
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Morfologias o' 10° 10° 10° 10° 107 10°
Primeiro segmento do reator
Dominio Bactéria
Bacilos com pontuagdes nas extremidades N A = + - -
Bacilos retos ++ 4+t A
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) ++  ++ . + + + -
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) ++  ++ 4+ 44+ 4+ 4+ -
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes +++ ++  ++ ++ H+ + .
Methanosaeta sp. +H+ - . 5 - ”
Methanosarcina sp. - + - - - - -
Ultimo segmento do reator

Dominio Bactéria
Cocos (1,5 — 1,7 pm de didmetro) +H+ - - - - -
Bacilos com pontuagdes nas extremidades S5 o R L G - T
Bacilos retos ++ - . . .
Filamentos finos ++H+ 4+ - - - -
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) +++ ++ +++ - + - +
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento)  +  ++  +++ +4+ 4+ 444+ 444
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes +H o+ . . s
Methanosaeta sp. ++ 4+ . . - - -

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

Tabela 5.11: Morfologias microbianas observadas no NMP na 2? fase do reator controle.

Morfologias ot 10° 100 100 107 10”
Primeiro segmento do reator
Dominio Bactéria
Cocos (1,5 — 1,7 pm de didmetro) - +++ ++ = = E
Bacilos com pontuagdes nas extremidades +++ § . « .
Bacilos retos e S AR A
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 um de comprimento) - + o - -
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) +++ +++ 4+ 444+ 44 .
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes ++ 4+ - - -
Methanosarcina sp. il - - - - -
Morfologias 1ot 1070 107 100 10° 107
['Jltimtg_gmento do reator
Dominio Bactéria
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - - - - ++
Bacilos retos +++ ++ e+t -
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 um de comprimento) - - +Ht . + -
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 um de comprimento) +++ +++ +++ - - -
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes ++ ++ et . - -

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.
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Ao final da operagiio, foi observada grande quantidade de precipitado no biofilme,
em cuja composi¢do predominava ferro e enxofre, que também foi encontrado nos reatores
operados com nitrato e sulfato. A Figura 5.9 apresenta o precipitado observado em
microscopia eletronica de varredura e submetido & andlise por raio-X através do EDX

(Energy Dispersive X-ray Spectrometer).
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Figura 5.9: Precipitado composto de ferro e enxofre observado por microscopia eletronica de
varredura ao final do experimento e espectro de energia realizado por EDX mostrando os

elementos constituintes da amostra.
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5.2.2 Reator com adi¢do de nitrato

A biomassa imobilizada foi adaptada a dgua residudria sintética (Tabela 4.1) com
tempo de deten¢do hidraulica (TDH) de 5,0 horas, por 30 dias. Nitrato de sddio foi
adicionado a agua residudria sintética na relagdo DQO / NOjy igual a 5, por cinco meses. A
Tabela 5.12 apresenta os valores dos pardmetros fisico-quimicos da dgua residudria sintética

afluente e efluente ao reator apos adigéo de nitrato.

Tabela 5.12: Pardmetros fisico-quimicos da dgua residudria sintética afluente e efluente

durante a fase de adaptagéio do reator com adigdo de nitrato.

Pardmetros Afluente Efluente
Média Minimo Maximo Média Minimo Maéximo

DQO, (mg/L) 501 + 157 221 940 92+ 15 57 133
DQO; (mg/L) 370 + 98 134 497 73+13 51 110
AB (mmg CaCOy/L.) 159 + 42 90 267 244 + 21 189 275
AVT (mgHac/L) 42 + 15 19 74 18 +4 9 25
Nitrato (mgN-NO,7/L) 24+5 13 32 6+1 3 8
Nitrito (mgN-NO,/L) 6+2 | 10
pH 6,1 8.4 7,0 8.4

A remocgio de DQO, foi em torno de 82 % e a desnitrificagdo ndo foi completa
(concentragiio de nitrato afluente de 24 + 5 mgN-NO;/L) permanecendo, no efluente, a
concentragio média de 6 + | mgN-NO;/L e formando nitrito na concentragiio média de
6 + 2 mgN-NO, /L.

O TDH foi aumentado para aproximadamente 13,5 horas, a fonte de lipidios foi
retirada e solugdio de BTEX foi adicionada ao substrato sintético. Na |* fase, o reator foi
operado com etanol como co-solvente por 75 dias. Inicialmente, foi adicionada solugio
etandlica de BTEX com concentragdes em torno de 1,5 mg/L de cada composto (1* sub-
fase). A concentragio de BTEX foi aumentada em torno de 5.0 mg/L. de cada composto
(2* sub-fase). A Tabela 5.13 apresenta os valores dos parimetros fisico-quimicos da dgua
residudria sintética afluente e do efluente ao reator apds atingir o equilibrio dinimico

aparente.
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Tabela 5.13: Pardmetros fisico-quimicos da dgua residudria sintética afluente ¢ efluente ao

reator com adigfo de nitrato durante a 1* fase de operago com etanol como co-solvente.

Parametros Afluente Efluente

Média Minimo Maéximo  Média Minimo Maximo
1* Sub-fase
Benzeno (mg/L) 1,4 +0,6 0,1 2,2 <LD - -
Tolueno (mg/L) 1,6 +0,6 0,1 2,1 <LD - -
Etilbenzeno (mg/L) 1,6 + 0,6 0,7 2,3 <LD - -
(m+p)-xilenos (mg/L) 2,6 + 1,2 0,1 3.5 - - =
o-xileno (mg/L) 1,4+0,3 0,7 1,7 - - -
DQO,, (mg/L) 590 + 155 516 866 81 +17 66 114
AB (mg CaCOy/L) 205+ 32 177 236 224 +17 216 230
AVT (mgHac/L) 45+9 34 54 21 +2 18 22
Nitrato (mgN-NO;/L) 30+ 11 21 42 6 3 8
Nitrito (mgN-NO, /L) 3+3 6 12
pH 7,4 7,6 7,1 8,0
2% Sub-fase
Benzeno (mg/L) 6,7+ 1,6 4,4 8,3 <LD - -
Tolueno (mg/L) 49+0,9 3.8 6,0 <LD - -
Etilbenzeno (mg/L) 3,7+ 1,1 2,3 5,2 <LD - -
(m+p)-xilenos (mg/L) 7,2+ 1,8 4,9 9,3 - - -
o-xileno (mg/L) 42+0,9 2,9 5,2 - - -
DQO, (mg/L) 1827 +383 1020 2434 121 + 16 93 135
Nitrato (mgN-NO;7/L) 60 +7 51 66 - - -
Nitrito (mgN-NO,7/L) - - -
pH 7,1 8,6 6,8 8,7

LD ¢ o limite de detecgdo.

Nessa fase, a concentragdo de benzeno, de tolueno ¢ de etilbenzeno no efluente foi
menor que 0,1 mg/L e ndo foram detectados isdmeros do xileno ao longo de todo o
experimento. O limite de detecgfio foi considerado igual a 0,1 mg/L, pois ainda ndo havia
sido feito reta de calibragdio para concentragdes menores.

Carga de choque orgénica devido ao etanol também ogorreu no reator no 34° dia de
operagio devido ao aumento da concentragiio de BTEX e etanol, elevando a DQO, média
afluente de 590 + 155 mg/L para 1827 + 383 mg/L. Para manter a relagio DQO / NO;™ igual
a 5, a concentragiio de nitrato foi aumentada para 60 + 7 mg/L. O efeito da carga orgénica foi
mais ameno, ndo tendo sido observada queda do pH no efluente, que pode ser atribuido, em
parte, 4 geragio de alcalinidade durante o processo de desnitrificagdo, melhorando as
condi¢des de tamponamento do sistema. Para cada mg de N-NOy reduzido, produz-se 3 mg
de alcalinidade colmo CaCO; (Metcalf & Eddy, Inc., 1991). O acimulo de acido acético
atingiu valor maximo de 622 mg/L no 9° dia, apés aumento de DQO, afluente, caindo, em
seguida, recuperando por completo a capacidade de degradagio em 28 dias. Outros dcidos

formados apresentaram concentragdes menores que 18 mg/L de dcido propidnico, 8 mg/L de
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4cido butirico, 7 mg/L de 4cido iso-butirico ¢ 11 mg/L de écido iso-valérico. Foi adicionado
bicarbonato de sodio (3,0 g/L) ao substrato sintético, no mesmo periodo em que foi
adicionado ao substrato do reator controle, para evitar que o acumulo de acidos afetasse o
sistema. A Figura 5.10 apresenta os dados de concentragdo dos acidos volateis e DQO,

efluente durante a carga organica.
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A desnitrificagiio foi completa e ndo foram detectados nitrato e nitrifo em amostras
do efluente. As bactérias responsaveis pela desnitrificagdo utilizam matéria orgénica como
fonte de carbono e de energia. Dessa forma, a eficiéncia da desnitrificagio esta também
relacionada ao doador de elétrons. Metanol (Her & Huang, 1995; Zhao ef al., 1999), etanol
(Nyberg et al., 1996) e acetato (Bandpi ef al., 1999) tém sido utilizados como fonte de
carbono, pois sua eficiéncia na desnitrificagio € comprovada. Portanto, a completa
desnitrificagio nesta fase pode ser também atribuida a presenga de etanol no
substrato, enquanto na fase de adaptagio a remogdo de nitrato foi em tomo de 75 %

com 6 + 2 mgN-NO, /L de nitrito permanecendo no efluente.
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Na 2% fase, o etanol foi substituido por detergente comercial, que aumentou a
dissolugdo de BTEX, resultando em concentragdes afluentes maiores que as obtidas na
1* fase. A Tabela 5.14 apresenta os valores dos pardmetros fisico-quimicos da dgua

residuaria sintética afluente.

Tabela 5.14: Pardmetros fisico-quimicos da agua residudria sintética afluente ao reator com

adigdo de nitrato da 2? fase de operagiio com detergente comercial como co-solvente.

Pardmetros Afluente
Média Minimo Maximo

Benzeno (mg/L) 13,1 +£5,1 6,6 279
Tolueno (mg/L) 9,5+4,9 3,9 234
Etilbenzeno (mg/L) 7,4+5,0 1,7 21,1
(m+p)-xilenos (mg/L) 14,5499 1,5 40,4
o-xileno (mg/L) 8,3+4,9 1,7 21.4
DQO, (mg/L) 731 + 58 692 850
AB (mg CaCOy/L) 180 + 47 142 269
AVT (mgHac/L) 46 + 12 25 58
Nitrato (mgN-NO,7/L) 30+3 26 34
pH 6.8 7,6

Os valores médios dos pardmetros monitorados no efluente  foram:
concentragio de BTEX menor que 0,32 mgBTEX/L, DQOy de 119 + 12 mg/L, AB em torno
de 272 mg CaCOy/L, AVT em torno de 19 mg Hac/L e pH variando de 8.2 a 8,4.

Durante essa fase, o reator foi operado por 53 dias com TDH ajustado em 5,3 horas.
Nessa condi¢do, a DQO,, efluente aumentou para 211 + 13 mg/L. AB permaneceu em torno
de 266 mg CaCOy/L e AVT em 18 mg Hac/L, com 7 mg/L de dcido acético. O pH variou de
7,9 a 8.0. A concentragio de BTEX aumentou em relagio a operagio com TDH de
13,5 horas, com concentragdes de BTEX médias no efluente de 84 pg benzeno/L,
66 pg tolueno/L, 80 pg etilbenzeno/L, 195 pg (mtp)-xilenos/L e 38 pg o-xileno/L. A
concentragdio de nitrato no efluente foi de 4 + | mgN-NO;/L, remogio de 87 %, ¢ ndo foi
detectado nitrito. Almendariz ef al. (2000) estudaram a degradagio de benzeno sulfonato de
alquila (BSA) na presenca de nitrato, em sistema anaerdbio de duas fases, em que BSA foi
degradado no reator acidogénico, sendo o nitrato afluente consumido completamente.
enquanto no reator metanogénico ndo houve degradagdo. Assim, no tratamento de dguas
residudrias contendo BTEX e BSA talvez seja melhor adicionar nitrato para promover a
degradagiio de ambos.

Ao final do periodo de operagdo, as concentragdes de solidos totais (ST) e solidos
totais volateis (STV) nas matrizes de poliuretano foram 1,08 g/g espuma e 0,57 g/g espuma,

respectivamente.
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Morfologias dos organismos presentes no biofilme

A Tabela 5.15 e a Figura 5.11 mostram as morfologias observadas no biofilme
amostradas no primeiro (PSR) e ultimo (USR) segmento do reator.

Na fase de adaptagdo, observou-se no biofilme, a presenga de arqueas metanogénicas
acetoclasticas (Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp.) e hidrogenotréficas (bacilos
fluorescentes). Os organismos do dominio Bacteria presentes foram cocos, bacilos,

filamentos e vibrios.

Tabela 5.15: Morfologias microbianas em amostras ao final de cada fase

de operagiio do reator com adigdo de nitrato.

Morfologias Fase de Primeira Segunda
adaptagéo fase fase

PSR USR PSR* USR PSR USR

Dominio Bactdria

Cocos (1,5 - 1,7 pm de didmetro) S R o S *
Coco-bacilos + + + ++ ++ +
Bacilos em pares + + - N A
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - - ++ - S -
Bacilos retos +++  +++ A+ ++ ++  ++
Filamentos finos ++  +++ ++ + + ++
FFilamentos +++ + - 5 = -
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) ~ +++  ++  +++ + ++ +
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) + - +++ RE ok S
Dominio Archaca

Bacilos fluorescentes ++ + -
Cocos fluorescentes - - B = ++ 5
Methanosaeta sp. ++ ++ " +4+ bt +
Methanosarcina sp. +++ 4+ + + + +
Protozodrios = ++ - - + +
Cistos + ; 5 +  E s

PSR - primeiro segmento do reator, USR — ultimo segmento do reator.

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

*Andlise microbioldgica da biomassa esbranquigada suspensa formada na entrada do reator
durante operagdo com etanol.

Os tipos morfolégicos foram praticamente mantidos em ambas as fases do
experimento, com presenga de coco-bacilos, bacilos, filamentos finos, vibrios, bacilos

fluorescentes e Methanosaeta sp..
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(© (d)

(e) ®
Figura 5.11: Fotomicrografias em contraste de fase de bactérias e arqueas metanogéncias
presentes no biofilme do reator com adigo de nitrato. (a) cocos e coco-bacilos, primeira
fase. (b) bacilos fluorescentes, primeira fase (c) filamentos finos, segunda fase. (d) vibrios,
segunda fase. (e) bacilos retos, segunda fase - NMP diluig&o 10", (f) bacilos em pares,

segunda fase - NMP diluigéo 107,
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O predominio de bactérias redutoras de sulfato (BRS), durante a operagdo do reator,
mostra a versatilidade nutricional e metabolica desses organismos. Na auséncia de sulfato ou
outros aceptores de elétrons inorgdnicos, varios tipos de BRS podem crescer pela
fermentagdo de compostos orgdnicos levando a succinato, acetato, dioxido de carbono e em
alguns casos, propionato. As BRS podem, facultativamente, reduzir nitrato, levando-o ao ion
amonio e ndo a nitrogénio molecular (Widdel, 1988). Dessa forma, acredita-se que as
bactérias Desulfovibrio sp. tenham apresentado metabolismos distintos durante a operagido
dos reatores; fermentagdo de compostos orgdnicos e, neste caso, principalmente, redugdo de
nitrato utilizando uma variedade de doadores de elétrons, com a possivel formagio de
amonia.

A quantificagdo celular mostrou que a concentragdio de bactérias anaerdbias
decresceu ao longo do periodo experimental, bem como ao longo do reator. Porém, a
concentragdio de arqueas metanogénicas manteve-se estavel no reator, ao final da segunda
fase. O decréscimo de arqueas metanogénicas foi significante quando comparado a biomassa
total. Esses organismos representaram menos que 0,2 % dos organismos anaerdbios totais no

biofilme no reator (Tabela 5.16).

Tabela 5.16: NMP durante o periodo de operagio do reator com adigéio de nitrato.

Concentragio Final da fase de adaptagio Final de segunda fase
(NMP organismos/mL) PSR USR PSR USR
Bactérias anaerdbias 2,4x10° 2,4x10° 1.3x10° 2,4x10°
Arqueas metanogénicas 7x10° 5x10° 1.7x10° 1,7x10?

PSR — primeiro segmento do reator, USR — tltimo segmento do reator.

As Tabelas 5.17 e 5.18 apresentam as morfologias microbianas observadas em
amostras de NMP ao final da fase de adaptagio e da segunda fase. As andlises de
microscopia de contraste de fase e fluorescéncia mostraram, de modo geral, a presenga de

bacilos, vibrios, bacilos fluorescentes e Methanosaeta sp..



Tabela 5.17: Morfologias microbianas observadas no NMP na

fase de adaptagio do reator com adigio de nitrato.
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Morfologias o' 10° 10 100 107 10”7
Primeiro segmento do reator
Dominio Bactéria
Cocos (1,5 — 1,7 pm de didmetro) ++ - - - - -
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - ++  ++ - - -
Bacilos retos +++ + b+ + +
Filamentos finos ++ + + B S .
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento)  + + + + . .
Desulfovibrio sp. (1,7 - 2,0 pm de comprimento)  +  +++ +++ 44+ 444 .
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes +++ + .
Methanosaeta sp. ++ . " - . -
Morfologias o' 10° 10° 10° 107 10°
Ultimo segmento do reator
Dominio Bactéria
Bacilos com pontuagdes nas extremidades ++ - - = ++ <
Bacilos retos ++ - ++H+
Filamentos finos - = ++ = . .
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 um de comprimento) ++  ++  ++  ++  +4+ 5
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 um de comprimento) ++  +++  ++ & 3
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes +++ ++ - .
Methanosaeta sp. ++ + . - . -

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.
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Tabela 5.18: Morfologias microbianas no NMP na 2? fase do reator com adig¢do de nitrato.

Morfologias 100 10° 107 10° 107 10”
Primeiro segmento do reator

Dominio Bactéria
Cocos (1,5 — 1,7 pm de didmetro) T - - - - -
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - - - S o S
Bacilos retos H+ AF e FEE - -
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento)  + ++ + + - -
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) +++  ++4+ 444+ 44 - -
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes + +++  ++ - 3 -
Cocos fluorescentes +++ = - - -
Methanosaeta sp. + - - - - -

Morfologias o' 10¢ 107 100 10°

Ultimo segmento do reator

Dominio Bactéria
Bacilos em pares - - ik B A
Bacilos com pontuagdes nas extremidades 4 - - - -+
Bacilos retos T N N T =
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) - +H+ o+ + t
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) +++ +++  + + +
Dominio Archaea
Methanosaeta sp. +++ - -
Methanosarcina sp. - + - - -

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

5.2.3 Reator com adig¢iio de sulfato

Primeiramente, adaptou-se a biomassa a agua residudria sintética (Tabela 4.1) com

tempo de detengéo hidraulica (TDH) de 5,0 horas. Apos 30 dias de operagdo, foi adicionado

sulfato & dgua residudria sintética na relagio DQO / SO7, igual a 5, durante os cinco meses

posteriores. A Tabela 5.19 apresenta os valores dos pardmetros fisico-quimicos da dgua

residudria sintética afluente e efluente ao reator apds atingir o equilibrio dindmico aparente.

Tabela 5.19: Parametros fisico-quimicos da dgua residudria sintética afluente e efluente

durante a fase de adaptagdo do reator com adigio de sulfato.

Parametros Afluente Efluente
Média Minimo Maximo Média Minimo Maximo

DQO, (mg/L) 499 + 117 262 847 93 + 24 58 169
DQO¢ (mg/L) 377 + 101 150 498 69+ 10 51 94
AB (mg CaCOy/L) 117 + 39 49 168 197 + 47 119 273
AVT (mgHac/L) 46 + 11 25 73 19+5 8 35
Sulfato (mgSO, /L) 114 +23 87 158 82+ 18 52 104
pH 6.4 8.4 7.4 8.3
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A remogdo de DQO, foi em torno de 81 % e a redugdo de sulfato manteve-se em
aproximadamente 28 %.

O TDH foi aumentado para aproximadamente 13,5 horas, a fonte de lipidios foi
retirada ¢ a solugdio de BTEX foi adicionada ao substrato sintético. Na 1? fase, o reator foi
operado com etanol como co-solvente por 75 dias, com concentragdes médias de BTEX de
1,9 mg/L (1* sub-fase) e 6,0 mg/L. (2? sub-fase) de cada composto. A Tabela 5.20 apresenta
os valores dos pardmetros fisico-quimicos da dgua residudria sintética afluente e efluente ao

reator apos atingir o equilibrio dindmico aparente nas duas concentragdes utilizadas.

Tabela 5.20: Pardmetros fisico-quimicos da dgua residudria sintética afluente ¢ efluente ao

reator com adigiio de sulfato durante a 1? fase de operagdo com etanol como co-solvente.

Pardmetros Afluente Efluente

Média Minimo Maximo M¢édia Minimo Maiximo
1* Sub-fase
Benzeno (mg/L) 1,9+ 0,8 1,1 3.2 <LD - -
Tolueno (mg/L) 2,1 £0,8 0,9 34 <LD - -
Etilbenzeno (mg/L) 1,9+ 1,0 0,3 3.5 <LD - -
(m+p)-xilenos (mg/L) 3,6 + 1,5 1,1 59 - - -
o-xileno (mg/L) 1,8 +0,8 0,5 3.1 - - -
DQO, (mg/L) 588 + 52 518 668 72110 59 85
AB (mg CaCOy/L) 127 + 20 100 146
AVT (mgHac/L) 56 +2 54 58
Sulfato (mgSO,4 /L) 129+ 13 115 150 120 + 29 90 150
pH 6,8 8.6 7.7 8.1
2! Sub-fase
Benzeno (mg/L.) 923+1,6 6,9 11,7 <LD - -
Tolueno (mg/L) 7,0+ 1,6 5,1 9,0 <LD - -
Etilbenzeno (mg/L) 5,2+0,9 4,3 6,6 <LD - -
(m+p)-xilenos (mg/L) 10,3 +2,3 7,8 13,3 - - -
o-xileno (mg/L) 6,0 + 1,4 4,3 7.8 - - -
DQOy, (mg/L) 2020 +377 1016 2504 Variavel
Sulfato (mgSO4 /L) 470 + 68 320 560 Variavel
pH 7l 8.7

LD ¢ o limite de detecgiio.

As concentragdes de benzeno, de tolueno e de etilbenzeno no efluente foram
menores que 0,1 mg/L e ndo foram detectados isdmeros do xileno ao longo de todo o
experimento. O limite de detecgdo foi considerado igual a 0.1 mg/L. pois ainda ndo havia

sido feito reta de calibragiio para concentragdes menores.
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A carga de choque orgénica devido ao aumento na concentragdo de etanol também
ocorreu no reator no 34° dia de operagiio devido ao aumento da concentragio de BTEX e
etanol, elevando a DQO,, média afluente de 588 + 52 mg/L. para 2020 + 377 mg/L. Para
manter a relagdo DQO / SO, igual a 5, a concentragio de sulfato foi aumentada para
470 + 68 mg/L.

O efeito da carga orgénica, também, foi prontamente observada com queda do pH no
efluente para 5,4, devido ao elevado acumulo de dcido acético, atingindo concentragdo de
1023 mg/L. Outros édcidos formados apresentaram baixas concentragdes, menores que 29
mg/L. de dcido propidnico, 5 mg/L de dcido butirico, 6 mg/L de acido iso-butirico e 7 mg/L
de dcido iso-valérico. Foi adicionado bicarbonato de sédio (3,0 g/L) ao substrato sintético
para corre¢do do pH no 39° dia de operagdo. A concentragdo de acido acético efluente ndo
decresceu substancialmente, permanecendo em torno de 763 mg/L e a DQO,, média efluente
de 867 + 233 mg/L. O sulfato, cuja remogdo era modesta (28 %), foi completamente
removido nesse periodo, provavelmente devido a oxidagdo incompleta do etanol a acetato e
sulfeto de hidrogénio (H,S) pelas bactérias redutoras de sulfato.

Apos o 42° dia do aumento na concentragio de DQO,, (76° dia de operagio), o etanol
foi retirado da agua residudria sintética e o sistema recuperou sua condigdo prévia com
relagio aos parimetros monitorados apos 12 dias da retirada do etanol do substrato. A
concentragiio de acido acético efluente caiu para 3 mg/L, o pH foi re-estabelecido em 8.2. ja
sem excesso de bicarbonato de sédio, a DQO,, efluente estabilizou em 95 mg/L. ¢ a remogdo
de sulfato retornou aos niveis anteriores de 28 %. A Figura 5.12 apresenta os dados de

concentragiio dos acidos volateis e DQO,, efluente durante a carga de choque organica.
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propidnico, iso-butirico, butirico e iso-

valérico efluente. (c) DQO, efluente.

Na 2* fase, etanol foi substituido por detergente comercial. A Tabela 5.21 apresenta

os valores dos pardmetros fisico-quimicos da agua residuaria sintética afluente. O reator

atingiu condigdes estaveis com o efluente apresentando concentragdo média de BTEX

menor que 0,23 mgBTEX/L, DQO, de 126 + 11 mg/L, AB de 151 mg CaCOsy/L, AVT de

20 mg Hac/L e pH igual a 8,2.

Tabela 5.21: Parametros fisico-quimicos da agua residuaria sintética afluente ao reator com

adigao de sulfato da 2* fase de operagiio com detergente comercial como co-solvente.

Parametros Afluente
Meédia Minimo Maximo

Benzeno (mg/L) 13,1 +5,8 7,0 28,4
Tolueno (mg/L) 9,1+53 2,6 23,8
Etilbenzeno (ing/L) 6,9 +5,1 1,1 20,9
(m+p)-xilenos (mg/L) 13,9+9,8 1,8 40,5
o-xileno (mg/L) 7,7+5,0 1,0 21,2
DQO, (mg/L) 759 + 55 667 832
AB (mg CaCOs/L) 92 +27 57 125
AVT (mgHac/L) 63+12 43 77
Sulfato (mgSO, /L) 195 + 35 170 265
pH 6,5 7.6
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Posteriormente, alterou-se o TDH para 5,3 horas ¢ o reator foi operado por 53 dias.
A DQO, efluente estabilizou em 207 + 39 mg/L ¢ a AB em 245 mg CaCOyL. A
concentragdo de AVT permaneceu em 21 mg Hac/L e pH em 8,0. A redugio de sulfato se
manteve em aproximadamente 20 %. As concentragdes de BTEX médias no efluente foram
de 93 ug benzeno/L, 79 pg tolueno/L, 139 pg etilbenzeno/L, 113 pg (m+p)-xilenos/L e
32 pg o-xileno/L.

Ao final do periodo de operagdo, as concentragdes de sélidos totais (ST) e solidos
totais volateis (STV) nas matrizes de poliuretano foram 1,02 g/g espuma e 0,64 g/g espuma,
respectivamente, no primeiro segmento do reator e 1,02 g/g espuma e 0,55 g/g espuma,

respectivamente, no tltimo segmento do reator.

Morfologias dos organisnios presentes no biofilme

A Tabela 522 e a Figura 5.13 mostram as morfologias observadas no biofilme

amostradas no primeiro (PSR) e Gltimo (USR) segmento do reator.

Tabela 5.22: Morfologias microbianas em amostras ao final de cada fase

de operagdo do reator com adigdo de sulfato.

Morfologias Fase de Primeira Segunda
adaptagio fase fase

PSR USR PSR* USR PSR USR

Dominio Bactédria

Cocos (1,5 — 1,7 pm de didmetro) ++ - - + - -
Cocos em cadeia +H+  +++ . - - -
Coco-bacilos ++ + -+ - §e
Bacilos em pares - - . . ++ .
Bacilos retos 4+ 4+
Filamentos finos ++ + G + 4 ¢
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) ++ 4+ 4+ ++ . +
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) + + + - +++ bt
Dominio Archaea

Bacilos fluorescentes + + o+ 4 ++ n
Methanosaeta sp. +++ 4+ - - F++ e
Methanosarcina sp. ++ +- - u ++ T+
Protozodrios - + - - - -
Cistos ++ + = - B R

PSR — primeiro segmento do reator, USR — ltimo segmento do reator.

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

*Andlise microbioldgica da biomassa esbranquigada suspensa formada na entrada do reator
durante operagdo com etanol.
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Figura 5.13: Fotomicrografias em contraste de fase de bactérias e arqueas metanogéncias

presentes no biofilme do reator com adigéo de sulfato. (a) cocos em cadeia, fase de
adaptagfio. (b) bacilos fluorescentes, primeira fase (c) e (d) arqueas metanogénicas
semelhantes a Methanosarcina, segunda fase. (e) bacilos retos e em pares, segunda
fase — NMP diluigio 107, (f) bacilos com pontuagdes nas extremidades, segunda fase - NMP
diluigéo 107,
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Na fase de adaptagdio, a presenga de arqueas metanogénicas acetocldsticas
(Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp.) no biofilme foi significativa. Outras morfologias,
cocos, bacilos, filamentos finos, relacionadas com bactérias anaerobias foram observadas,
incluindo-se bactérias redutoras de sulfato (BRS), Desulfovibrio sp..

Os tipos morfolégicos foram praticamente mantidos na |* fase experimental, com
predominio de coco-bacilos, bacilos, filamentos finos e vibrios.

Na presenga de sulfato, BRS sfdio capazes de oxidar completamente varios
intermedidrios gerados no processo de degradagdo anaerdbia, como compostos arométicos,
malato, succinato, fumarato, élcoois, lactato, acidos graxos, butirato, propionato, acetato,
hidrogénio molecular, em diéxido de carbono (CO,) e sulfeto de hidrogénio (H,S). Ha
espécies de BRS que nio apresentam o ciclo do 4cido tricarboxilico e realizam a oxidagdo
incompleta, levando a acetato ¢ H,S (Lens er al., 1998). Embora o sulfato tenha sido
completamente convertido por BRS na presenga de etanol, a oxidagdo incompleta do
substrato prevaleceu com formagdo de acetato (763 mg/L), o qual ndo foi utilizado
posteriormente. Apesar da intensa acetogénese nessa fase, nio foram observadas arqueas
metanogénicas acetoclsticas nas amostras do biofilme, mas somente bacilos fluorescentes,
que sdo, em geral, associados & atividade metanogénica hidrogenotréfica. A presenga dessas
arqueas metanogéncias hidrogenotréficas juntas com BRS foi inesperada, pois, na
competig¢do por hidrogénio, as BRS s#o favorecidas. Lens ef al. (1998) citam que em reatores
anaerobios, BRS competem e excluem arqueas metanogénicas hidrogenotroficas na presenga
de sulfato, pois o ganho energético com o consumo de hidrogénio molecular ¢ maior, bem
como a afinidade pelo substrato, a velocidade de crescimento ¢ a produgdo celular.

A auséncia de arqueas metanogénicas acetoclasticas foi também inesperada, devido a
disponibilidade de acetato. Provavelmente a produgido de sulfeto proveniente da redugio de
sulfato inibiu seu crescimento. O sulfeto de hidrogénio ¢ toxico para as bactérias
acetogénicas, para as BRS, mas principalmente para as arqueas metanogénicas. As
concentragdes de sulfeto que podem inibir os organismos variam de acordo com as
caracteristicas do sistema (células suspensas ou imobilizadas, pH, relagio DQO / SOy) e
tem-se estabelecido que concentragdes maiores que 150 mgH,S/L podem causar falhas no
processo de degradagdo anaerdbia (Lens ef al.,, 1998). Como todo o sulfato afluente
(470 + 68 mgSO4 /L) foi convertido no reator, a concentragio de H,S formado, sem
considerar sua dissociagdo (H,Syy <> HS™ + H") na faixa de pH entre 6 e 8, seria de
aproximadamente 166 mgH,S/L, extremamente toxico para as arqueas metanogéncias

mesmo imobilizadas.
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Na 2? fase experimental, houve crescimento favoravel de bacilos em pares e vibrios,
0s quais apresentaram metabolismo fermentativo, pois a redugdo de sulfato se manteve em
30 %. Além do mais, arqueas metanogénicas foram re-estabelecidas no reator.

Semelhante aos resultados obtidos nos outros reatores, a quantificagdo celular
mostrou o decréscimo na concentragdo de bactérias anaerdbias e arqueas metanogéncias no
biofilme ao final do periodo operacional. As arqueas metanogénicas representaram menos

que 0,02 % dos organismos anaerdbios totais no biofilme no reator (Tabela 5.23).

Tabela 5.23: NMP durante o periodo de operagdo do reator com adigéio de sulfato.

Concentragdo Final da fase de adaptagéo Final de segunda fase
(NMP organismos/mL) PSR USR PSR USR
Bactérias anaerdbias 2,4x10" 2,4x10" 2,4x10" 2,4x10’
Arqueas metanogénicas 7,0x10* 1,4x10" 6,0x10° 4,0x10°

PSR — primeiro segmento do reator, USR — ultimo segmento do reator.

As Tabelas 5.24 e 5.25 apresentam as morfologias microbianas observadas em
amostras de NMP ao final da fase de adaptagdo e da segunda fase. As andlises de
microscopia de contraste de fase e fluorescéncia destacam a presenga de cocos, bacilos,

vibrios e Methanosaeta sp..
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Tabela 5.24: Morfologias microbianas observadas no NMP na fase de adaptagio

do reator com adigdo de sulfato.

Morfologias 10" 10° 100 10° 10"
Primeiro segmento do reator
Dominio Bactéria
Cocos (1,5 — 1,7 pm de didmetro) - - - = ++
Cocos em cadeia z - - + o
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - ++ + - -
Bacilos retos ++ +++ ++ ++ ++
Filamentos + - - - -
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) ~ ++ + + = =
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) ~ + ¥ + - -
Dominio Archaea
Methanosaeta sp. +++ ++ - - <
Methanosarcina sp. + - + - -
Cistos - ++ - - -
Morfologias 10" 100 10°  10°
Ultimtﬁ_gmento do reator
Dominio Bactéria
Cocos (1,5 - 1,7 pm de didmetro) t* + - ++
Coco-bacilos - - - ++
Bacilos com pontuagdes nas extremidades + + - -
Bacilos retos 4+ ++ ++ +++
Filamentos = + ’ -
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) - + ++ £
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) + +++ ++ -
Dominio Archaea
Methanosaeta sp. +++ ++ + -

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.
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Tabela 5.25: Morfologias microbianas observadas no NMP na

2? fase do reator com adigdo de sulfato.

Morfologias 10 10° 100 10° 10° 10"

Primeiro segmento do reator

Dominio Bactéria

Bacilos em pares - + F4 i? +
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - - R = = = o S
Bacilos retos T - = T T = S S S

Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) +++  ++  +++  ++ = =

Dominio Archaea

Bacilos fluorescentes +  HH+ o+ + = 2
Methanosaeta sp. +++ - - - - -
Morfologias 10" 10" 10° 100 10° 107

Ultimo segmento do reator

Dominio Bacteria

Bacilos em pares & s T RN . .
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - +++ ot A R
Bacilos retos +H+ + 4+ .
Desulfovibrio sp. (3,5 - 3,8 pm de comprimento) - - - + - .

Desulfovibrio sp. (1,7 - 2,0 pm de comprimento) ++  ++ + ++ + s

Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes +4 - - + + -
Methanosaeta sp. ++  ++ + . . ”

+++ predominantes, ++ freqilentes, + raros, - ausentes.
5.2.4 Comparagiio dos reatores

Os reatores foram capazes de remover BTEX nas concentragdes testadas (1,5 mg/L a
8,8 mg/L) com tempo de deten¢do hidrdulica de 13,5 horas. As concentragdes de BTEX
utilizadas ndo foram tdéxicas aos organismos presentes no biofilme. Sierra-Alvarez &
Lettinga (1991) obtiveram valores de ICs (concentragiio de composto que causa inibi¢do de
50 % da atividade metanogénica) para metanogénese acetoclastica de 449,0 mg/L para o
o-xileno a 1477,1 mg/LL para o benzeno. Edwards & Grbic-Galic (1994) observaram que
tolueno e o-xileno foram téxicos para cultura enriquecida metanogénica em concentragdes
acima de 165 mg/L e 74 mg/L, respectivamente. Elmen er al. (1997) estimaram a constante
de inibigdo pelo tolueno de 92,1 mg/L sob condigdes de redugdo de nitrato. Segundo Shim &
Yang (1999) células imobilizadas toleraram concentragdes maiores de BTEX do que células
suspensas.

Para facilidade de comparagdo dos resultados de operagio dos trés reatores sio

apresentados na Tabela 5.26 os valores médios de alguns pardmetros analisados.
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Tabela 5.26: Valores médios de pardmetros analisados dos trés reatores.

Pardmetros Afluente Efluente
Reator Reator Reator Reator Reator Reator
controle nitrato sulfato controle nitrato sulfato
Fase de adaptagiio (sem BTEX)
TDH=5,0 h
DQO, (mg/L) 492 501 499 95 92 93
Nitrato (mgN-NO,7/L) 24 6
Nitrito (mgN-NO, /L) 6
Sulfato (mgSO,7/L) 114 82
1* fase (dgua residuaria sintética + solugio etandlica de BTEX)
TDH=13,5h
12 sub-fase
DQO, (mg/L) 612 590 588 67 81 72
BTEX (mg/L) 15 15 1,9 <0,10 <0,10 <0,10
Nitrato (mgN-NO;7/L) 30 6
Nitrito (mgN-NO, /L) 8
Sulfato (mgSO, /L) 129 120
2% sub-fase
DQO, (mg/L) 1968 1827  2020(524)* 131 121 867 (95)*
BTEX (mg/L) 6,0 5,0 6,0 <0,10 <0,10 <0,10
Nitrato (mgN-NO;/L) 60 -
Nitrito (mgN-NO,7/L) -
Sulfato (mgSO, /L) 470(320)* - (240)*

2" fase (Agua residuaria sintética + solugiio de BTEX em detergente comercial)
TDH=13,5h

DQO,, (mg/L) 797 731 759 161 119 126
BTEX (mgBTEX/L) 8,0 8,8 8,4 <0,30 <0,32 <0,23
Nitrato (mgN-NO;7/L) 30 -

Nitrito (mgN-NO,7/L) -

Sulfato (mgSO,7/L) 195 140

2* fase (Agua residuaria sintética + solugiio de BTEX em detergente comercial)
TDH=53h

DQOy (mg/L) 797 731 759 242 211 207
BTEX (mgBTEX/L) 8,0 8,8 8,4 0,59 0,46 0,45
Nitrato (mgN-NO,7/L) 30 4
Nitrito (mgN-NO, /L) -
Sulfato (mgSO47/L) 195 156

*O valor entre parénteses refere-se a operag¢do apos a retirada do etanol do substrato.

Em relagdo ao reator controle, a adigdo de nitrato estimulou a degradagio de
benzeno, tolueno, etilbenzeno em mais de 40 % e estimulou a degradagio de o-xileno em
20 %. A degradagdo de (m+p)-xilenos ndo foi estimulada. Alguns estudos (Kuhn et al.,
1988; Schocher ef al., 1991) relatam que o nitrito formado poderia ser toxico para a
biomassa que degrada BTEX. Elmen ef al. (1997) obtiveram constantes de inibi¢do pelo
nitrato e pelo nitrito de 582,8 mg/L e 552,0 mg/L, respectivamente, na degradagio do

tolueno. A maior concentragdo de nitrato adicionada durante o periodo experimental foi de



118

60 + 7 mgN-NO;7/L, sendo a desnitrificagdio completa na 1? fase e quase completa (87 %) na
2* fase, ¢ ndo foi observado nitrito nas amostras do efluente. Dessa forma, nio houve
toxicidade devido ao nitrato ou nitrito. Como outras fontes de carbono foram usadas como
doadores de elétrons, a interpretagéio do papel do nitrato na degradagio especifica de BTEX
foi dificultada.

De forma semelhante, comparando-se com o reator controle, a adigdo de sulfato
estimulou a degradagdo de benzeno, tolueno e o-xileno em 30 %. Etilbenzeno e
(m+p)-xilenos foram estimulados em 16 %. A redugdo incompleta de sulfato observada,
permanecendo em 30 %, aproximadamente, ndo permite inferir sobre o papel do sulfato no
processo. Provavelmente, ha também uma relagio 6tima BTEX / sulfato para degradagdo de
BTEX na presenga de sulfato. Weiner ef al. (1998) também observaram que a adigdo de
sulfato, em microcosmos contendo sedimento metanogénico e dgua subterrdnea provenientes
de aqiiifero que ja degradava benzeno, estimulou a degradagio de benzeno com produgio de
CO, somente. Os autores concluiram que a adi¢do de sulfato estimulou a degradagdo de
benzeno devido as pequenas quantidades de sulfato presentes no sedimento, que permitiram
a manutengdio de comunidades microbianas redutoras de sulfato cuja atividade foi estimulada
com o aumento da disponibilidade de sulfato.

Benzeno tem sido reportado como o menos biodegraddvel dos compostos BTEX ou
mesmo ndo degradavel por organismos nativos de aqiiiferos sob condigdes anaerdbias
(LangenhofT ef al., 1996; Kao & Borden, 1997). Em alguns trabalhos, a degradagdo de
benzeno foi mais lenta na presenga de compostos mais facilmente degradaveis. como tolueno
(Edwards & Grbic-Galic, 1992; Nales ef al., 1998). Segundo Alvarez & Vogel (1991)
compostos individuais poderiam estimular ou inibir a degradagdo de outros compostos de
BTEX. A presenga de um dado composto poderia estimular a degradagio de outro, pela
indugdo de enzimas, ou atuando como substrato priméario ¢ estimulando o crescimento
microbiano que aumentaria o cometabolismo de um outro composto. Por outro lado, poderia
inibir devido a toxicidade, repressdo catabdlica, inibigiio competitiva por enzimas ou
deplegio de aceptores de elétrons. Neste estudo, todos os compostos BTEX foram
degradados simultaneamente.

Em varios trabalhos utilizando nitrato (Davis et al., 1994; Hiner et al., 1995:
Kazumi et al., 1997) ndo foi observado o metabolismo do benzeno, com conclusdes
especulativas de que culturas desnitrificantes ndo possuiam habilidade em degrada-lo. Nales
ef al. (1998) mostraram que comunidades microbianas nativas provenientes de varios locais
foram capazes de degradar benzeno anaerobiamente, mesmo em ambiente nunca exposto.

Dos seis sitios estudados em quatro foi observada degradagio de benzeno sob condigdes de
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redugdo de sulfato, de nitrato e de Fe (IlI). Em média, 80 % de benzeno marcado foi
recuperado como '*CO,. Burland & Edwards (1999) observaram a oxidagio de benzeno a
CO, ligada a redugdo de nitrato, em culturas enriquecidas. Ensaios com carbono marcado
mostraram que 92 % a 95 % do "C-benzeno foi recuperado como "“CO, e que o restante 5 %
a 8%, na fragdo ndo volatil, presumidamente como biomassa. A degradagdo de benzeno
ocorreu simultaneamente a redugéio de nitrato, sendo 10 mols de nitrato consumido por mol
de benzeno degradado. Coates ef al. (2001) isolaram duas linhagens de Dechloromonas que
oxidam benzeno a CO,, na presenga de nitrato. As linhagens RCB e JJ apresentam 98,1 % de
similaridade na seqiiéncia filogenética e ambas sdo membros da subdivisio B da
Proteobacteria.

Bioreatores tratando aguas residudrias sdo ecossistemas complexos que contém
muitas espécies de organismos. Em tais culturas mistas, vérias associagdes sintroficas ou
competigdes microbianas podem ocorrer de acordo com a dindmica do sistema, apresentando
resultados completamente distintos dos observados em frascos de soro. Infelizmente, ha
poucos trabalhos na literatura sobre a degradagio de BTEX em reatores. Chaudhuri &
Wiesmann (1996) operaram reator metanogénico, com biomassa suspensa e escoamento
continuo, para degradagio de tolueno (150 mg/L). Para TDH de 12 horas, a remogio de
tolucno foi de 83 %. Shim & Yang (1999) operaram reator em batelada com células
imobilizadas de co-cultura de Pseudomonas putida e Pseudomonas fluorescens, sob
condigdes hipoxicas, onde a degradagiio anaerdbia desempenhou um papel importante no
reator. A degradagiio de 90 % de benzeno, tolueno, etilbenzeno ¢ o-xileno (150 mg/L cada)
foi obtida em 20 horas.

Frente a sobrecarga de choque organica, os reatores controle e com adigdo de nitrato
foram capazes de absorver os efeitos da carga orgdnica, restaurando a eficiéncia inicial apos
um més. No reator com adigdo de nitrato, ndo houve queda de pH no efluente, como foi
observado nos reatores controle e com adigdo de sulfato. e o melhor desempenho foi
atribuido, em parte, a geragdo de alcalinidade durante o processo de desnitrificagio.
melhorando as condigdes de tamponamento do sistema. Para cada mg de N-NOj reduzido.
produz-se 3 mg de alcalinidade como CaCO; (Metcalf & Eddy, Inc., 1991). O reator com
adicdo de sulfato atingiu outro estado de equilibrio dinimico aparente. apresentando
elevados valores de dcido acético e DQO efluente, mas com elevada remogio de BTEX.

A quantificagdo celular mostrou queda da concentragio de organismos anaerobios ao
longo dos reatores. O reator operado com sulfato apresentou a maior concentragdo de
bactérias anaerdbias (2,4x107 organismos/mL — 2.4x10'" organismos/mL) porém as arqueas

metanogénicas (4,0x10* organismos/mL — 7,0x10* organismos/mL) representaram menos de
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0,02 % dos organismos anaerdbios totais. O reator controle apresentou valor intermedidrio
de concentragiio de bactérias anaerdbias (6,1x10° organismos/mL — 2,4x10® organismos/mL)
mas com maior concentragio de arqueas metanogénicas (9,5x10° organismos/mL —
1,3x10° organismos/mL) que representaram menos de 0,5 % dos organismos totais nesse
reator. O reator onde se adicionou nitrato apresentou a menor concentragiio de bactérias
anaerobias (2,4x10° organismos/mL -  2,4x10° organismos/mL) e  arqueas
metanogénicas (1,7x10° organismos/mL. — 7,0x10° organismos/mL), que representaram
menos de 0,2 % dos organismos totais.

A partir dos resultados obtidos, optou-se em prosseguir o trabalho, estudando a
degradagdo de BTEX em condigdes fermentativa ¢ metanogénica, pois apesar do nitrato e
sulfato terem estimulado a degradagdo de BTEX, o desempenho geral observado ndo

apresentou diferengas significativas.
5.3 Segunda etapa experimental

Nessa etapa, dois reatores RAHLF em escala maior (100 cm de comprimento ¢ 5,04
em de didmetro) foram operados, sob condigdes fermentativa e metanogénica, utilizando-se
dgua residudria sintética (Tabela 4.1) e solugio etandlica de BTEX em um reator e solugio
de BTEX em detergente comercial em outro. O objetivo desta etapa foi obter pardmetros

cinéticos de degradagio de BTEX.
5.3.1 Reator alimentado com agua residuaria sintética e solugiio etandlica de BTEX

O reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) com tempo de detengdo
hidraulica (TDH) de 11,4 horas, foi operado inicialmente utilizando-se, como substrato,
somente dgua residudria sintética (Tabela 4.1). O sistema atingiu o equilibrio dindmico
aparente em 10 dias de operagéo, sendo operado por 50 dias nessas condigdes. Oleo de soja e
detergente comercial foram retirados da dgua residudria.

Passou-se, entdio, a adicionar solugiio etandlica de BTEX a agua residudria sintética
por 65 dias, com aumento progressivo de concentragdes de BTEX: 3,0 mg/L. 7.0 mg/L ¢
10,0 mg/L, apds estabilizagiio de cada fase do sistema. A Tabela 5.27 apresenta os valores
dos parimetros monitorados no afluente e no efluente do reator durante toda a 2* etapa. Os
dados do efluente foram considerados apds o sistema ter alcangado o equilibrio dinamico

aparente.
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Tabela 5.27: Pardmetros fisico-quimicos do afluente e efluente ao reator alimentado com

dgua residudria sintética e solugdo etanélica de BTEX.

Pardmetros Afluente Efluente
Média Minimo Maximo Média Minimo M4éximo
IFase de adaptagiio (sem BTEX)

DQO, 573 + 34 505 615 41 +9 33 52
DQO¢ 399+ 13 376 412 34+ 6 25 45
AB (mgCaCOyL) 80+ 12 67 101 234+ 10 216 246
AVT (mgHac/L) 62+ 10 48 79 13+2 10 17
pH 6,3 7,0 7,0 7.2
2% etapa

Benzeno (mg/L) 33+ 1,0 1,8 53 0,6 +0,2 0,3 0,8
Tolueno (mg/L) 3,2+1,0 1,8 5.3 0,4 +0,2 0,3 0,6
Etilbenzeno (mg/L) 29+1,1 1,5 5,2 0,3+0,1 0,2 0,5
(m+p)-xilenos 59+22 3,1 10,6 0,4+0,2 0,1 0,7
o-xileno 3,1 +1,0 1,7 5,2 0,3+0,1 0,2 0,4
DQO, 133 £ 25 698 764 31+4 26 38
AB (mgCaCOy/L) 99 + 30 68 137 218+5 Z13 227
AVT (mgHac/L) 42 + 15 25 59 12 +4 7 17
pH 6,3 7,0 7,0 7,2
Benzeno (mg/L) 7,2 6,3 8,2 0.7 0,5 0,9
Tolueno (mg/L) 6,8 59 1,7 0.5 0,4 0,6
Etilbenzeno (mg/L) 6,8 5,8 7,9 0,2 0,1 0,4
(m+p)-xilenos 137 11,4 16,0 0.3 0,3 0,4
o-xileno 6,8 5,7 7,9 0.3 0,3 0.5
DQO, 1243 1243 1244 36 35 37
AB (mgCaCOy/L) 99 224

AVT (mgHac/L) 54 42 66 11 8 14
pH 6,3 7,2 6,9 7,0
Benzeno (mg/L) 94+ 1,9 5,6 12,4 1,8 +0,2 1,5 1,9
Tolueno (mmg/L) 9,7+3,0 4,6 16,7 14+0.2 1,2 1.7
Etilbenzeno (mg/L) 9,9 +4,1 3,9 19,9 09+0.2 0,6 1,1
(m+p)-xilenos 18,9 +5,8 8,3 29,9 1,9+04 1,5 2,4
o-xileno 10,1 +2,9 5,1 15,9 1,3+0.2 1,1 1,6
DQO, 1544 + 55 1478 1620 63+9 53 74
AB (mgCaCOyL) 576 + 8 569 585  671+13 656 682
AVT (mgHac/L) 26+7 17 40 12+3 9 17
pH 7,7 7.8 73 7.4

Remogio de DQO e de BTEX

A Figura 5.14 apresenta os dados de DQO, afluente e efluente ao longo da etapa de

operagao.
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Figura 5.14: Variagdo temporal da concentragdo de DQO afluente e efluente
ao longo da 2? etapa experimental do reator alimentado com dgua residudria

sintética e solugdo etandlica de BTEX.

Apds inoculagio da biomassa nas espumas de poliuretano e partida do reator com
dgua residudria sintética sem solugéio etandlica de BTEX (fase de adaptagdo), o sistema
reduziu a DQO, afluente de 573 + 34 mg/L para 41 + 9 mg/L. A diferenga da DQO,, efluente
em relagiio a da etapa anterior do reator controle (DQO, de 95 + 18 mg/L) foi devida a
utilizagéio de extrato de carne liofilizado nesta etapa, que contém menos impurezas e é¢ menos
complexo que o extrato de carne concentrado utilizado na 1? etapa.

Apos adigdo de solugdo etandlica de BTEX (3,0 mg/L de cada composto), a DQO,
efluente (31 + 4 mg/L) apresentou um ligeiro decréscimo em relagdo a fase de adaptagio
(DQO, de 41 + 9 mg/L). Essa tendéncia se manteve, também, apds aumento das
concentragdes de BTEX para 7,0 mg/L. Quando as concentragdes de BTEX foram
aumentadas para 10,0 mg/L, ocorreu um desequilibrio no sistema, possivelmente devido a
adaptagio a nova condigdo, elevando a DQO, efluente para 626 mg/L no 102° dia de
operagdo. Apos esse desbalanceamento, o reator tornou-se estavel, apresentando 63 + 9 mg/L
de DQO, efluente, apds 20 dias.

A Figura 5.15 apresenta as concentragdes de BTEX afluentes e efluentes ao longo da

etapa de operagdio. Para concentragdes de BTEX afluentes de 3,0 mg/L e 7,0 mg/L, as
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concentragdes efluentes ndo se alteraram. Porém quando as concentragdes foram elevadas

para 10,0 mg/L, as concentrages de BTEX no efluente foram cerca de 3,7 vezes maiores.
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A Figura 5.16 mostra a variagio da eficiéncia de remogdo de DQO,, e de BTEX ao
longo do tempo. Na fase de adaptagio, a eficiéncia de remogiio de DQO,, apds a partida do
sistema, permaneceu em torno de 91 %. No periodo de operagio com concentragdes de
BTEX de 3,0 mg/L e 7,0 mg/L, a eficiéncia de remogdo aumentou para 96 %. Vale ressaltar
que, apesar da DQO, afluente ter aumentado, a DQO,, efluente foi menor que na fase de
adaptagdo. Para concentragdes de BTEX de 10,0 mg/L, a eficiéncia permaneceu em 96 %,
apos o desequilibrio do sistema, no 102° dia de operagdo. Porém a DQO, efluente foi duas

vezes maior que nas condigdes anteriores.
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A eficiéncia de remogio de BTEX variou de 75 % a 99 % ao longo do periodo

experimental.
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Figura 5.16: Variagiio temporal da eficiéncia de remogdo de DQO, e de BTEX

ao longo da 2* etapa experimental do reator alimentado com

agua residuaria sintética e solugfio etandlica de BTEX.




125

A Figura 5.17 relaciona a carga orgénica removida expressa como carga orginica de

DQO e de BTEX em fungfio da carga orgénica aplicada. Ambos os pardmetros apresentaram

relagdo linear. O sistema nfo atingiu a capacidade limite de remogdo de matéria orgénica na

faixa estudada.
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Figura 5.17: Variagdo temporal da carga orgénica removida de DQO ¢ BTEX em fungio da

carga orgdnica aplicada ao reator alimentado com agua residudria sintética e solugdo

etandlica de BTEX.
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Alcalinidade e dcidos voldteis totais

A relagdo entre alcalinidade intermedidria e parcial, proposta por Ripley ef al.
(1986), que descreve a estabilidade do processo anaerdbio, variou entre 0,2 € 0,3 indicando
que o processo era estdvel. No 102° dia de operagdo, durante o desequilibrio do sistema, esta

relagdo subiu para 5,2 (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Variagdo temporal da relagdo alcalinidade intermedidria e alcalinidade parcial
do efluente ao longo da 22 etapa experimental do reator alimentado com dgua residudria

sintética e solugdo etandlica de BTEX.

Durante a fase de adaptagdo e adigdo de concentragdes de BTEX de 3,0 mg/L e
7,0 mg/L, foi gerada alcalinidade a bicarbonato (AB) no sistema e praticamente ndo sofreu
variagio. Os 4cidos volateis totais (AVT) foram consumidos e, da mesma forma,
praticamente ndo sofreram varia¢des. Quando as concentragdes de BTEX foram de
10,0 mg/L, o desequilibrio no sistema, ocorrido no 102° dia de operagdo, foi devido
ao actimulo de AVT, principalmente 4cido acético (478 mg/L) e propidnico (45 mg/L). O
pH caiu para 5,4 e foi necessério tamponar o sistema (1,5 g/L. a 3,0 g/L. de bicarbonato de
sddio), até o final da operagfo, para evitar que o actimulo de écidos volateis afetasse o
processo. A Figura 5.19 apresenta o dados de AB e de AVT afluente e efluente ao longo do

periodo operacional.
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Alcalinidade a bicarbonato
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Figura 5.19: Variagdo temporal da alcalinidade a bicarbonato e dcidos voldteis totais ao

longo da 2? etapa experimental do reator alimentado com dgua residudria sintética e solugéo

etandlica de BTEX.

Biogas

As concentragGes de metano (CH4) e dioxido de carbono (CO,) no biogas

aumentaram de acordo com o aumento da carga orginica aplicada. As oscilagdes nas
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concentragdes de CHy e de CO, foram atribuidas & forma de coleta e no necessariamente a
possiveis instabilidades do sistema. As propor¢des de CHy ¢ de CO,, no biogds gerado,

permaneceram em torno de 87 % e 13 %, respectivamente (Figura 5.20).
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Figura 5.20: Variagdo temporal da concentragdo de CH,4 e de CO, e porcentagem de CH, e
de CO; ao longo da 2° etapa experimental do reator alimentado com dgua residudria sintética

e solugdo etandlica de BTEX.




129

Variagio espacial de DQOy, BTEX e dcidos voliteis ao longo do reator

A Tabela 5.28 apresenta os resultados dos perfis de DQOy, BTEX e 4cidos volateis,
nas diferentes fases do experimento, em amostras do afluente (L/D de 0), dos pontos
intermediarios (L/D de 4, 8,12 ¢ 16) e do efluente (L/D de 20). Os valores sio médias de

réplicas de perfis.

Tabela 5.28: Variagio espacial de DQOy, de concentragdes de BTEX e de acidos volateis,
nas diferentes fases de operagdo do reator alimentado com dgua residudria sintética e solugéo
etandlica de BTEX, obtidas em posig¢des de L/D de 0 a 20.

L/D=0 L/D=4 L/D=8 LD=12 L/D=16 L/D=20

Fase de adaptagiio

DQO; (mg/L) 340 69 70 54 57 38
é.cido acético (mg/L) 5 2

Acido propidnico (mg/L) 4 3 |

12 Ensaio

Benzeno (mg/L) 5,6 2,6 2,4 21 1,8 0,7
Tolueno (mg/L) 5,1 2,0 1,8 1,7 1,5 0,5
Etilbenzeno (mg/L) 4,9 1,6 1,5 1,3 1,3 0,3
(m+p)-xilenos (mg/L) 9,7 3,1 2,9 2,6 2,3 0,5
o-xileno (mg/L) 4,9 1,8 1,7 1:5 ;5 0,4
Acido acético (mg/L) 87 36 20 6

Acido propidnico (mg/L) 19 10 5 2

2% Ensaio

Benzeno (mg/L) 10,6 4,9 4,5 4.4 4,1 1,9
Tolueno (mg/L) 10,4 4,3 3,9 3.9 3,6 1,6
Etilbenzeno (mg/L) 10,0 3.6 3,1 3,1 2,7 1,0
(m+p)-xilenos (mg/L) 20,4 7,4 6,4 6,2 5,7 2,3
o-xileno (mg/L) 10,9 4,1 3,7 3,7 3.5 1,5
Acido acético (mg/L) 466 97 50 7

Acido propiénico (mg/L) 37 11,0 6,6 23

Acido butirico (mg/L) 6 1 I

Os perfis de DQO¢ foram realizados somente na fase de adaptagio, pois a filtragio a
vacuo da amostra reduz as concentragdes de BTEX devido a volatilizagio.

As remogdes de DQO; e BTEX foram efetivas ao longo do comprimento do reator.
Os écidos acético e propionico foram acumulados no primeiro segmento do reator (L/D de 4)
e foram consumidos nos segmentos posteriores.

Vale ressaltar que a forma de amostragem nos pontos L/D de 0 (entrada) e L/D de 20
(saida) ¢ diferente da forma de amostragem nos pontos intermediarios. Na entrada e saida a
amostragem € composta de todas as correntes de escoamento. J4 nos pontos intermediarios a

amostragem ¢ feita pontualmente, selecionando-se correntes de escoamento no reator. Como
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o reator ndo foi completamente preenchido pelo material suporte, a hidrodindmica foi afetada
com zonas livres de passagem de correntes de escoamento, podendo ter influenciado na
amostragem. Nessas regides ocorreu o crescimento de biomassa suspensa. A Figura 5.21

apresenta a arranjo das bioparticulas no RAHLF.

Figura 5.21: Fotos do RAHLF mostrando a distribui¢éio do material suporte.

Sélidos totais e solidos totais voldteis na bioparticula

A Tabela 5.29 apresenta a concentragdo de sélidos totais (ST) e sélidos totais
volateis (STV) nas matrizes de espuma de poliuretano. A relagdo STV / ST decresceu
com o comprimento do reator confirmando os resultados obtidos de quantificagdo celular, na
12 etapa experimental, em que se observou queda da concentragdo de organismos anaerdbios

ao longo dos reatores.

Tabela 5.29: Concentragéo de sélidos totais e s6lidos totais volateis nas matrizes de espuma

de poliuretano e suspensos no reator alimentado com dgua residuaria sintética ¢ solugéio

etandlica de BTEX.
ST STV
LUD=4 L/D=16 L/D=4 L/D=16
Final da fase de adaptag@io (g/g espuma) 0,6361 0,5538 0,5052  0,3735
Final da 2° etapa de operagfo (g/g espuma) 1,1145 0,4867 0,5554  0,1892

Biomassa suspensa no reator (g/L) 1,1520 0,3420
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5.3.2 Reator alimentado com agua residudria sintética e solugio de BTEX em

detergente comercial

Durante a fase de adaptagdo, o RAHLF foi operado de forma semelhante ao RAHLF
alimentado com solugéio etandlica de BTEX e apresentou os mesmos resultados. O oleo de
soja foi retirado da agua residuaria e em seguida, solugdes de BTEX em detergente
comercial, com concentragdes de 3,0 mg/L e 14,0 mg/L foram, entdo, adicionadas a 4gua
residudria sintética por 58 dias. A Tabela 5.30 apresenta os valores dos pardmetros
monitorados. Os dados do efluente foram considerados apdés o sistema ter alcangado o

equilibrio dindmico aparente em cada fase.

Tabela 5.30: Pardmetros fisico-quimicos afluente e efluente ao reator alimentado com dgua

residudria sintética e solugdo de BTEX em detergente comercial.

Parimetros Afluente Efluente
Média Minimo Maximo Média Minimo Maximo
Fase de adaptagio (sem BTEX)

DQO, 573 + 34 505 615 46 + 8 39 56
DQOy 399 + 13 376 412 34 +8 24 46
AB (mgCaCOy/L) 68 +7 57 74 239+ 10 226 251
AVT (mgHac/L) 59+6 48 66 12+3 10 18
pH 6,3 7,0 6.9 7,2
22 etapa

Benzeno (mg/L) 35+1,2 1,9 6,3 0.6 +0,2 0,2 1.0
Tolueno (mg/L) 2,9+0,8 1,1 4,3 0.4+0.2 0,1 0,9
Etilbenzeno (mg/L) 2,9+ 1,0 1,1 4,8 0.4+0,2 0,2 1,0
(m+p)-xilenos 53+ 1,6 2,2 7,4 0,8+0,3 0,3 1,2
o-xileno 2,8 +0,8 1,2 3,7 04 +0.2 0,2 0.7
DQO, 576 + 24 527 605 325+ 28 281 357
AB (mgCaCOy/L) 107 +29 71 148 130 +7 123 139
AVT (mgHac/L) 37+13 i 57 103 +6 96 109
Acido acético (mg/L) . - - 129 + 16 98 149
Acido propidnico(mg/L) - . - 34+3 30 38
pH 6,3 7,4 6,7 7.0
Benzeno (mg/L.) 15,7+2,5 12,2 19,9 4.4 +0.7 3.5 5.5
Tolueno (mg/L.) 14,2 + 3,1 10,1 19,8 28+006 2,1 3.8
Etilbenzeno (mg/L) 12,8 + 3,8 7,6 19,2 1,5+0,5 1,0 2.3
(m+p)-xilenos 25.7+%78 15,1 38,7 2,0+ 1,0 0,9 3,6
o-xileno 14,0 + 3,8 9,2 19,8 1,1 +0,5 0.6 1,9
DQOy 833 + 38 787 891 334+ 13 320 354
AB (mgCaCO,/L) 143 +7 133 156 143 + 13 120 160
AVT (mgHac/L) 20+2 18 25 Varidvel

Acido acético (mg/L) - - - Varidvel

Acido propiénico(mg/L) - - - 38+2 36 43

pH 74 7.6 6.7 7.0
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Remogio de DQO e de BTEX

A Figura 5.22 apresenta os dados de DQO, afluente ¢ efluente ao longo do tempo de

operagio.
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Figura 5.22: Variagdo temporal da concentragio de DQO afluente e efluente ao longo da
2" etapa experimental do reator alimentado com agua residudria sintética e solugdo de BTEX

em detergente comercial.

Ap6s 10 dias de operagdio, com dgua residudria sintética (Tabela 4.1), os parametros
analisados no efluente apresentaram valores estabilizados, o que permitiu admitir que a
partidla do sistema estava concluida. A DQO, afluente de 573 + 34 mg/L caiu para
46 + 8 mg/L. A diferenga da DQO,, efluente em relagdo a da etapa anterior do reator controle
(DQOy, de 95 + 18 mg/L) deveu-se, também, a utilizagdio de extrato de carne liofilizado nesta
etapa.

No 59° dia de operagio, foi adicionada solugio de BTEX em detergente comercial,
com concentragdes de BTEX de 3,0 mg/L, no afluente. Apds 15 dias, o sistema atingiu novo
estado de equilibrio dindmico aparente, com DQO,, efluente média de 325 + 28 mg/L que
praticamente se manteve até o final dessa etapa, mesmo apos o aumento da DQO,, afluente

(833 + 38 mg/L) para concentragdes de BTEX de 14,0 mg/L.
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A Figura 5.23 mostra os valores das concentragdes de BTEX ao longo da etapa de
operagdo. Para concentragdes de BTEX afluentes de 3,0 mg/L, as concentragdes efluentes
permaneceram em torno de 0,4 mg/L e quando foram elevadas para 14,0 mg/L,
estabilizaram-se em valores distintos para cada composto; xilenos (1,1 + 0,5 mg/L) e
etilbenzeno (1,5 + 0,5 mg/L.) apresentaram os menores valores, seguidos do tolueno
(2,8 + 0,6 mg/L) e benzeno (4,4 + 0,7 mg/L).
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A Figura 5.24 mostra a variagdo da eficiéncia de remogido de DQO, ¢ de BTEX ao
longo do tempo. Na fase de adaptagdo, a eficiéncia de remogdo de DQO, apds a partida do
sistema, permaneceu em torno de 91 %. Quando solugdo de BTEX em detergente comercial
foi adicionada & 4gua residudria, a eficiéncia de remogio decresceu para 40 % devido ao
aumento na DQO, efluente (325 + 28 mg/L). Para concentragdes de BTEX de 14,0 mg/L, a

eficiéncia aumentou para 60 %, devido ao aumento da DQO,, afluente.




A eficiéncia de remogio de BTEX variou de 65 % a

experimental. O dia 90 foi considerado um ponto atipico.
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Figura 5.24: Variagdo temporal da eficiéncia de remogdo de DQO, e de BTEX ao longo da

2! etapa experimental do reator alimentado com agua residudria sintética e solugao de BTEX

em detergente comercial.



135

Alcalinidade e dcidos voliteis totais

A relagdo entre alcalinidade intermediaria e parcial (Ripley ef al., 1986), permaneceu
estavel somente na fase de adaptagio, oscilando apds adigio de BTEX. Isso indica que o

processo anaerobio apresentava-se instavel (Figura 5.25).
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Figura 5.25: Variagdo temporal da relagdo alcalinidade intermediaria e alcalinidade parcial
do efluente ao longo da 2° etapa experimental do reator alimentado com dgua residudria

sintética e solugdo de BTEX em detergente comercial.

Durante a fase de adaptagdo, foi gerada AB nos processos anaerdbios de degradagio
(239 + 10 mg CaCOy/L) e AVT foram consumidos (12 + 3 mgHac/L), praticamente sem
sofrerem variagdes. Quando solugdo de BTEX em detergente comercial (3,0 mg/L) foi
adicionada & dgua residudria, a AB no efluente decresceu para 130 + 7 mgCaCO,/L e AVT
subiu para 103 + 6 mgHac/L. As concentragdes de acido acético e propidnico no efluente
permaneceram em torno de 129 + 16 mg/L e 34 + 3 mg/L, respectivamente. O pH efluente
variou de 6,7 a 7,0. Nas concentragdes de BTEX de 14,0 mg/L, a concentragdo efluente de
acido acético caiu, mas a concentragiio de acido propidnco permaneceu estavel. A Figura
5.26 apresenta os dados de AB e de AVT afluente e efluente ao longo do periodo

operacional.
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O contetido de metano (CHy) no biogas foi inibido apds adigio de solugdo de BTEX

em detergente comercial. J4 a produgio de didxido de carbono (CO,) manteve-se muito
baixa (0,001 mol/L) (Figura 5.27).
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Sdlidos totais e solidos totais voliteis na bioparticula

A Tabela 5.31 apresenta a concentragdo de solidos totais (ST) e solidos totais
volateis (STV) nas matrizes de espuma de poliuretano. A concentragdo de biomassa, medida
como STV, decresceu ao longo do periodo operacional devido as condigdes indspitas no
reator. Porém, a relagio STV / ST manteve-se constante ao longo do comprimento do reator,

indicando que todo o sistema foi afetado pelas condigdes operacionais impostas.

Tabela 5.31: Concentragdo de solidos totais e solidos totais voldteis nas matrizes de espuma
de poliuretano e suspensos no reator alimentado com agua residudria sintética e solugio de

BTEX em detergente comercial.

ST STV
L/D=4 L/D=16 L/D=4 L/ID=16
Final da fase de adaptagéo (g/g espuma) 1,1218 0,8475 0,9843  0,7582
Final da 2® etapa de operagéo (g/g espuma) 0,8515  0,6765 0,6120  0,4840
Biomassa suspensa no reator (g/L) 1,3180 0,4680

Morfologias dos organismos presentes no biofilme

Na 2* etapa, observou-se o empobrecimento de culturas, devido as condigoes
operacionais. Apesar da metanogénese ter sido inibida, foi observada a presenga de bacilos
fluorescentes e Methanosarcina sp..

A biomassa suspensa no reator era composta, principalmente, de bacilos nio
fluorescentes e fluorescentes, coco-bacilos ¢ Methanosarcina sp.. A Tabela 5.32 mostra as

morfologias observadas no biofilme de bioparticulas amostradas nos pontos L/D de 4 e 16.
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Tabela 5.32: Morfologias microbianas em amostras de cada fase de operagio do reator

alimentado com 4gua residuéria sintética e solugdo de BTEX em detergente comercial.

Morfologias Fase de Segunda
adaptagdo Etapa

Ponto de amostragem L/D 4 16 4 16
Dominio Bactéria
Cocos ++ < + +
Coco-bacilos ++ - ++ ++
Bacilos com pontuagdes nas extremidades = . . -
Bacilos retos +++ ++ ++ +++
Filamentos finos ++ ++ + +
Espiroqueta ++ ++ g z
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pm de comprimento) F44 ++ + +
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) - + 8 -
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes + +++ +++ ++
Cocos fluorescentes ++ et F =
Methanosaeta sp. +++ +++ + +
Methanosarcina sp. - - ++ +++
Fungos - - ++ +
Cistos - - + -

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

Deficiéncias de funcionamento do reator

Inicialmente, para concentragdes de BTEX de 3,0 mg/L, a metanogénese foi inibida
conforme pode ser deduzido pelo decaimento da produgdo de metano no biogds e aciimulo
de dcidos acético (129 + 16 mg/L) e propidnico (34 + 3 mg/L) no efluente, que correspondeu
a metade da DQO,, efluente (325 +28 mg/L). A inibigdo da metanogénese também foi
observada durante operagio do reator controle, na 1? etapa do trabalho. Posteriormente, para
concentragdes de BTEX de 14,0 mg/L, possivelmente a acetogénese também tenha sido
inibida, como evidenciado pelo decaimento de dcido acético efluente. A elevada DQO,
efluente (334 + 13 mg/L) ndo foi devida a produgéio de acidos volateis, mas provavelmente,
em parte, a algum composto intermedidrio proveniente da fermentagio parcial do substrato.

A metanogénese foi inibida e posteriormente a acetogénese pelo detergente
comercial que contém o principio ativo benzeno sulfonato de alquila (BSA). Tem-se
demonstrado que este composto ndo ¢ mineralizado sob condigdes anaerébias pois inibe a
metanogénese (Wagener & Shink, 1987; Federle & Shwab, 1992; Krueger ef al., 1998).

Degradagdes de BTEX superiores a 65 % foram observadas na presenga de
detergente comercial ¢ maiores que 75 % na presenga de etanol. Enquanto o etanol favoreceu

a manutengdo de biomassa metanogénica ativa no reator, o detergente comercial inibiu a
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atividade metanogénica. Contudo, tal atividade ndo foi considerada determinante na etapa

inicial de degradagéio de BTEX na presenga de detergente comercial.

5.4 Terceira etapa experimental: reator alimentado com solugio etandlica de BTEX

O reator da segunda etapa, alimentado com agua residudria sintética (Tabela 4.1) e
solugdio etandlica de BTEX, foi operado, por 20 dias, com solugdo etandlica de BTEX, como
tnica fonte de carbono para o consodrcio fermentativo metanogénico, complementada com
meio apresentado na Tabela 4.2. O objetivo desta etapa foi enquadrar o trabalho na area de
bioremediagio.

A Tabela 5.33 apresenta os valores dos pardmetros monitorados no afluente ¢ no
efluente do reator durante a 3? etapa. O sistema atingiu novo estado de equilibrio dindimico

aparente com relagfio a etapa anterior.

Tabela 5.33: Parametros fisico-quimicos monitorados do reator alimentado com solugio

etandlica de BTEX durante a 3° etapa experimental.

Paridmetros Afluente Efluente

Média  Minimo Miéximo Média Minimo Maéximo
Benzeno (mg/L) 14,3 +3,0 10,2 17,8 2,2+0,6 1,1 2,9
Tolueno (mg/L) 12,8 + 3,0 8,7 15,9 1,8+0,5 0,8 2,3
Etilbenzeno (mg/L) 11,6 +2,8 8,0 15,3 1,6 + 0,4 0,8 2,0
(m+p)-xilenos 23,0+54 16,2 30,4 3,4+1,0 1,6 4,2
o-xileno 11,9 +2,7 8,5 15,4 1,9+ 0,6 0,9 2,4
DQO, 1135+24 1107 1151 48 + 7 41 55
AB (mgCaCOyL) 592+6 588 598 670 + 17 652 686
AVT (mgHac/L) 30+4 26 34 28+5 23 34
PH 7,9 8,0 7.5 7,7
CH, (mol/L) 0,016 + 0,002 0,015 0,019
CO; (mol/L) 0,002 + 0,001 0,002 0,003
Relagdo CH,y, CO; (%) CH;: 88 COx: 12

Remogio de DQO e de BTEX

A eficiéncia de remogdo de DQO, foi em torno de 96 %, com redugido da DQO,
afluente de 1135 + 24 mg/L. para 48 + 7 mg/L. Este valor ¢ inferior ao obtido na etapa
anterior (DQO,, efluente de 63 + 9 mg/L). Porém, as concentragdes de BTEX no efluente
foram maiores. O etilbenzeno e os xilenos apresentaram aumento de aproximadamente 40 %
no valor da concentra¢do, enquanto o benzeno e o tolueno apresentaram valores 20 %
maiores. Vale ressaltar, que a concentragdo de BTEX afluente foi aproximadamente 20 %

maior. Assim, se comparadas as eficiéncias de remogiio de BTEX com e sem a dgua
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residudria sintética, a remogdo de benzeno foi ligeiramente melhor sem a adi¢do de outras
fontes de carbono enquanto os outros compostos ndo apresentaram diferengas significativas.
Dessa forma, € possivel concluir que a adigdo de outras fontes de carbono ndo estimulou a
degradagiio de BTEX.

Alcalinidade e dcidos voliteis totais

A relagdio entre alcalinidade intermedidria e parcial, proposta por Ripley ef al.
(1986), permaneceu em torno de 0,26, indicando estabilidade do processo. Os valores de
alcalinidade a bicarbonato (AB) do efluente (670 + 17 mgCaCO,/L) foram maiores que os
valores do afluente (592 + 6 mg/L). AB foi gerada no sistema mesmo com a alta
concentragdo de bicarbonato de sédio (1,0 g/L) do afluente. Os 4cidos voléteis totais (AVT)
afluente (30 + 4 mgHac/L) e efluente (28 + 5 mgHac/L) praticamente ndo sofreram

variagdes.

Biogds

As concentragdes de metano (0,016 + 0,002 mol/L) e diéxido de carbono (0,002 +
0,001 mol/L) no biogas decresceram cerca de 20 %, pois a carga organica aplicada foi menor
(2390 mg/L.d). As proporgdes de CHy e de CO,, no biogds gerado, foram mantidas também

nessa etapa, em torno de 88 % e 12 %, respectivamente.

Variagio espacial de BTEX e dcidos voliteis ao longo do reator

A Tabela 5.34 apresenta os resultados do perfil de concentragio de BTEX ¢ dcidos
volateis em amostras do afluente (L/D de 0), dos pontos intermediarios (L/D de 4, 8,12 e 16)
e do efluente (L/D de 20). Os valores sdo médias de réplicas de perfil.

As remogdes de BTEX foram efetivas ao longo do comprimento do reator. Os acidos
acético e propionico foram acumulados no primeiro segmento do reator (L/D de 4) e foram

consumidos nos segmentos posteriores.
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Tabela 5.34: Variagdo espacial de concentragdes de BTEX e de dcidos volateis, na operagio
do reator alimentado com solugdo etandlica de BTEX, obtidas em posigdes de L/D de 0 a 20.

L/D=0 L/D=4 L/D=8 L/D=12 L/D=16 L/D=20

Benzeno (mmg/L) 14,7 6,8 6,1 6,0 5,8 2,8
Tolueno (mg/L) 12,9 5,1 4,6 4,5 4.4 2,0
Etilbenzeno (mg/L) 11,8 4,2 4,1 3,9 3,7 1,8
(m+p)-xilenos (mg/L) 23,4 8,7 8,3 8,0 1.7 4,0
o-xileno (mg/L) 12,2 4,8 4,7 4.4 4,3 2.2
Acido acético (mg/L) 148 31

Acido propidnico (mg/L) 47 14 5 4

Acido butirico (mg/L) 5

Vale ressaltar que a forma de amostragem nos pontos L/D de 0 (entrada) e L/D de 20
(saida) € diferente da forma de amostragem nos pontos intermedidrios, como mencionado
anteriormente. Como o reator ndo foi completamente preenchido pelo material suporte, a
hidrodindmica foi alterada com zonas livres de passagem de correntes de escoamento, fato

este que deve ter influenciado na amostragem.

Sélidos totais e sdlidos totais voliteis na bioparticula

A Tabela 5.35 apresenta as concentragdes de soélidos totais (ST) e solidos totais
voliteis (STV) nas matrizes de espuma de poliuretano ao final do periodo de operagio. A
relagio STV / ST decresceu ao longo do reator confirmando os resultados obtidos de
quantificagdo celular, na 1? etapa experimental, em que se observou queda da concentragio
de organismos anaerdbios ao longo dos reatores. Com relagfio a 2° etapa, ndo houve aumento

consideravel na concentragdo de biomassa, medida como STV.

Tabela 5.35: Concentragdo de solidos totais e solidos totais volateis nas matrizes
de espuma de poliuretano, ao final do periodo de operagio

do reator alimentado com solugdo etandlica de BTEX.

Ponto de amostragem ST (g/g espuma) STV (g/g espuma)  Relagdo STV /ST

L/D=4 0,7407 ' 0,5669 0,76
L/D=38 0,6861 0,5768 0,84
L/D=12 0,4704 0,2686 0,57

L/D=16 0,4198 0,2585 0.61
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5.5 Morfologias dos organismos presentes no biofilme durante a operac¢iio do reator
alimentado com solugio etandlica de BTEX nas segunda e terceira etapas

experimentais

A Tabela 5.36 mostra as morfologias observadas no biofilme de bioparticulas

amostradas nos pontos L/D de 4 ¢ 16.

Tabela 5.36: Morfologias microbianas em amostras das 2* e 3 etapas experimentais do

reator alimentado com solugio etandlica de BTEX.

Morfologias Fase de Segunda Terceira
adaptagio etapa etapa
Ponto de amostragem L/D 4 16 4 16 4 16
Dominio Bactéria
Cocos +Ho - -+t
Cocos em cadeia - - ++ = 2 g
Coco-bacilos ++ e = =
Bacilos com pontuagdes nas extremidades - = = ++ s 2
Bacilos retos 4+ 4+ R
Filamentos finos ++ A+t . z ++  ++
Espiroqueta ++ - + + +
Desulfovibrio sp. (3,5 — 3,8 pum de comprimento) ~ +++  ++ ++ - ++
Desulfovibrio sp. (1,7 — 2,0 pm de comprimento) - + - . ++
Dominio Archaea
Bacilos fluorescentes + A
Cocos fluorescentes ++ 4+ - - - -
Methanosaeta sp. +++  +++ A+ A+
Methanosarcina sp. - - + ++ o+ 4
Cistos - - s - _ .

+++ predominantes, ++ freqiientes, + raros, - ausentes.

Em geral, o mesmo consdrcio enriquecido ativo foi observado, em ambos os
reatores, operados na 1* etapa (reator controle) e na 2* etapa. Contudo, nesta iltima etapa,
arqueas acetocldsticas semelhantes a Methanosaeta sp. foram predominantes em relagio a
Methanosarcina sp.. Methanosaeta sp. apresentam elevada afinidade pelo acetato e baixa
velocidade especifica médxima de consumo (K, = 20mg/L e Uy = 2 a 4 g DQO/g SSV.d),
enquanto Methanosarcina sp. possuem afinidade menor e elevada velocidade especifica
méxima de consumo (K = 400mg/L e U, = 6 a 10 g DQO/g SSV.d) (Speece, 1996). Como
na 2% etapa o acimulo de dcidos no decorrer da degradagdo foi melhor controlado e nido
afetou o sistema, o predominio de Methanosaeta sp. foi favorecido pelas baixas

concentragdes de acetato no meio.
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Na 3% etapa, foi evidenciada a presenga de possiveis organismos degradadores de
BTEX no biofilme, na presenga de etanol. Houve crescimento favordvel de cocos, coco-
bacilos e bacilos, que sdo as morfologias de organismos degradadores de BTEX apresentadas
na literatura (Tabela 3.9).

A biomassa suspensa no reator era composta, principalmente, de Methanosaeta sp..
que suportava o arranjo celular, bacilos ndo fluorescentes e fluorescentes.

A observagdo microbiolégica do biofilme, na degradagdo de BTEX, revelou a
predomindncia de grupos morfoldgicos distintos; ou seja, organismos degradadores de

BTEX, acetogénicos, acetoclasticos e hidrogenotroficos.

5.6 Avaliagiio de adsor¢iio de BTEX na espuma de poliuretano e na bioparticula

A capacidade de adsor¢do de BTEX pelo meio suporte, espuma de poliuretano e
bioparticula (biomassa imobilizada na espuma de poliuretano), foi avaliada com a finalidade
de se verificar a influéncia desse fendmeno na remogdo de BTEX nos reatores.

A concentragiio inicial de cada composto (25 mg/L) na dgua residudria sintética foi
corrigida considerando-se o volume ocupado pelo suporte no frasco. como:

Volume do frasco: 39 mL
Volume ocupado pelo suporte no frasco:

Volume de | espuma: 0,125 cm’ (5 mm de aresta)

Volume de 40 espumas: 5 cm® = 5 mL
A concentragio de BTEX inicial (C,) é dada por:

Coamx nsoncn X Vsoluggo = Co X Vs

25 mg/L x 34 mL =C, x 39 mL

Co= 21,80 mg/L

Este valor é similar aos valores obtidos no branco.

Apesar de m-xileno e p-xileno estarem presentes na dgua residudria sintética, o
potencial de adsor¢do desses compostos pelo suporte nio foi avaliado pois ndo era possivel
separa-los através do método analitico utilizado.

A Figura 5.28 mostra os perfis de adsorgiio dindmicos de BTEX na espuma de
poliuretano e na bioparticula. A Tabela 5.37 apresenta os pardmetros ajustados da expressdo

hiperbdlica (4.3) para cada composto com seus respectivos coeficientes de correlagiio.
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Figura 5.28: Perfis de adsorgdo dindmicos de BTEX em espuma de poliuretano e

bioparticula.

Tabela 5.37: Parametros das expressdes hiperbolicas de BTEX

na espuma de poliuretano e bioparticula.

Composto F,"™" (umol/g suporte) 7 (h) R’
Espuma de poliuretano

Tolueno 35,18 +0,72 0,119 + 0,027 0,8891
Etilbenzeno 42,16 + 0,36 0,189 + 0,014 0,9891
o-xileno 40,62 + 0,40 0,182+ 0,016 0,9850
Bioparticula

Benzeno 12,81 + 1,21 0,245 + 0,152 0,7285
Tolueno 16,93 + 0,81 0,316 + 0,112 0,9185
Etilbenzeno 19,10 + 0,80 0,375+ 0,111 0,9009
o-xileno 18,36 + 0,79 0,359+ 0,110 0,8916

F,,™ indica o valor maximo da capacidade de adsor¢do (Fs;).
T representa o tempo necessario para adsorver metade da quantidade maxima.

O ajuste da expressdo hiperbdlica aos pontos experimentais apresentou coeficientes
de correlagio maiores que 0,8891, com excegdo do benzeno que apresentou o pior
coeficiente de correlagiio (0,7285), no ensaio com bioparticula e nio apresentou ajuste no
ensaio com espumas de poliuretano.

O valor de T mostrou pequena variagio de um composto para outro, indicando que o
tempo necessario para adsorgdo é praticamente 0 mesmo para todos os compostos. O valor
de 1 foi menor somente para benzeno, mas o perfil dindmico obtido apresentou o pior ajuste
hiperbélico.

A capacidade de adsor¢iio de BTEX pela espuma foi o dobro da determinada para a

max

bioparticula. A menor capacidade de adsor¢ao, medida por F,,"*, foi a do benzeno, seguida
pelo tolueno. Etilbenzeno e o-xileno apresentaram valores similares.
A capacidade de adsorgio de BTEX pelo meio suporte, espuma de poliuretano e

bioparticula, foi desprezivel, quando comparada com a quantidade de BTEX removida nos
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sistemas. De modo que os valores muito baixos de Fg,"" para bioparticula indicam que a

biodegradagio foi o principal fendmeno responsavel pelo bom desempenho observado nos
ensaios com RAHLF.

5.7 Anilise de BTEX nos pontos de coleta de biogas

A presenga de BTEX nos pontos de coleta do biogds produzido foi analisada para
identificar possiveis volatilizagdes dos compostos. Nio foi detectada, a presenga de BTEX
na atmosfera dos reatores. A Figura 5.29 apresenta cromatograma da andlise de BTEX no

biogds.

SlarT

Z.ald

Figura 5.29: Analise cromatografica de BTEX em ponto de coleta de biogas.

5.8 Determinagdes das constantes cinéticas aparentes de primeira ordem de degradagiio

de BTEX

Os pardmetros cinéticos foram determinados, utilizando-se RAHLF tratando solugio
etandlica de BTEX nas 2 e 3" etapas do trabalho. O escoamento no reator foi considerado
como tubular ideal baseado em estudos hidrodindmicos realizados por Cabral (1995) e de
Nardi (1999).

Foi considerado também modelo cinético de primeira ordem com residual. Speece
(1996) cita que o metabolismo microbiano ndo pode ser normalmente mantido abaixo de
uma concentragdo minima de substrato, na qual microrganismos ndo mais obtém energia
para sustentar sua utilizagdo. A natureza do limiar da concentragdo residual nido foi, ainda.
completamente elucidada, sendo relacionada com condigdes termodinamicas de reagio e
com espécies microbianas e suas condigdes fisiologicas. Dessa forma, o balango de massa

em regime permanente resultou em:
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—ev, d(C-C,)
D d(L D)

R, =k*(C-C, )= (5.1)

Nessa expressdo, Ry, € a velocidade global de reagio (M.LLT, k{™ ¢ a constante cinética

aparente de primeira ordem (T™'), € é a porosidade do leito, v € a velocidade superficial de
liquido (L.T™"), D é o didmetro do RAHLF (L), C ¢ a concentragdo de BTEX na fase liquida
numa determinada posigdo longitudinal L/D (M.L?) e C, é a concentragiio de BTEX residual
(M.L).

A velocidade superficial de liquido (v) € calculada pela expressdo:

g o E (5.2)

Nessa expressido, Q ¢ a vazdo de liquido (L2.T") e Aganir ¢ a drca da segdo transversal do

reator (L?).

A velocidade superficial de liquido (v,) no leito foi mantida constante durante toda a
operagiio em 8,8 cm/s, sendo a drea seccional do reator de 19,95 cm’ea porosidade do leito
estimada em trabalhos anteriores de 0,4 (Zaiat ef al., 2000).

Integrando-se a expressio (5.1), obtém-se:

_kapp.D
L)
(C=C)=(Co~Cp)e s (53)

Os valores de k™" foram obtidos pela equagio (5.3). utilizando-se método de
1 p

regressio niio linear de Levenberg-Marquardt (Microcal Origin 5.0 *). O ajuste da expressio
cinética aos pontos experimentais apresentou coeficientes de correlagio maiores que 0,994.
A Tabela 5.38 apresenta os pardmetros obtidos do modelo, utilizando os valores dos perfis
de BTEX em replicata. Niio foram considerados (m+p)-xilenos, por ser dificil a interpretagao
desses compostos, nio separados na analise cromatogrifica. O modelo superestimou o0s

valores das concentragdes residuais.
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Tabela 5.38: Valores dos parametros obtidos pela expressdo cinética (5.3).

C, foi fixo no modelo.

Composto C, (mg/L) C, (mg/L) k*®.D/e.v,

2 etapa: dgua residudria sintética + solug¢fo etandlica de BTEX (3,0 mg/L)
Benzeno 5,6 2,1 0,441
Tolueno 5,1 1,7 0,557
Etilbenzeno 4,9 1,4 0,608
o-xileno 49 1,6 0,608
2% etapa: dgua residuaria sintética + solugiio etandlica de BTEX (10,0 mg/L)
Benzeno 10,6 4,3 0,566
Tolueno 10,4 3.8 0,606
Etilbenzeno 10,0 2,9 0,560
o-xileno 10,9 3,6 0,664
3% etapa: solugiio etandlica de BTEX (12,0 mg/L)

Benzeno 14,7 5,9 0,600
Tolueno 12,9 4,5 0,677
Etilbenzeno 11,8 3.9 0,759
o-xileno 12,2 4,5 0,779

Os valores médios das constantes cinéticas aparentes de primeira ordem k™,
obtidos na 2? etapa de operagdo, foram calculados considerando todos os perfis realizados. A

Tabela 5.39 mostra os valores de k| nas duas etapas de operagio.

Tabela 5.39: Valores das constantes cinéticas aparente de primeira ordem (k™).

2% etapa: dgua residudria sintética 3% etapa: solugdio etandlica de

+ solugdo etandlica de BTEX BTEX
Benzeno (d) 84+1,5 10,0
Tolueno (d™) 9,7+1,1 11,3
Etilbenzeno (d) 9,8+1,2 12,7
o-xileno (d™) 107 + 1.4 13.0

As constantes cinéticas aparentes de BTEX obtidas na 3" etapa de operagio, tendo
como Unicas fontes de carbono BTEX e etanol, foram cerca de 18 % maiores que as obtidas
na presenga de outras fontes de carbono. Isso seria esperado, pois a biomassa passaria a
utilizar mais efetivamente BTEX.

Em ambas as etapas, o-xileno apresentou a maior velocidade de degradagio e
benzeno foi o mais lentamente degradado. As velocidades de degradagdo de tolueno e
etilbenzeno foram iguais na 2° etapa mas a degradagdo de etilbenzeno foi mais répida que a
do tolueno na 3* etapa.

A grande maioria dos estudos cinéticos de degradagdes de BTEX, encontrados na

literatura (Tabela 3.7), foram realizados em microcosmos contendo sedimento ou agua
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subterrdnea como fonte de biomassa e temperaturas entre 12°C e 24°C. Nessas condigdes. as
velocidades de degradagdes sdo muito lentas. O uso de agua subterranea para determinar o
potencial de degradagdo pode levar a resultados enganosos pois microrganismos nio ativos
estdo freqiientemente associados a pogos (Thomas & Ward, 1989). As velocidades de
degradagdes de BTEX, estimadas neste trabalho, a 30°C , foram cerca de 10 a 94 vezes
maiores que as encontradas na literatura, em microcosmos contendo sedimento de aqiiiferos
normalmente contaminados (Hutchins ef al., 1991a; Lovley et al., 1994; Ball & Reinhard.
1996; Salanitro et al., 1997). As velocidades de degradagdes de BTEX foram ainda maiores
(125 a 450 vezes), quando comparadas com estudos em microcosmos contendo dgua de
aqiiiferos (Morgan ef al., 1993; Salanitro ef al., 1997). Ja Patterson ef al. (1993) operando
coluna com solo, obtiveram constantes cinéticas de primeira ordem de 3.4 dia”! para o
tolueno e para o etilbenzeno, valores relativamente proximos aos apresentados na Tabela
5.39. Shim & Yang (1999) observaram que células imobilizadas em bioreatores
apresentaram velocidades de degradagdes de BTEX de 9 a 75 vezes maiores que a mesma
cultura de células suspensas em frascos de soro.

Reatores de leito fixo operados continuamente apresentam resultados muito
superiores aos obtidos em microcosmos devido a varios fatores. tais como: elevada
densidade celular, melhoramentos das culturas no reator (Shim & Yang. 1999), minimizagio
da resisténcia a transferéncia de massa na fase liquida (Sarti er al.. 2001) ¢ favordveis

condigdes hidrodindmicas (Zaiat ef al., 1997).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo da degradagio de BTEX em reator anaerébio

horizontal de leito fixo (RAHLF) permitem concluir que:

e A andlise de BTEX, por headspace estdtico / cromatografia gasosa, em amostras
ambientais apresentou bom desempenho e simplicidade analitica. O método apresentou
as seguintes caracteristicas: pequeno volume de amostra utilizado (2 a 10 mL);
linearidade na faixa estudada de 5,0 pg/L a 40,0 mg/L, com coeficiente de correlagiio
maior que 0,997, limite de detec¢do de 10 pg/L para o benzeno, de 15 pg/L. para o
tolueno, de 27 pg/L para o etilbenzeno, de 47 pg/L para o (m+p)-xilenos e de 26 pg/L
para o o-xileno; boa reprodutibilidade (coeficiente de variagio das réplicas menor que

10,00 %) e eficiéncias satisfatorias do método de extragio de 60,73 % a 111,49 %;

e Os reatores RAHLF foram capazes de remover benzeno, tolueno, etilbenzeno ¢ xilenos
simultaneamente, com eficiéncias de remogfio variando entre 65 % e 99 %, na faixa de
concentragdes médias de cada composto de 1,5 mg/L a 15,0 mg/L, com tempos de

detengiio hidraulica de 11,4 horas e 13,5 horas;

o A aplicagio do RAHLF no tratamento de dguas residudrias contendo BTEX deve ser
criteriosa, pois outros compostos presentes poderiam estimular ou prejudicar os

processos de degradagiio, como etanol e detergente comercial, respectivamente;

e Apesar do bom desempenho do RAHLF, quando operado com solugio etanolica de
BTEX como unica fonte de carbono, a aplicagdo desse sistema na bioremediagio merece
estudos mais aprofundados ¢ de otimizagio da degradagio de BTEX, pois as
concentragdes efluentes devem alcangar os padrdes de potabilidade, em pg/L, muito
mais restritivos que os normalmente fixados para os padrdes estabelecidos para sistemas

de tratamento de aguas residuarias, expressos em mg/L;



151

A adigido de nitrato estimulou a degradagdo de benzeno, tolueno e etilbenzeno em mais
de 40 % e praticamente ndo estimulou a degradagdo de xilenos. Ja a adigdo de sulfato
estimulon a degradagdo de benzeno, tolueno e o-xileno em 30 %. Etilbenzeno e

(m+p)-xilenos foram pouco estimulados (16 %);

Frente a sobrecarga de choque orgdnica, os reatores operados sob condigdes
metanogénicas e com adigfio de nitrato foram capazes de absorver os efeitos da carga
orgdnica, restaurando a eficiéncia inicial apés um més. O reator com adigdo de sulfato
atingiu outro estado de equilibrio dindmico aparente, apresentando elevados valores de
acido acético (763 mg/L) e DQO, (867 mg/L) efluente;

Bioreatores tratando aguas residudrias sdo ecossistemas que abrangem muitas espécies
de organismos. O RAHLF forneceu condigGes excelentes para o desenvolvimento de
‘biofilme complexo na fase de adaptagio (sem BTEX), em termos de composigio
microbiana. Mesmo sendo formado na auséncia de BTEX, tal ecossistema foi capaz de
degradar BTEX nas fases seguintes. Em geral, foram observadas morfologias
relacionadas a organismos fermentativos (cocos, coco-bacilos, bacilos, vibrios),
acetoclasticos (Methanosarcina sp. e Methanosaeta sp.) e hidrogenotroficos (bacilos

fluorescentes);

Além deste trabalho, varias pesquisas no Laboratdrio de Processos Bioldgicos da Escola
de Engenharia de Sdo Carlos / Universidade de Sdo Paulo tém relatado a presenga de
bactérias redutoras de sulfato juntamente com bacilos fluorescentes, que sdo, em geral,
associados a atividade metanogénica hidrogenotrofica, na presenga de sulfato. Até o
presente, ndo ha explicagdes fundamentadas nos aspectos energéticos e cinéticos que

permitam relacionar esse aspecto do processo;

A capacidade de adsor¢dio de BTEX pelo meio suporte, espuma de poliuretano e
bioparticula, foi considerada desprezivel, quando comparada com a quantidade de BTEX
removida nos sistemas. Também ndo foi observada volatilizagio de BTEX nos reatores.
Dessa forma, o principal fendmeno responsavel pelo bom desempenho observado nos

ensaios foi a biodegradagio;
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As constantes cinéticas aparentes de primeira ordem com residual foram estimadas em
8,4 + 1,5 dia para o benzeno, 9,7 + 1,1 dia™! para o tolueno, 9,8 + 1,2 dia™ para o
etilbenzeno ¢ 10,7 + 1,4 dia” para o o-xileno quando em solugdo etanélica de BTEX na
presenga de 4gua residudria sintética; e em 10,0 dia™ para o benzeno, 11,3 dia" para o
tolueno, 12,7 dia™' para o etilbenzeno e 13,0 dia” para o o-xileno quando em solugdo

etanolica como tnica fonte de carbono.
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7. SUGESTOES

As sugestdes para trabalhos futuros visando a continuidade da investigagdo da

degradagdo de BTEX sdo as seguintes:

Estudar detalhadamente a degradagdo anaerdbia de benzeno por ser o mais importante

dos compostos BTEX devido a sua toxicidade;

Verificar o comportamento da degradagdo anaerébia de BTEX sem a presenga de

solventes ou outras fontes de carbono, para avaliar e otimizar os processo de degradagio;

Avaliar melhor o papel de outros aceptores de elétrons presentes em dguas residudrias,

como nitrato e sulfato, no processo de degradagio de BTEX;

Utilizar reatores anaerdbios horizontais de leito fixo no tratamento de aguas residudrias
industriais que contenham BTEX ou em 4guas de aqiiiferos contaminados visando a

aplicagdo dessa tecnologia na drea de bioremediagéo;

Estudar as rotas de degradagio de BTEX objetivando identificar produtos

intermediarios;

Caracterizar os organismos, através de técnicas de biologia molecular, para avaliagdo
dos organismos envolvidos diretamente na degradagio de BTEX e obter culturas puras

para determinar suas caracteristicas fisioldgicas e nutricionais;

Investigar detalhadamente a cinética de degradagdio de BTEX para obtengdo de dados de

inibi¢do por substrato e de inibigdo por produto.
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