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Resumo

Um reator em batelada, aerado, com biomassa imobilizada de Aspergillus niger AN400 foi operado durante 10 ciclos de 7 dias para remover benzeno
(200 mg.L"), tolueno (200 mg.L") e xileno (50 mg.L") — BTX — e de nutrientes de meio basal. O reator era alimentado semanalmente com 4 L do meio e
glicose — 1 g.L", na Fase |, e 0,5 g.l'', na Fase Il. Os BTX foram detectados até o quarto dia de operagao, em todos os ciclos. As melhores eficiéncias
médias de remogao foram na Fase |: 75%de matéria organica sollvel, 80% de ortofosfato e 77% de amonia. O reator pode ser uma alternativa viavel para
tratamento de aguas poluidas com BTX, porém ha a necessidade de estudar o comportamento do reator durante periodo de operacéo mais longo e com

ciclos reacionais mais curtos, bem como da identificagdo dos metabdlitos produzidos.
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Abstract

A batch reactor with air and immobilized biomass of Aspergillus niger AN400O was operated during 10 cycles of 7 days to remove benzene (200 mg.L"), toluene

(200 mg.L"), and xylene (50 mg.L") — BTX — and nutrients from basal medium. The reactor was weekly fed with 4 L of the medium and glucose — 1 g.L'

(Phase I) and 0.5 g.L:' (Phase Il). The BTX had been detected until the fourth day of operation in all cycles. The best efficiencies of removal had been in Phase I:

75% of soluble organic matter, 80% of orthophosphate and 77% of ammonia. The reactor can be a viable alternative for the contaminated water treatment with

BTX. However it has the necessity to study behavior of the reactor during longer period of operation and with shorter reaction cycles, as well as the identification

of the produced metabolites.

Keywords: Aspergillus niger AN 400; sequential batch; BTX; nutrients.

Introducao

No Brasil, as preocupacoes relacionadas a poluicdo de aguas sub-
terraneas por derramamentos de combustiveis vém crescendo em
diversas cidades, como Sdo Paulo, Curitiba, Vitéria e Porto Velho
(FORTE et al., 2007).

Segundo a Ageéncia Nacional de Petroleo — ANP — (BRASIL,
2009), existem 36.730 postos de combustiveis no pais e, muitos des-
tes, operam em condicoes de risco que podem resultar em grande
impacto para o meio ambiente e ao homem, quando da ocorréncia de
derramamento de combustiveis que apresentam em sua constituicao
hidrocarbonetos aromaticos, como os compostos BTX, designacdo
para benzeno, tolueno, e xileno (TIBURTIUS et al., 2005).

A grande preocupacdo em relacao aos compostos BTX é em vir-
tude de sua acdo impactante no ambiente e dos riscos para a saude
publica, pois o benzeno é carcinogénico, enquanto tolueno e xileno
possuem natureza toxica (FORTE et al., 2007).

O uso de operagdes fisicas e de processos quimicos para a re-
mocdo dos BTX de aguas, além de ndo apresentar boa eficiéncia,
possui custo mais elevados, gerando ainda subprodutos indesejaveis
(FARHADIAN et al., 2008).

Os processos biologicos sdao os mais utilizados visando a re-
mocao de BTX, porém a presenca do etanol pode retardar a bio-
degradacdo destes compostos, devido ao consumo de aceptores de
elétrons disponiveis no meio (KULKAMP, 2003; TIBURTIUS et al.,
2005), sendo que a gasolina brasileira ¢ uma das que apresenta
maior percentual de etanol adicionado como cossolvente, de 20 a
26% (FINOTTI et al., 2009).

Desta forma, visando a otimizacdo de processos existentes e o
estudo de novas tecnologias é de fundamental importancia em busca
de maior eficiéncia na remocdo de BTX. Poucos estudos tém sido
realizados sobre a aplicacdo de fungos em reatores bioldgicos para
remocdo de BTX de aguas, apesar de que, recentemente, pesquisas
tém indicado a habilidade de muitas espécies fungicas na degrada-
cdo de hidrocarbonetos aromaticos. Estes relatos tém incentivado o
incremento de estudos com o emprego de fungos para a remocao de
compostos BTX de aguas (KENNES; VEIGA, 2004).

O mecanismo de degradacao de poluentes complexos envolve
a acdo de enzimas como celulases e ligninases, as quais agem so-

bre compostos recalcitrantes, incluindo os de estrutura aromatica,

tornando-os acessiveis para a assimilacdo (RODRIGUES, 2006;
SANTOS et al., 2008).

Os fungos dos géneros Phanerochaete, Paecilomyces, Cladosporium
e Pleurotus tém sido empregados em reatores visando a degradacéo de
hidrocarbonetos aromaticos (KENNES; VEIGA, 2004), porém pou-
cos estudos tém sido reportados com a utilizacéo de Aspergillus niger,
ainda que varias linhagens desta espécie tenham sido isoladas de are-
as contaminadas com petroleo e derivados, o que reflete a necessi-
dade de estudos sobre o conhecimento e a otimizacao da aplicacéo
desses micro-organismos em reatores biologicos.

Na busca por novas tecnologias de biorremediacao, nesta pes-
quisa foi utilizada a linhagem Aspergillus niger AN400 em reator em
bateladas sequenciais, com o objetivo de remover compostos BTX
de agua, sob a influéncia da glicose como cossubstrato, a qual foi
adicionada ao meio nas concentracoes de 1 g.L'! (Fase I) e 0,5 g.L*
(Fase II). Além disso, também foi avaliada a remocdo de macronu-
tientes (N e P), os quais foram adicionados ao meio para desenvolvi-

mento dos micro-organismos.

Material e métodos
Indculo

Foi utilizada a linhagem Aspergillus niger AN400, na forma de
suspensdo de esporos (2 x 10° esporos.mL™), tendo sido a mesma
cultivada em placas de Petri com meio de cultura agar Sabouraud
Dextrose, acrescido de 1mL de solucdo de Vishniac por litro de
meio de cultura, a qual foi preparada com agua destilada e apre-
sentava a seguinte composicdo (mg.L™"): H,BO, (50), FeC12.4HZO
(2.000), ZnCl, (50), MnCl,.4H,0 (50), CuCl,.2H,0 (38), AlCL.
H,0 (90), CoCl,.6H,0 (2.000).Foi ainda acrescido ao meio
0,05 g.L'! de cloranfenicol, a fim de minimizar o crescimento
de bactérias.

As placas permaneceram a temperatura de *28°C, durante 10
dias, e, apos esse periodo, os esporos foram removidos com auxilio
de alca estéril e 4 mL de solucdo de Tween 80. Posteriormente, a sus-
penséo de esporos foi transferida para tubos de ensaio.

Para contagem dos esporos, foi preparada solucao com 50 pL da
suspensao previamente agitada em agitador tipo vortex, acrescidos

de 950 uL de solucdo Tween 80, resultando em diluicao de 1:20. Em
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seguida, foram transferidos 20 pL da solucdo preparada para cimara
de Neubauer para realizar a contagem dos esporos em microscopio

optico com aumento de 40 vezes.

Composicao do meio

O meio foi preparado com agua de torneira, previamente este-
rilizada, em autoclave por 15 minutos, adicionada de solucdo de
nutrientes (g.L1): (NH4)ZSO4 0,5); NaNO, 0,25); KH,PO, (0,20);
MgSO, (0,25); CaCL,2H,0 (0,01); CuSO,.7H,0 (0,08); H,MoO,
(0,05); MnSO,.5H,0 (0,05); Fe,(SO4), (0,05); ZnSO, (0,04).

As concentracdes dos compostos BTX propostas foram: 200 mg.L"!
de benzeno, 200 mg.L" de tolueno e 50 mg.L* de xileno. Foram adicio-
nados também 2000 mg.L" de etanol, visando a melhor solubilizacao
dos compostos, bem como de 0,1 g.L'! de cloranfenicol, para minimizar

a acdo de bactérias.

Imobilizacao da biomassa flingica

A biomassa foi imobilizada em manta de polipropileno (2 x 2 cm)
acondicionados em redes de polietileno no interior de frascos erlen-
meyer de 250 mL. As redes contendo a mantasuporte foram imersas
em 200 mL de meio de crescimento, adicionando-se 5 g.L'! de glico-
se — fonte de carbono e energia — e cloranfenicol (0,10 g.L'"). Os
frascos permaneceram sob agitacao de 150 rpm, durante 72 horas, de
modo que, ao completar 24 horas, o meio antigo foi substituido por
um recém preparado. Apos a imobilizacao da biomassa, os fungos
imobilizados na manta suporte foram transferidos para o reator em

bateladas sequenciais para partida do mesmo.

Montagem e operagao do reator em
bateladas sequenciais

O reator utilizado era de vidro e possuia volume total de 5 L, tendo
sido alimentado com 4 L do meio aquoso com BTX. A aeracdo foi man-
tida por uso de minicompressores. O reator foi coberto com sacos pre-
tos de polietileno durante todo o experimento a fim de evitar possiveis
efeitos da acéio da luz ambiente sobre a fotodegradacéo dos poluentes.

O sistema havia sido anteriormente operado com meio contendo
os compostos BTX em concentracdo de 5 g.L! de glicose (dados nao
apresentados), por um periodo total de 45 dias, apds o qual o reator
passou a ser alimentado com concentracoes menores de glicose, de
1 gL' (Fase I) e 0,5 g.L'! (Fase 1I). A operacao do reator nas Fases 1
e II abrangeu periodo de 70 dias, nos quais o reator foi operado em
ciclos de 7 dias, sendo 4 ciclos na Fase II e 6 ciclos na Fase II.

No inicio de cada ciclo, o reator era alimentado com meio aquoso
recém-preparado e eram retiradas aliquotas diarias para monitora-
mento e efetuadas analises de: demanda quimica de oxigénio (DQO),

benzeno, tolueno, xileno, pH, amonia, nitrito, nitrato e ortofosfato.

As andlises foram executadas segundo APHA (1995), exceto nitrato
— realizada de acordo com Rodier (1975) — e benzeno, tolueno e
xileno, cuja determinacao ocorreu por cromatografia liquida (HPLC),
empregando coluna C8, fase movel constituida de mistura de 80%
metanol/20% agua, modo isocratico e comprimento de onda de 200

nm para benzeno e 207 nm para tolueno e xileno.

Analise de microscopia

Ao final da operacio do reator, foram retiradas amostras da espuma
de poliuretano contendo biomassa aderida que foi entéo removida por
atrito com pérolas de vidro em erlenmeyer contendo agua destilada, o
qual foi agitado em vortex a fim obter o desprendimento do biofilme.

Em seguida, fizeram-se diluicdes de 1:10, 1:100 e 1:1000, com
agua destilada e esterilizada a 120°C, durante 15 minutos, e adicio-
nou-se NaCl (0,9% v/v), tendo-se transferido 1 mL desta diluicao
para placas de Petri, contendo meio de cultura Saboraund Dextrose.
As placas foram mantidas a temperatura +27°C, durante periodo de
7 dias para verificacdo das colonias. Amostras dos fungos em pla-
cas foram fixadas em laminulas e submetidas a observacao em
microscopio 6ptico ACROM 1000, aumento de 1.600 vezes, com
camera de captura de imagem para identificacdo morfologica dos

MICro-organismos.

Ensaios abioticos

Ensaio de volatilizacao

Foi utilizado frasco de vidro com volume total de 3 L, vedado
com tampa apropriada e coberto com sacos pretos de polietileno.
O frasco foi preenchido com 2 L de agua de destilada acrescida de
benzeno e tolueno, na concentracdo de 200 mg.L!, e xileno, na con-
centracéo de 50 mg.L". O etanol foi adicionado ao meio na concen-
tracao de 2.000 mg.L".

O conteudo liquido no interior do frasco foi mantido agitado
com uso de minicompressor de ar. Foram retiras aliquotas para de-
terminacdo da concentracdo de benzeno, tolueno e xileno no meio
liquido ao longo de 7 dias. Diariamente foram realizadas coletas de
amostras nos seguintes horarios: 9h30, 11h30, 15h30 e 17h30.

Ensaio de adsorcdo

Adicionou-se a um frasco de vidro de 2 L, 21 g da manta supor-
te, na forma de quadrados de 2 x 2 cm, conforme efetuado na mon-
tagem do reator, porém sem imobilizacdo dos micro-organismos.
O frasco recebeu 1 L de agua de destilada acrescida de benzeno,
tolueno, xileno e etanol nas mesmas concentracoes utilizadas no
ensaio de volatilizacio.

O monitoramento da concentracido dos BTX foi realizado ao lon-
go de 10 horas, sendo retiradas aliquotas a cada 1 hora a fim de ve-

rificar a concentracdo de saturacdo e a partir desta, estimada a massa
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total de benzeno, tolueno e xileno removida neste ensaio a partir da

Equacao 1.
Massa do poluente = (Co— Ce) x V (D

Onde,

Co ¢ a concentracdo inicial;

Ce é a concentracdo em tempo t e V é o volume util.

A determinacdo da concentracio de BTX nos ensaios abioticos
foi efetuada por meio de cromatografia gasosa usando cromatografo
gasoso — (GC Perkin Elmer Clarus 500) com detector de ionizacdo
de chama (FID), coluna capilar BPX-5 30 m x 0,25 mm x 0,25 um,
sob as seguintes condicoes: hélio como gas de arraste (1 mL.min™),
temperatura do injetor de 280°C, temperatura do detector de 280°C,
temperatura inicial do forno de 30°C e temperatura final de 290°C.

Durante este ensaio o pH do meio também foi monitorado.

Resultados e discussao

Em ambas as fases estudadas, em todos os ciclos, benzeno e to-
lueno foram removidos até o quarto dia de operacdo, sendo que, na
Fase II, a deteccdo destes ocorreu até o segundo dia de tempo reacio-
nal. Nas Figuras 1 e 2 sao mostradas as variacdes das concentracoes
de benzeno, tolueno e xileno ao longo dos ciclos operacionais das
Fases I e 11, respectivamente.

Segundo Maliyekkal et al. (2004), o tolueno é o primeiro a ser de-
gradado devido ao ataque ao grupo metil por mono-oxigenases. No

caso do benzeno, sua desestabilizacao é mais complexa em relacao ao

tolueno, pois o anel sozinho é muito estavel e, para sua clivagem, é
necessario maior reatividade dessa molécula. O grau de dificuldade
de degradacao aumenta para o xileno, em relacdo ao tolueno e ao
benzeno, devido aos seus isomeros.

Ainda de acordo com aqueles autores, os micro-organismos oxi-
dam primeiro um grupo metil, obtendo-se a formacao de intermedi-
arios de estrutura molecular ainda complexa. Entretanto, neste tra-
balho, o xileno foi mais rapidamente removido, até o segundo dia,
em ambas as fases, provavelmente, porque a concentracio em que se
encontrava disponivel no meio aquoso era muito baixa, sendo facil-
mente removido do meio.

Em contrapartida, os valores de DQO soltavel nao diminuiram
ao mesmo tempo em que os de benzeno, tolueno e xileno, como
possivel resultado da intensa producéo de subprodutos oriundos da
biotransformacao dos compostos BTX.

Na Fase I, até o final de cada ciclo, houve consumo de gran-
de parte desses subprodutos, resultando em remocio média final de
matéria organica de 75%. Porém, na Fase II, com a diminuicdo da
concentracdo da glicose adicionada para 0,5 g.L'!, observou-se dimi-
nuicdo da eficiencia média (44%) e acamulo de matéria organica, nos
ciclos 9 e 10, sendo importante mencionar que, nestes dois ultimos
ciclos, a média das concentracoes de benzeno e tolueno, no afluente,
foram maiores, respectivamente, de 95 mg.L'! e 71,5 mg.L'.

Singh (2006) relatou que a adicdo de cossubstrato facilita o pro-
cesso de biodegradacao, pois sua utilizacdo gera a formacao de pro-
dutos altamente reativos que se envolvem com compostos menos
reativos, como os BTX e alguns intermediarios da ruptura de suas

moléculas. Assim, a diminuicdo da adicao de glicose (Fase II) pode
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ter contribuido para uma maior dificuldade de assimilacdo de inter-
medidrios da degradacao dos BTX pelos fungos.

A analise por cromatografia mostrou que, para o afluente, os pi-
cos iniciais de benzeno e tolueno, ocorreram, respectivamente, em
6,12 e 9,4 minutos, sendo que, apos 2 e 3 dias, observou-se, além
da exaustdo de benzeno e tolueno, o surgimento de pico de possivel
subproduto, em 3,8 minutos, o qual ndo foi identificado, sendo im-
portante ressaltar que o mesmo poderia estar relacionado tanto coma
decomposicéo dos compostos BTX, como a metabolizacao pelos mi-
cro-organismos dos nutrientes que compuseram o meio.

Entretanto, sabe-se que os fungos filamentosos como Aspergillus
niger sdo capazes de degradar compostos monoaromaticos através do
sistema enzimatico citocromo P-450 mono-oxigenase, no qual um
atomo da molécula de oxigénio presente no meio é incorporado ao
substrato aromatico, enquanto o outro atomo de oxigénio é reduzido
a agua. O oxido de areno formado pode ser metabolizado por duas
vias, sendo que em uma delas ha a isomerizacao para formar fenol
que pode ser conjugado com sulfato, acido gluconico ou glicose ou
ser também metabolizado pelo fungo, conduzindo, principalmente, a
formacao de catecol e de acidos organicos (REINEKE, 2001).

Em outra via de degradacéo, o 6xido de areno formara dihidro-
diol com a configuracéo trans que pode ser convertido a catecol,
metabolito chave da metabolizacdo de varios compostos aromaticos,
pois a partir dele ocorre a quebra do anel aromatico para futura as-
similacdo. Todas essas reacoes indicam a grande quantidade de in-
termediarios da biodegradacdo dos compostos monoaromaticos que

podem estar presentes no meio, acumulando-se ou serem novamente

degradados a novas moléculas até a formagao de CO, e H,O, ou seja,
a completa mineralizacao (REINEKE, 2001).

Farias et al. (2008), visando a remocdo de 100 mg.L" de benzeno
de agua residuaria sintética, contendo 1 g.L!' de glicose e nutrientes,
em reatores em batelada agitada por acao de biomassa dispersa de
Aspergillus niger, alcancaram 82,5% de remocao de DQO em tempo
reacional de 20 dias.

Na presente pesquisa, nos ciclos 3 e 4 (Fase 1), ocorreram as
maiores remocdes de matéria organica, de 93 e 88%, respectivamen-
te, sendo que as mesmas foram alcancadas em tempo reacional muito
menor ao utilizado por Farias et al. (2008), de apenas 7 dias, o que
foi atribuido a imobilizacdo da biomassa fungica no meio suporte, o
que contribui positivamente na adaptacéo dos micro-organismos aos
compostos toxicos (PIETRO et al., 2002).

Ao longo da operacéo do reator, as massas de benzeno, tolueno
e de xileno disponibilizadas inicialmente no meio foram, respecti-
vamente, de 2.108, 1.704 e 168 mg, tendo-se registrado diferen-
ca, entre estes valores e as massas que teoricamente deveriam estar
presentes no meio, de 34% para o benzeno e de 47% para tolueno
e 79% para o xileno, reforcando ainda mais a perda inicial, particu-
larmente, destes dois ultimos.

No caso particular do xileno, este composto apresenta solubili-
dade baixa em 4gua, de apenas 135 mg.L", praticamente insoltuvel
(MAZZEO et al., 2010). Ja o tolueno possui maior dificuldade de
dissolu¢do no meio em relacdo ao benzeno pelo fato do benzeno ser
trés vezes mais soltvel em agua que o tolueno, apresentando solubi-

lidade, respectivamente, de 780 e 535 mg.L".
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A presenca do etanol na agua, o que faz com que aumente a solu-
bilidade dos compostos da gasolina, como benzeno, tolueno e xileno,
para a fase aquosa (DONAIRE, 2007).

Assim, a diferenca entre a massa dos poluentes que foi efetiva-
mente disponibilizada e a que teoricamente deveria estar no meio
indicaria que o etanol, na concentracdo empregada, ndo promoveu a
solubilizacdo completa dos compostos BTX no meio basal, porém os
mesmos, ainda que em concentracdes menores, estavam disponiveis
no meio para assimilacao pelos micro-organismos.

Cabe ressaltar ainda que a perda em relacdo as concentracoes
teoricas dos BTX, inicialmente presentes no meio, poderia ser atri-
buida ndo apenas pela ma dissolucao dos compostos estudados, mas
também por volatilizaczo.

O ensaio de volatilizacéo realizado mostrou que o valor do pH
permaneceu em torno de 4,0=0,2 e, até o quarto dia, nao houve diminui-
¢ao da concentracdo inicial de benzeno, tolueno e xileno, cujas concentra-
coes se mantiveram em 183+ 14, 175+6 e 28+ 3 mg.L"!, respectivamente.
Nos ultimos dois dias ocorreu a diminuicao percentual das concen-
tracoes mencionadas, de 15 (benzeno e tolueno) e 22% (xileno), as
quais podem tém sido por volatilizacdo. Contudo, ressalta-se que,
durante a operacéo do reator com fungos, as remocoes de BTX ocor-
reram quase sempre até o terceiro dia, com as maiores remocdes,
particularmente do primeiro para o segundo dia, nao sendo encon-
trados no meio nos tempos reacionais de cinco, seis e sete dias, o
que poderiam endossar a acao biologica como a principal via para a
remocao dos compostos BTX do meio.

Além disso, a manta empregada como suporte tinha a capacidade
de adsorver 0,024 g de benzeno e 0,03 g de tolueno por grama de
manta e, como as massas de benzeno e tolueno, removidas ao longo
da operacéo do reator foram, respectivamente, de 0,10 e 0,081 g, veri-
ficou-se que, em relacdo ao benzeno, a remocéo via acéo biologica foi
cerca de 4 vezes superior a sua adsorcao pela manta, sendo que, para
o tolueno, este valor foi o triplo da capacidade de adsorcao do suporte.

E importante ressaltar que o sistema ja se encontrava em operacao
para estudo de fase anterior de alimentacio (dados néo apresentados)
que abrangeu 45 dias de duracao, de modo que a massa total de poluen-
tes removidos ao longo da operacéo do reator pode ter sido ainda maior.

Para o reator com fungos, em relacio ao pH, nas fases estudadas
ocorreu a diminuicdo do seu valor de 4,0 até 2,5, ao longo dos ciclos de
operacio, o que foi atribuido a degradacéo de benzeno, tolueno e xileno,
cuja rota de degradacio pelos micro-organismos resulta na formacao de
acidos organicos, bem como da glicose, cossubstrato adicionado.

Ja no primeiro dia de operacio, quando foi registrado pH de 2,9,
verificou-se remocao elevada dos BTX, tendo o meio permanecido
acido até o ultimo dia de operacido, possivelmente, indicando que
os acidos organicos produzidos ainda néo teriam sido consumidos
(KYRIACOU et al., 2005; RODRIGUES et al., 2007).

Jernec e Legisa (2004) afirmaram que em condicdes de acumu-

lo de acidos, como resultado da degradacdo do substrato, sais de

amonio sdo a fonte nitrogenada preferivel pelos fungos e podem ser
rapidamente assimilados do meio. Segundo os autores, a espécie
Aspergillus niger pode assimilar nitrogénio amoniacal do meio, em
culturas em batelada, nas primeiras 24 a 36 horas, em pH 2,5.

Nessa pesquisa foram observadas remocoes elevadas de nitroge-
nio amoniacal, particularmente, na Fase I, quando a concentracao
inicial de amonia no meio era de 189 mg.L"!, alcancando-se percen-
tual médio de remocio de 77%.

Em contraste, o sistema ndo apresentou bons resultados na re-
mocio de nitrato, inicialmente presente no meio na concentracdo de
2,9 mg.L'l. Observou-se tendéncia ao seu acumulo ao longo de todos
os ciclos operacionais.

A remocdo do nitrato realizada pelos fungos ocorre em ambiente
aerobio e, diferentemente das bactérias que requerem ambiente anoxi-
co para conversio do nitrato até nitrogénio gasoso, os fungos transfor-
mam nitrato em nitrito e este em amonio pela acdo das enzimas nitrato
e nitrito reductase, sendo este processo denominado de reducéo desas-
similatoria do nitrato (GRIFFIN, 1994; ESPOSITO; AZEVEDO, 2001).

Assim, o aumento da concentracdo de nitrato observado nesse
trabalho pode estar relacionado a inibicao do processo de reducao
desassimilatoria do nitrato que € realizado pelos fungos sob condi-
coes aerobias. Os fatores que inibem o consumo do nitrato depen-
dem da espécie fungica, das condicoes de cultivo e aeracdo, bem
como pela presenca de outras fontes de nitrogénio, uma vez que ha
utilizacéo preferencial de NH W (ESPOSITO; AZEVEDO, 2001).

Provavelmente, a concentracdo inicial de amonia, de 189 mg.L"!,
reprimiu a utilizacao do nitrato pelos fungos, pois trata-se de concen-
tracdo alta e supre as exigéncias nutricionais destes micro-organismos
em relacdo ao nitrogénio, o que ndo permite a inducao do nitrato
(GRIFFIN, 1994).

Os bons percentuais de remog¢éo de amonia, registrados na Fase
I, podem também ser justificados pela maior disponibilidade da gli-
cose (1 g.L'Y). De acordo com Papagianni e Mattey (2004), a glicose
¢ fermentada no ciclo tricarboxilico e forma o composto intermedia-
rio a-acetogluturato, importante na sintese dos aminoacidos, o qual
reage com o fon amonio, retirado do meio e armazenado no interior
da célula fangica, produzindo glutamato, principal aminoacido do

metabolismo fungico, conforme mostrado na Equacao 2.
NH," + a-acetoglutarato + NADPH — glutamato + NADP )

Desta forma, na Fase I, a maior disponibilidade de glicose resul-
taria em maior producdo de a-acetogluturato, favorecendo a sintese
de aminoacidos e por consequéncia a maior utilizacao do nitrogénio
na forma de amonio.

A utilizaco de NH,* pelos micro-organismos também teria con-
tribuido para a diminuicéo do valor do pH do meio, pois, para que
este fon atravesse a membrana celular externa e entre na célula fungi-

ca, ocorre simultaneamente a liberacao H* do interior da célula para

Eng Sanit Ambient | v.17 n.2 | abr/jun 2012 | 163-170



Biorremediagao de hidrocarbonetos aromaticos por fungos

o meio extracelular, mediada pela acdo da enzima H*-ATPase em sis-
tema de transporte uniport (JERNEC; LEGISA, 2004).

Na Fase II, houve diminuicdo da eficiéncia média de remocao de
amonia (58%), o que pode estar relacionado a diminuicéo da remo-
¢@o de matéria organica carbondcea, registrando-se no final dos ciclos
remoc¢ao média de 65%, contra 78% alcancado na Fase 1.

Semelhantemente, na Fase I, também ocorreu remoc¢do mais efe-
tiva de fosforo, em termos de ortofosfato, obtendo-se remocdo média
de 80%, no final dos ciclos operacionais, sendo que na Fase 1I, este
valor foi de 56%. Embora muitos autores tenham evidenciado ci-
clos de consumo e liberacéo de ortofosfato por fungos (LOPES et dal.,
2008; MELO et al., 2009), nesse trabalho, seu acimulo no meio
foi observado apenas no ciclo 2 (Fase I). De acordo com Jennings
(1995), o ortofosfato é transportado para os vacuiolos, onde ha for-
macao de polifosfatos, sendo este o principal mecanismo pelo qual os
fungos controlam a concentracéo de fosforo no meio.

O pH tem grande influéncia no transporte de fosfato pelos fungos,
de modo que valores abaixo de 5,5 podem favorecer o consumo de orto-
fosfato. Assim, o pH baixo do meio (4 a 2,5) teria contribuido para o al-
cance das boas remocoes de ortofosfato, principalmente na Fase I, quan-
do a remocéo de nitrogénio amoniacal foi mais eficiente, uma vez que o
metabolismo de assimilacdo de fosforo esta relacionado ao de nitrogénio.

As analises de microscopia comprovaram a presenca da espécie
Aspergillus niger. No entanto, foi observada a contaminacéo do re-
ator por outra espécie de fungo, posteriormente identificada como
Penicillium sp. Varias espécies do género Penicilium, assim como de
Aspergillus, tém sido isoladas e identificadas de meios contendo
compostos aromaticos como os BTX. Silva et al. (2007) isolaram
quatro espécies de fungos filamentosos em agua residuaria de pos-
tos de combustiveis, as espécies isoladas foram: Aspergullus flavus,

Cladosporium sp, Penicilium sp e Phoma sp.
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