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RESUMO

Este trabalho ocupa-se do estudo da degradagdo do fenol utilizando
microorganismos selecionados, resultantes do isolamento direto de dguas contaminadas
com compostos fendlicos -ou do enriquecimento seletivo de culturas mistas num reator
em regime continuo. Testa-se microorganismos isolados, selecionados devido sua
habilidade de degradar fenol na presenca de TSB (tryptic soy broth), quanto a
degradagio do fenol contido no-efluente bruto e em um meio sintético contendo fenol
como unica fonte de carbono e energia. Utilizando um reator em regime continuo faz-se
o enriquecimento seletivo, alimentando somente fenol como fonte de carbono e
energia, obtendo-se culturas mistas com microorganismos hébeis na degradagdo do
fenol. Realiza-se ensaios para obtencdo de parametros cinéticos, avaliagdo de condig¢des
de operagdo e comportamento destas culturas microbianas. Experimentos em regime
~descontinuo sdo realizados para se avaliar etapas do enriquecimento seletivo do sistema
em continuo ¢ a influéncia do pH na degradagdo do fenol. De acordo com os resultados
obtidos nos ensaios com a cultura mista resultante, esta apresenta um grande potencial
de aplicagdo em processos de biorremediagdo de solo contaminado com fenol € no
tratamento de efluentes fenolicos com vantagens sobre os sistemas convencionais, como
o aumento da capacidade das estagdes de tratamento de efluentes e a redugfo no volume
de lodo gerado.



1.0 INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com a qualidade de vida que vem sendo- afetada
pela poluicdo ambiental, vem fazendo com que entidades governamentais adotem
medidas de controle da polui¢do, como é o caso da ISO 14000. Uma das preocupagdes
essenciais ligada ao meio ambiente estd relacionada com as substincias quimicas
recalcitrantes que se acumulam no seio de biotipos ou comunidades de seres vivos
aquaticos e tetrestres e sdo responsaveis -por efeitos toxicos ao homem, a flora e a fauna.

Os compostos fenolicos sio um dos principais grupos de substincias
toxicas e de dificil degradagdo presentes em efluentes de varios processos industriais.
Entre os processos que geram efluentes fen6licos podem ser citados: a coqueificagdo do
carvdo, onde os fenéis sdo os principais contaminantes podendo se encontrar até algumas
gramas por lit;o;"daso semelhante sdo as de plantas de gaseificagdo de carvdo mineral ou
vegetal; ’no‘s'processos de branqueamento da celulose onde encontram-se clorofendis;
industrias quimicas que processam resinas fendlicas; e industrias de fabricagdo de
insumos agricolas.

Atualmente no Brasil, a maioria dos problemas de contaminagdo ambiental
por compostos toxicos estdo sem solugdo havendo a necessidade de desenvolvimento ou
a:ldequagﬁo de novas tecnologias. Como exemplo dos avangos da biotecnologia nesta
drea, ¢ interessante citar que ja se encontram no mercado norte americano, culturas
mistas que metabolizam DDT, PCBs ¢ fendis, ou que possuem alta atividade de protease,
lipase ou celulase.

O fenol tem sido utilizado em intmeros estudos da area de biotecnologia
ambiental. Neste trabalho, com o objetivo de estudar a degradagdo de compostos
aromaticos, utiliza-se o fenol como composto modelo, onde se pretende ter conhecimento
sobre o comportamento dos microorganismos na degradagdo do fenol frente as condig¢des
empregadas e comparar com a degradagdo de outros substratos. Com este estudo
pretende-se também, avangar no dominio de técnicas de obtengdo de microorganismos
para o tratamento de efluentes € nas solugdes de problemas de contaminag¢do ambiental
por residuos toxicos.



Neste trabalho, cepas bacterianas isoladas a partir de aguas residuarias de R
minas de carvio e de uma estagdo de tratamento de efluentes, selecionadas apds terem
apresentado melhores resultados na degradagdo do fenol na presenga de TSB(tryptic soy
- broth), foram testadas no efluente bruto e em um meio contendo fenol como tUnica fonte
de carbono.

Utilizando um reator continuo faz-se o enriquecimento seletivo a partir de
uma amostra de lodo coletada numa estagéo industrial usando o sistema de lodo ativado,
fornecendo somente fenol como fonte de carbono e energia, obtendo-se culturas mistas - |
com microorganismos habeis na sua degradaqﬁo:. Realiza-se ensaios para obtengdo de
pardmetros cinéticos, avaliagio de condigdes de operagdo e comportamento destas
culturas microbianas. Experimentos em regime descontinuo sio realizados para se avaliar
etapas do enriquecimento seletivo do sistema em continuo e a influéncia do pH na
degradagdo do fenol. | |



2.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Introducgdo

O objetivo do tratamento bioldgico de efluentes, € a degradagdo, oxidagdo
dos varios substratos constituintes, até a mineralizagio compléta da matéria organica.
Este processo € realizado biologicamente através de uma variedade de microorganismos,
sendo que, o grupo das bactérias € o mais comumente utilizado. Outros grupos de
microorganismos também sdo importantes, tais como os fungos, as algas e os
protozoarios. A matéria organica do efluente € utilizada pelos microorganismos em uma
série de reagdes enzimaticas. As enzimas, agem como catalisadores formando complexos
com o substrato organico que € convertido em um produto especifico. Dois tipos de
enzimas sdo produzidas: enzimas extracelulares, as quais convertem substratos
extracelulares em compostos mais simples permitindo seu transporte para o interior da
célula para posteriores reagdes com as enzimas intracelulares, as quais, estdo diretamente
envolvidas na sintese de material celular e reagdes de liberagdo de energia.

Para que os microorganismos se reproduzam e desempenhem suas fungdes,
o meio devera conter substincias disponiveis para a sintese de material celular e energi;a.
Os microorganismos tém necessidades muito diferentes quanto a composi¢cdo do meio
nutriente, bem como para outras condigdes ambientais.

2.2 Classificagdo dos microorganismos

A seguir apresentam-se algumas caracteristicas dos microorganismos,
componentes do reino dos protistas.

As bactérias, segundo a classificagdo proposta inicialmente por Haeckel,
sdo organismos protistas procaridticos, caracterizados pelo pequeno tamanho (0,5 a 2 ym
de expessura por 1a 8 um de comprimento), sendo em geral, unicelulares. Seu modo de
reprodugdo mais comum ¢ por fissdo binaria. De acordo com a espécie, as células
individuais sdo esféricas, em bastdo ou espiraladas. Certas espécies de células
bacterianas se dispdem em grupamentos, os mais comuns dos quais s30 0s pares, em
grumos, em cadeias e filamentos.

=



Os fungos s3o organismos protistas eucaridticos, geralmente
multicelulares. Exercem papel similar ao das bactérias na economia da natureza, sio
tipicamente consumidores de matéria organica. A reprodugdo sexuada ¢ comum neste
grupo, entretranto, todos os fungos tém algum modo de reprodugdo assexuada. Os fungos
sdo subdivididos em dois grupos: | '

- os chamados fungos verdadeiros ou mofos, os quais produzem unidades
microscopicas chamadas hifas, que coletivamente formam uma massa filamentosa
denominada micélio;

- ¢ as leveduras, que se diferenciam dos fungos verdadeiros por se apresentarem
predominantemente sob a forma unicelular. Sua reprodugdo vegetativa se faz,
geralmente, por gemulagdo (brotamento). Como células simples, as leveduras crescem e
se reproduzem mais rapidamente do que os mofos. Tambeém sdo mais eficientes, numa
base ponderal, na realizagdo de alteragdes quimicas, por causa de sua maior relagio
area/volume. Sd3o facilmente diferenciadas das bactérias em virtude de suas dimensdes
maiores e de suas propriedades morfoldgicas.

Os protozodrios sio organismos protistas eucaridticos, moéveis, que
ocorrem como células isoladas ou na forma de colénias de células. Em geral sdo de
maior porte que as bactérias, e frequentemente se nutrem delas, o que os torna
particularmente uteis para a manutengdo do equilibrio bioldgico nas unidades de
tratamento de efluentes, consumindo bactérias e matéria orginica particulada.

As algas tratam-se de organismos protistas eucarioticos. Se encontram nas
formas unicelular e multicelular. A capacidade de realizar fotossintese € a caracteristica
fisiologica fundamental das algas. S#o importantes para os processos biologicos de
tratamento de efluentes devido a sua habilidade de produzir oxigénio por fotossintese.

2.2.1 Fontes de carbono e energia

Quanto a nutri¢do os microorganismos podem ser divididos em:

- autotrdficos, os que obtém energia via fotossintese ou por oxidagdo de
compostos inorginicos € podem usar dioxido de carbono como principal fonte de
carbono. As algas se caracterizam por realizarem este tipo de nutrigdo.

- heterotrdficos, os que obtém o carbono celular predominantemente de compostos
organicos. Estes compostos orginicos, sdo parcialmente assimilados no material celular
e parcialmente oxidados para o fornecimento de energia. As bactérias, os fungos e os
protozoarios se enquadram predominantemente nesta categoria.



'2.2.2 Nutrientes essenciais

Além de fontes de energia e carbono, os microorganismos necessitam de
nutrientes inorganicos para a sintese do material celular e crescimento. Os nutrientes
inorgdnicos principais, sdo N, S, P, K, Mg, Ca, Fe, Na e Cl. Outros nutrientes, também
chamados de micronutrientes, incluem Zn, Mn, Mo, Se, Co,Cu, Ni, Ve W.

Em adigdo aos nutrientes inorginicos, citados acima, alguns nutrientes
orginicos também podem ser necessarios para alguns microorganismos. Esses nutrientes,
também conhecidos como fatores de crescimento (SCHLEGEL, 1968), sdo compostos
constituintes do material celular organico que ndo podem ser sintetizados de outras fontes
de carbono. Embora as exigéncias com relagdo aos fatores de crescimento sejam
diferentes para cada tipo de microorganismo, em geral pode-se agrupa-los em trés
categorias: Aminoacidos, purinas e pirimidinas e vitaminas.

2.2.3 Necessidade de oxigénio

Todos os microorganismos necessitam de oxigénio, fornecido em forma
combinada , por exemplo da 4gua, diéxido de carbono e de substincias organicas. No
entanto, muitos organismos sio também dependentes do oxigénio molecular (O,). A
principal fungdo do O, ¢ atuar como um receptor terminal de elétrons na respiragio
aerobia. ‘ |

De acordo com a necessidade ou tolerdncia ao oxigénio, podem ser
distiguidos pelo menos trés grupos de microorganismos:

- 0s aerobios obrigatérios, que somente podem obter energia via respiragio
aerobia e sdo dependentes do oxigénio molecular; |

- 0s anaerdbios obrigatérios, somente podem crescer na auséncia de oxigénio.
Para este grupo o oxigénio é toxico;

- anerdbios facultativos, que podem crescer na presenca ou na auséncia de
oxigénio.

Os compostos inorganicos oxidados, tais como nitritos € nitratos, podem
atuar como aceptores de elétrons na auséncia de oxigénio molecular. Processos que
fazem uso destes microorganismos sdo chamados de anoxicos.
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2.2.4 Fatores fisico-quimicos que afetam o crescimento

Certas condi¢gGes ambientais podem tornar mais lenta, inibir, ou ao
contrario, favorecer a nutri¢do, o crescimento ou a multiplicagdo dos microorganismos.
Destes fatores, os de maior importincia sdo a temperatura, pH, concentragdo de oxigénio
€ pressdo osmotica.

Em geral o crescimento 6timo ocorre dentro de uma faixa estreita de
temperatura. Temperaturas abaixo da 6tima, tém efeitos muito mais significativos do que
temperaturas acima desta. De acordo com a faixa 6tima de desenvolvimento, os
microorganismos podem ser classificados em: ‘

- mesdfilos, que se desenvolvem em temperaturas médias.entre 20 OC e 40 OC;
- termofilicos, que se desenvolvem em temperaturas entre 45 OC ¢ 60 °C;
- e psicrdfilos, que se desenvolvem bem, em temperaturas abaixo de 20 °C.

Os ions HY e OH- sd0 os ions de maior mobilidade e pequenas alteragGes em suas
concentragdes causam efeitos significativos ao crescimento microbiano. A obtengdo de
um pH inicial 6timo e a manutengdo deste durante o crescimento de uma cultura é de
grande importancia. A maioria dos organismos crescem melhor quando os ions H e OH-
estdo presentes em concentragdes aproximadamente iguais (pH=7). Todavia, muitas
bactérias preferem valores de pH mais altos e poucas sdo acido tolerantes. Ja os fungos
preferem faixas de pH mais baixos.

A concentragdo de oxigénio € fator determinante para o crescimento

microbiano de acordo com a tolerancia ou a necessidade, conforme exposto no item
2.2.3.

2.3 Crescimento microbiano em cultura pura

O controle efetivo das condi¢des ambientais no tratamento de efluentes ¢
baseado no entendimento dos principios basicos que governam o crescimento “dos
microorganismos. O modelo geral de crescimento microbiano de uma cultura num
sistema fechado, registrando-se a concentragdo de microorganismos em fungdo do tempo,
¢ mostrado na Figura 1. ‘
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Figura 1 - Modelo de curva do crescimento microbiano

Quando ¢é fornecido substrato e nutrientes em excesso a uma certa
quantidade de.inoculo de celulas microbianas, em condi¢des ambientais ideais, pode
ocorrer crescimento irrestrito. Monod (GRAY, 1989) plotou uma curva de crescimento

microbiano mostrada na Figura l da qual, foram definidas seis fases discretas de
desenvolvimento. '

a) Fase Lag: representa a aclimatagdo das células microbianas ao substrato, tendo
a velocidade de crescimento proximo de zero. Os nutrientes sdo transferidos para o
interior das -células e, entdo, o tamanho e a massa das células aumentam, enquanto a
quantidade de enzimas e de acidos nucleicos também aumentam. No entanto,
dependendo do grau de adaptagdo do indculo as condigGes ambientais, a fase lag pode ser
muito pequena ou até ndo existir. As células somente comegam a se dividir quando
alcangam uma concentragio de enzimas apropriada. Uma vez iniciada a divisdo celular, a
densidade da populagdo microbiana aumenta rapidamente.

b) Fase de acelera¢do: o tempo de geragdo diminui e ha um aumento na
velocidade de crescimento, levando a fase exponencial ou fase log.

¢) Fase de crescimento exponencial: Nesta fase, o tempo de geragdo ¢ minimo,
porém constante, com velocidade de crescimento especifico maxima e constante,
resultando num aumento rapido no nimero e massa dos microorganismos. Este € o
periodo em que a conversdo de substrato esta na sua maxima velocidade. As condigdes
de estado estacionario sdo indicadas .pelas razdes de DNA/célula, RNA/célula e



proteina/célula quase constantes. As células se mantém com densidade constante e
tamanho minimo. A velocidade de metabolismo, em particular a velocidade de
crescimento, ¢ limitada somente pela geragdo microbiana e pela sua habilidade de
processar o substrato. A fase exponencial continua até o substrato se tornar limitante.

d) Fase de declinio: A velocidade especifica de crescimento microbiano diminui,
conforme a redugdo da concentragdo de substrato. No caso do sistema descontinuo,
ocorre 0 acamulo de metabdlitos toxicos, ou alteragbes nas concentragdes de nutrientes,
ou nas condigdes ambientais, tais como a concentragdo de oxigénio ou pH, que também
podem ser responsaveis pelo declinio da velocidade de crescimento.

e) Fase estaciondria: Nesta fase a taxa de reprodugéo ¢ aparentemente balanceada
pela taxa de morte. O substrato e os nutrientes necessarios ao crescimento s3o
consumidos € hd uma alta concentragdo de metabdlitos toxicos. Tem sido sugerido que a
maioria das células permanecem vidveis durante esta fase, mas num estado de "animagdo
suspensa” (GRAY, 1989), sem o substrato ou sem as condigdes ambientais necessarias
para continuar a se reproduzir.

f) Fase endigena ou de morte: A densidade microbiana rapidamente diminui, com
uma alta taxa de morte dos microorganismos, resultando num declinio do metabolismo e
consequentemente da remog¢do do substrato. A massa total do protoplasma microbiano
diminui, enquanto as células utilizam seu proprio protoplasma como fonte de energia.
Este fenomeno é denominado de respiragdo enddgena. Quando as células morrem e se
rompem, liberam os constituintes internos da célula havendo entdo uma diminuigdo
continua da concentragdo dos microorganismos '

A curva de crescimento microbiano ndo ¢ uma propriedade basica das
células microbianas, mas é uma resposta as condi¢gdes ambientais dentro de um sistema
fechado. Assim, esta curva ndo ¢é aplicada diretamente em sistema continuo, mas é
possivel manter tais sistemas em uma fase de crescimento em particular, através do
controle da razdo entre substrato e biomassa microbiana.



2.4 Crescimento microbiano em cultura mista

A maioria dos processos de tratamento biologico de efluentes consiste de
populagdes bioldgicas mistas, complexas e inter-relacionadas, com cada microorganismo
em particular, tendo sua propria curva de crescimento. A posigdo € o formato da curva
de crescimento em um sistema em particular, na escala de tempo, depende da
disponibilidade do substrato € nutrientes e, de fatores ambientais, tais como, temperatura,
pH e se o sistema € aerdbio ou anaerobio (GRAY, 1989)

Quando se analisa ou projeta um processo biologico de tratamento de
efluentes, o projetista devera pensar em termos de um ecossistema ou comunidade, € nio
em termos de uma "caixa preta" que contém misteriosos microorganismos.

Atualmente, com os avangos da biotecnologia, tem crescido o emprego de
microorganismos selecionados para aumentar a eficiéncia dos processos convencionais €
no desenvolvimento de novos processos, principalmente no caso de produtos de dificil
degradagdo bioldgica. | |

‘ Numa cultura mista pode ser observado interagdes entre as diferentes
espécies microbianas, tais como mutualismo, competi¢do, comensalismo. e amensalismo
(SCHLEGEL, 1968):

- mutualismo, ocorre quando as espécies crescem mais rapidamente juntas, do que
quando isoladas;

- competigdo, ocorre quando cada espécie exerce uma influéncia negativa na
velocidade de crescimento da outra espécie;

- comensalismo, quando uma espécie se beneficia com os metabolitos da outra.
Ou seja, compostos produzidos por uma espécie aceleram o.crescimento de outra;

- amensalismo, quando ocorre o inverso do comensalismo, isto €, o crescimento
de uma espécie ¢ inibido pela presenga de uma outra. Os efeitos prejudiciais da espécie
ofensiva usualmente sdo devido a sintese de produtos téxicos ou remogdo de nutrientes
essenciais.
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2.5 Cinética de crescimento microbiano

2.5.1 Crescimento celular

O crescimento microbiano pode ser definido matematicamente pela
seguinte relagdo: '
Ry=unX (D

onde: Ry= velocidade de crescimento, massa/volume x tempo
= velocidade especifica de crescimento, tempo-!
X= concentra¢gdo de microorganismos, massa/volume

A equagdo (1) demonstra que a velocidade de crescimento € proporcional a concentragdo
de microorganismos presentes na cultura.

' ) , dX o N
Para um sistema descontinuo a volume constante a5 R, , e partindo da equagdo (1)
tem-se as seguintes expressoes:

dX

ax _1dX
dt

wX @  ou hexar ©

Fazendo-se um balango da massa num reator continuo perfeitamente
agitado (CSTR) e considerando-se que ndo ha microorganismos na alimentagao, resulta-
se na seguinte equacao:

VX _yRr -Qx (4
dt
em regime permanente dvX) _ 0, entdo:
Q
R ==X (§
=y X O

Definindo-se a velocidade de diluigdo como D =% e substituindo na

equagdo (5), resulta na seguinte equagdo: R _=DX (6)

Logo: pu=D (7)
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2.5.2 Consumo de substrato

Num reator descontinuo, a velocidade de consumo do substrato é definida
como a varia¢do da concentragdo do substrato(S) no intervalo de tempo correspondente,
que pode ser representada pela seguinte expressdo:

_4as

Ry=-—-2 8 R = 9
=T ® o - O

onde: Rg¢=velocidade de consumo de substrato, massa/volume x tempo
S=concentragio de substrato, massa/volume

Em um sistema continuo, fazendo-se um balango de massa para o substrato,
considerando reator perfeitamente agitado tem-se:

d(t;s) =-VR,+QS,-QS (10)

&V.S) _ 0, entdo RS=%(SO-S) (11)

em regime permanente

ou R, =D(S,-9) (12)

ou ainda, substituindo a equagdo (7), tem-se:

Rg = (S, '_S) (13)

2.5.3. Rendimento celular.

O fator de conversdo (Y,,), representa a massa de microorganismos

produzida por unidade de massa de substrato consumida.
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Para o sistema descontinuo, este fator pode ser representado
matematicamente por:
AX _dx

Y, == 14 Y, =— (15
x/s AS ( ) ou x/s ds ( )

Conhecendo-se o fator de conversdo pode se representar a taxa de consumo de
substrato em fun¢do da taxa de crescimento,

fazendo: &:—d—x—:Y,/, (16) ou
R, dS
1 1 dX
R,=——R, =——— 17

No caso do sistema em regime continuo, substituindo as expressdes da
velocidade de crescimento (1) e de consumo do substrato (13), resulta na seguinte
expressdo para o fator de conversio: ‘

R DX

X

Yx's T e o
#7 R, D.S,-S)

s

ou

Y, =X/(8,-8) (18)

2.5.4 Modelos de crescimento microbiano

Existem basicamente dois tipos de modelo, os ndo estruturados, onde a
célula € representada por uma unica variavel que € a concentragdo de células e os °
modelos estruturados onde as células sio representadas por mais de uma variavel, como
a concentragdo de proteinas, RNA,DNA, etc. ou, dividem-se em compartimentos agrupados
com determinadas fungdes como os compartimentos genético, de estoque de energia, etc.

Os modelos mais utilizados s#o os ndo estruturados. Neste tipo de modelo é
assumido crescimento balanceado, isto €, a composicdo das células e as atividades
metabolicas permanecem constantes durante o crescimento. Normalmente, esses modelos
procuram representar a velocidade especifica de crescimento (p) através das variaveis
que influenciam o crescimento celular, como a concentragdo de substrato ou nutriente
limitante, pH, temperatura, etc. (FURIGO Jr., 1990)
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Entre os modelos ndo estruturados, os mais simples sio baseados no
modelo proposto por MONOD (1949), onde a velocidade especifica de crescimento é
funcdo de um tnico substrato ou nutriente limitante de crescimento:

=L, (19)

K. +S

s

onde: p=velocidade especifica de crescimento méximo, tempo-!
S=concentra¢io do substrato limitante, massa/volume
K¢=constante do modelo, massa/ volume

Este modelo s6 € valido para o estado estaciondrio ou na fase de
crescimento exponencial de um processo descontinuo, onde os microorganismos estdo em
um pseudo estado estacionario : .

O efeito da concentragio do substrato sobre a taxa especifica de
crescimento é mostrado na figura 2. - |

u A

Hl'lé.x rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 3
Mmax |,,...
2 4

>

= S

Figura 2 - Efeito da concentragdo do substrato sobre a
velocidade especifica de crescimento

ca
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Assim, substituindo o modelo de (i) na equagdo (1) a taxa de crescimento
pode ser escrita na seguinte forma:
S
K +S

RX = u'm X . (20)

Existem modelos, baseados no modelo de Monod que levam em
consideragdo a inibi¢do do crescimento pelo substrato. Um destes, ¢ 0o modelo de
ANDREWS (1968) que considerou o efeito da inibi¢do pelo substrato, expresso pela
seguinte equagdo:

Hy-S
K, +S+S%/K,

p= (21)

onde: K;=constante de inibi¢do, massa/volume

Outros modelos, também baseados no modelo de Monod, que descrevem a

inibi¢do por produtos metabolicos. Um destes modelos € descrito por AIBA & MAKOTS
(1968):

S

K
= S 22

onde: K= constante de inibi¢do do produto, massa/volume
P= concentragio do produto, massa/volume

Os modelos estruturados, devido a sua complexidade advinda de sua
abordagem, ainda n3o apresentam aplica¢des praticas relevantes, restringindo-se até entdo
em fase de trabalhos académicos (FURIGO Jr., 1990).

2.5.5 Modelagem do crescimento celular em cultura mista

A complexidade envolvida nos processos de cultura microbiana mista
dificulta a modelagem matematica, principalmente no caso de tratamento de efluentes
onde existe uma diversidade de espécies, além de todos os problemas de hidrodinamica
destes sistemas. '



Como exemplo de estudo de modelagem envolvendo cultura mista, pode
ser citado o trabalho de BREUSEGEM & BASTIN (1990), onde os autores utilizaram
uma cultura com duas espécies de micoorganismos € relacionaram o crescimento com o
perfil de temperatura e de pH. Em um outro traballho, PAVLOV & KEVREKIDS
(1990) fizeram uma modelagem para verificar a possibilidade de coexisténcia de duas
espécies microbianas competitivas em um reator de mistura continuo a concentragdo
constante. No entanto estes exemplos tratam da modelagem em sistemas com condigbes
controladas e isoladas das influéncias do meio ambiente, o que ndo é o caso do
tratamento de efluentes. ‘

As equagles utilizadas em projetos e modelagem para o tratamento de
efluentes consideram uma unica variavel para representar a comunidade microbiana
envolvida no processo. Os compostos organicos que compdem os efluentes também sdo
representados por uma Gnica variavel, como se tratasse de um {inico substrato.

O processo de lodo ativado, que ¢ um dos sistemas de tratamento de
efluentes mais utilizados, tem comportamento que se aproxima ao de um reator de
mistura (CSTR). Assim, os estudos em escala de laboratério sobre o sistema de lodo
ativado sdo realizados utilizando o modelo do reator de mistura. Este processo se baseia
numa alta concentragdo de microorganismos em contato com o efluente sob agitagdo e
aeragao.

Outros processos de tratamento de efluentes que sdo bastante utilizados sdo
as lagoas de estabilizagdo e os sistemas de filtro biologico.

\

2.6 O uso de microorganismos no tratamento de efluentes

O processso de tratamento de efluentes convencional faz uso de
microorganismos que se desenvolvem naturalmente no sistema. Pouca atengdo tem sido
dada no sentido de otimizar os organismos envolvidos. Uma técnica que tem se mostrado
promissora para aumentar a eficiéncia dos processos de tratamento de efluentes, ¢ a
inoculagdo de microorganismos que tenham sido selecionados especialmente para um
processo de tratamento de efluentes em particular.

Embora microorganismos selecionados possam encontrar aplicagdo no
~ tratamento de efluente doméstico, como diminuir o tempo de partida de sistemas, o
. potencial de aplicagdo é muito maior no tratamento de rejeitos especiais, ou no
wvazamento acidental da industria quimica. Tais despejos frequentemente ndo podem ser
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canalizados para sistemas de tratamento comum, pois a toxicidade e a falta de
/biodegradabilidade comprometeriam a atuagdo do organismos nio adaptados.

Os problemas mais frequentes nos sistemas convencionais sdo:

- O "bulking", que ocorre nos sistemas de lodo ativado, que é o fenémeno onde os.
microorganismos filamentosos crescem dos flocos de lodo formando macro-estruturas,
interferindo com a sedimentagdo do lodo, chegando até o comprometimento do
desempenho do sistema. As causas deste fendmeno sdo atribuidas a falta de oxigenagdo,
presenga de metais pesados e compostos organicos toxicos;

- O excesso de lodo produzido, atribuido a uma alta taxa de morte dos
/ microorganismos como consequéncia da baixa resisténcia destes organismos frente a
‘ variagdes de concentragdo, pH, vazdo, temperatura, etc;

- Camadas de gordura nos sistemas de lagoas, que se formam devido a baixa
solubilidade das moléculas lipidicas poliméricas, que necessitam de microorganismos
especificos que produzam enzimas extracelulares para a sua transformag¢do em
moléculas menores € assimilaveis;

- Compostos-nitrogenados como nitrogénio amoniacal, nitritos e nitratos, que
frequentemente sido encontrados na saida dos sistemas de tratamento em concentragdes
ainda potencialmente poluidoras do meio ambiente. Neste caso, a falta de condigdes
favoraveis ao crescimento dos microorganismos especificos responsaveis pelas diferentes
/etapas de degradagao, faz com que estes compostos ndo sejam eliminados.

/ - Um grande namero de substincias constituintes do efluente industrial como
organoclorados, fendis e polifendis, cianetos e tiocianatos, pesticidas, hidrocarbonetos e
metais pesados sdo dificeis de serem degradados por via bioldgica. A velocidade de
degradagdo ¢ baixa quando comparada a efluentes tais como esgoto doméstico, efluentes
de indastrias alimenticias, com sistemas operando em condi¢les similares. A aplicagdo
pura e simples de determinados conceitos estabelecidos na 4area de tratamento de
efluentes industriais, é a principal razdo do insucesso do sistema.

A presenga de poluentes pertencentes aos grupos citados acima, mesmo a
baixas concentragdes, muitas vezes levam ao ndo funcionamento ou necessitam longos
tempos de residéncia para seu tratamento.

\

AN
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Com os avangos da biotecnologia, empregando microorganismos
selecionados, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de otimizagdo de
sistemas, principalmente no que se refere a redugdo do tempo de residéncia necessario,
reducdo do tamanho das estagdes de tratamento, redugdo do consumo de oxigénio,
redugdio da quantidade de lodo gerado e a eliminagdo de substincias especificas.

De acordo com a literatura, a degradagdo bioldgica de compostos de dificil
degradagdo, como fendis, cianetos, tiocianatos, etc., ¢ de provavel responsabilidade dos
organismos que sobrevivem nos efluentes contaminados com tais tipos de poluentes
(RUBIN & ALEXANDER, 1993; BARTHOLOMEW & PFAENDER, 1983). Segundo
BALDI et al (1991) o potencial de degradagio dos poluentes € uma caracteristica que se
pode observar em espécies expostas a condigdes extremas de temperatura, acidez,
concentragio de poluentes, etc.

Este potencial vem sendo estudado em varios paises. Alguns
microorganismos sdo hoje utilizados na recuperagdo do meio ambiente ou bioremediagio
(KARGI, 1986; HERBES, 1981; GODDRD & BULL, 1989). Como exemplo dessa
tecnologia, pode ser citado o processo desenvolvido com uma linhagem de
Pseudomonas putida, contendo plasmidio com codificagdo capaz de degradar octano,
xileno, metil-xileno e camfor (KRUGUER, 1989).

Ha um grande numero de trabalhos publicados, envolvendo
microorganismos selecionados para a biodegradagdo de compostos de dificil degradagio
biologica:

- SPAIN & NISHINO (1987), isolaram bactérias de uma espécie das
Pseudomonas, a partir de amostras de esgoto doméstico e utilizaram na biodegradacdo de
1,4-Diclorobenzeno.

- BURBACK & PERRY (1993), em um estudo com a cepa Mycobacterium
vaccae, constataram que estes microorganismos podem ser capazes de catabolizar uma
variedade de contaminantes comuns de aguas subterraneas. Entre outros, foram testados
acetona, ciclohexano, estireno, benzeno, etilbenzeno, propilbenzeno e tolueno. Somente
acetona e tolueno se comportam como substratos de crescimento.

- HAVEL & REINEKE (1993), ap6s enriquecimento seletivo dos microorganismos
de uma combinagdo de amostras de solo, utilizaram uma cultura mista, composta por
Arthrobacter sp. e, Micrococcus sp. Esta cultura mista foi capaz de degradar totalmente
acetofenonas cloradas, que sdo poluentes comuns que aparecem como subprodutos da
biodegradagdo de PCBs (bifenis policlorados).

~ - Um microorganismo que tem sido empregado em uma série de trabathos
envolvendo a degradagio de poluentes ambientais de dificil degradagdo é o fungo
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Phanerochaete chrysosporium que em certas condi¢des produz a ligninase responsavel
pela degradagdo enzimatica da lignina (VALLI & GOLD, 1991, HAMMEL, 1989;
ALIC, 1987; BUMPUS, 1985; HUYNH, 1985)

—

2.7. Estudo da degradacdo biologica de fenois

‘O fenol, polifenois e seus derivados, sdo poluentes ambientais amplamente
distribuidos, devido a presenga destes compostos em efluentes de muitos processos
industriais. Entre estes processos, tem-se refinaria de o6leos, plantas petroquimicas,
indistrias de conversdo de carvdo, industrias de resinas fendlicas, e branqueamento de
papel. Devido a sua toxicidade a maioria dos microorganismos, os compostos fendlicos
frequentemente sdo responsaveis pelo mau funcionamento de estagdes de tratamento de
efluentes, inibindo o crescimento microbiano. A preocupagéo de se encontrar solugdes
para os problemas existentes ou evitar a contaminagdo do meio ambiente, muitos estudos
de biodegradagdo de compostos fendlicos tém sido desenvolvido. y

Muitos trabalhos envolvendo a degradagdo de compostos fendlicos utilizam
o lodo de sistemas de tratamento de efluentes como indculo, cuja composi¢do microbiana
¢ desconhecida: _

- BELTRAME et al (1984), em um estudo sobre a influéncia da concentragio de
alimentagdo sobre a cinética da biodegradagdo do fenol em um reator de mistura
continuo, teve como indculo o lodo de uma mistura de amostras de sistemas de lodo
ativado de tratamento de efluentes doméstico e industriais;

- BELTRAME et al (1988), empregando o lodo de um sistema de tratamento de
efluentes, condicionado ao fenol como unica fonte de carbono, estudou a degradagdo de
fenol na presenca de clorofendis; ‘

- KHOURY et al (1992), para o estudo da degradagdo anaerdbia do fenol sob
condigdes denitrificantes, utilizou uma cultura mista que teve origem no lodo ativado de
uma estagdo de esgoto doméstico; ,

- Dois outros trabalhos encontrados na literatura, que utilizam este tipo de indculo
sdo os de HOLLADAY (1978) e BELTRAME et al (1980).

Culturas mistas, compostas por microorganismos previamente isolados e
testados, tém sido empregadas para estudos de degrada¢do de derivados fendlicos e para
investigar interagdes entre espécies microbianas diferentes:
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- JONES & CARRINGTON (1971), a partir de trés cepas.isoladas, sendo duas
delas degradadoras de fenol e uma de tiocianato, investigaram a influéncia de uma cepa
sobre as outras e das concentragdes dos substratos;

- YANG & HUMPHREY (1975), em um estudo sobre a degradagio do fenol,
utilizaram uma cultura mista formada por Pseudomonas putida e pela cepa de levedura
Trichosporum cutaneo. Neste trabalho investigou-se a dinimica e a estabilidade da

degradagdo do fenol em um reator de mistura continuo utilizando cultura microbiana
mista.

Ha um grande numero de trabalhos envolvendo a degradagdo de compostos

fenolicos com microorganismos isolados: :

- KOROL et al (1991), com o objetivo de obter microorganismos potencialmente
degradadores de fenol e derivados fendlicos em condi¢gdes mais rigorosas como as
encontradas em efluentes industriais, isolaram trés cepas bacterianas dégradadoras de
p-clorofendis. As cepas foram isoladas a partir de amostras coletadas de rios poluidos,
apos enriquecimento seletivo tendo fenol como unica fonte de carbono;

- SPIKER et al (1992), estudaram a oxidagdo de substratos fendlicos e ndo
fenodlicos com a cepa Streptomyces viridosporus T7A;

- HYNTEREGGER et al (1992), em um estudo sobre a degradagdo de fenol e
derivados fendlicos utilizaram a cepa Pseudomonas putida EKIIL.

Alguns trabalhos utilizam o fenol para enriquecimento seletivo de
microorganismos potencialmente degradadores de compostos arométicos de estrutura
semelhante, atuando como um indutor de enzimas:

- Em um estudo sobre uma comunidadade microbiana aquatica aclimatada em
fenol para posterior verificagdo da biodegradagio d_é fen6is monosubstituidos, SHIMP &
PFAENDER (1987) verificaram que a cultura microbiana mista adaptada ao fenol como
tnica fonte de carbono foi capaz de degradar compostos aromaticos estruturalmente
relacionados como m-cresol, m-aminofenol e p-clorofenol. .

- DAPAAH & HILL (1992), estudaram o comportamento do crescimento dinamico
de Pseudomonas putida com inoculagdes de em um meio contendo concentragdes
inibitorias de misturas de fenol e monoclorofendis. A fase de crescimento logaritimica s6
foi observada quando os monoclorofendis foram cometabolizados com fenol.

Encontram-se na literatura trabalhos envolvendo o estudo cinético da

biodegradagdo de fendis, entre os quais podem ser citados: SAEZ & RITTMANN (1991)
e HUTCHINSON & ROBINSON (1988).
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Ha alguns trabalhos utilizando compostos fendlicos para estudar a
influéncia da estrutura do substrato, tipo de substitui¢do no anel aromatico, sobre a
biodegradabilidade destes compostos; MENKE & REHM (1992), BELTRAME et al
- (1988) e BELTRAME et al (1989). ‘
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3.0 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho foram realizados varios experimentos para o estudo da
degradacéo bioldgica de compostos fenodlicos, empregando microorganismos de cultura pura
e mista. Os microoganismos de cultura pura foram testados na degradagdo de fendis
contidos em efluente industral e em solugdes de fenol como composto modelo e tinica fonte
de carbono. '

A cultura microbiana mista, foi testada em solugdo de fenol, em um reator de
- regime continuo. Utilizando-se como indculo amostras do reator em continuo, foram
realizados alguns ensaios em regime descontinuo para estudar efeitos da concentragdo inicial
de fenol e pH - para avaliar alteragdes no comportamento das cepas predominantes no
sistema continuo. | |

3.1 METODOS ANALITICOS

3.1.1 Demanda Quimica de Oxigénio (DQQO)

Durante os experimentos acompanhou-se a redugdo do teor de material
organico. Para isso, coletava-se a amostra, diluia-se, filtrava-se em membrana de 0,45
microns (Millipore) para separagdo da biomassa e entdo, determinava-se a DQO através do
método de refluxo do dicromato de potassio, conforme descrito na norma NBR 10357. Um
digestor (Quimis modelo Q-325-27) foi utilizado para a digestdo da amostra.

3.1.2 Analise de fendis -

Apbs a filtragdo da amostra (membrana de 0,45 microns) determinava-se a
concentragdo pelo método da Amino-antipirina, conforme descrito na norma AFNOR T 90-
109.
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3.1.3 Crescimento dos Micreorganismos

Densidade Otica (D.0.): Para acompanhar o crescimento microbiano por
densidade otica foi utilizado um espectrofotometro B280.(Micronal) a 540 nm. Em fungdo
das dificuldades na obtengdo de quantidade de massa seca, suficiente para determinagio de
curvas absorbancia/concentragdo, os dados apresentados sdo apenas de absorbéincia.

Determinacio da Massa Seca: Para acompanhar a concentragdo microbiana
através do método da massa seca, filtrava-se a amostra em membrana de 0,45 microns
(Millipore) e mantinha-se por duas horas a 104 + 1 9C, de acordo com a norma NBR 10664

3.2 MEIOS DE CULTURA

3.2.1 Meio de Nutrientes

Para garantir os nutrientes inorginicos essenciais a sintese celular e ao
crescimento, preparou-se uma solugdo estoque com a relagdo N-P-K de 10-4-1
(SCHOBORN, 1986). Os compostos utilizados na formulagdo da solugdo estoque e suas
respectivas concentra¢des estdo listados a seguir:

(NH4)2S504 - 15,76 g/l
(NH4)H2PO4 4,66 g/l
KH,PO4 1,.36 g/l

Para se manter uma relagdo C-N de 100 - 10, utilizou-se 20 ml de solugdo
por grama de fenol ou 25,56 ml de solugido por grama de carbono.



3.2.2 Meio‘ de Sais

Preparou-se um meio de sais, também utilizado para garantir as necessidades |
microbianas (RAIZER, 1991), cuja composi¢io resultante ¢ a seguinte:

NH4Cl1 0,1564 g/l
CaCl».2H»>O 0,1922 ¢/
NaCl 0,1910 g/
KNaC4H406.4H20 0,4158 g/l
KHyPO4 0,7520 g/l
ZnS04.7TH>O 0,2324 ¢/
NaNO3 0,6054 g/1
MgS0O4.7H>0 0,1594 g/1

3.3 ENSAIOS COM MICROORGANISMOS ISOLADOS A PARTIR DE AGUAS
CONTAMINADAS COM FENOL

Uma das cepas utilizadas, denominada neste trabalho de cepa 304, foi
identificada pelo sistema API 20 NE (Biomerieux), como Acinetobacter calcoacéticus var.
anitratus (BARBOSA, 1993). o

As duas outras cepas utilizadas, denominadas de cepa 185 e 103, ndo foram
identificadas.

As cepas foram isoladas seguindo o método de diluigdo em placas (Barbosa,
1993).

A preservagdo das cepas era feita em meio solido contendo TSB 2,5 g/l
fenol 0,5 g/ e agar 15 g/l e mantidas em geladeira a 4 °C (BARBOSA, 1993).

Para a preparagdo do inoculo, as bactérias eram semeadas em um meio
contendo agua, TSB 2,5 g/l e fenol 0,5 g/l . A seguir, mantinha-se sob agitagdo até quase
consumo total do fenol, com o objetivo de obter um inéculo com microorganismos em ‘favse
exponencial de crescimento. O periodo necessario para atingir o objetivo désejado era de 24
a 48 horas. Uma variagio quanto ao tipo de indculo utilizado consistia em acrescentar ao
meio descrito acima, efluente esterelizado.




24

3.3.1 Ensaios com efluente bruto

O efluente bruto empregado nestes ensaios possuia a seguinte composi¢do e

concentragao: :
‘ - Fenol 1000 - 3000 mg/l

-CN~. 30 - 100 mg/1
- SCN- 100 - 800 mg/1
- Cresois (0, m, p) 200 - 600 mg/1
-DQO 5000 - 20000 mg/1
- DBO 3500 - 15000 mg/1
-pH 9-11
- Amonia total 2000 - 4000 mg/1

EXPERIMENTO 1. . |

Neste ensaio os microorganismos foram testados em efluentes da gaseificagdo
do carvdo de uma indastria cerdmica, contendo alto teor de fendis (fenol, cresol, polifendis,
etc.). _ : '
Foram utilizados trés Erlenmeyers de 500 ml com sistema para injegdo de ar,
equipado com difusores de ar e também providos de tampa asséptica. O ar inicialmente
passava por um filtro com uma camada densa de algoddo, para retengio de microorganismos
e impurezas. A agita¢do do meio era promovida pela propria inje¢do de ar. Cada Erlenmeyer
foi alimentado com 400 ml de solucdo de 35 % (v/v) de efluente bruto ndo esterelizado e 2,5
g/l de TSB. Num Erlenmeyer adicionou-se 20 ml de indculo da cepa 103, em outro 20 ml de
inoculo da cepa 185 e no terceiro, ndo foi inoculado microorganismo selecionado para
acompanhar a redugﬁb_da DQO pelos microorganismos presentes no proprio efluente.

EXPERIMENTO II.
Trata-se da continuagdo do experimento I, porém, com o meio de cultura

diluido duas vezes afim de verificar a influéncia da concentragdo de fenol na eficiéncia da
redugdo da DQO.
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EXPERIMENTO III.

Neste teste, repetiu-se o experimento I, porém, com uma solugdo de efluente
de apenas 12%(v/v).

3.3.2 Ensaios com fenol como Gnica fonte de carbono

EXPERIMENTO IV.

Este experimento foi realizado para estudos dos microorganismos isolados
tendo somente o fenol como fonte de carbono. ‘ _ '

Utilizou-se dois Erlenmeyers de 500 ml equipados com sistema de injegdo de
ar, semelhante ao experimento I, agitador magnético ¢ banho termostatizado, mantendo a
temperatura a 25°C. Em cada Erlenmeyer alimentou-se 350 ml do meio em estudo,
contendo 400 mg/l de fenol. Adicionou-se também 5 ml da solugdo de sais, descrita
anteriormente. Num dos Erlenmeyers adicionou-se 20 ml de indculo com a cepa 103 e no
outro 20 ml de in6culo com a cepa 185.

Neste teste, acompanhou-se a DQO, concentragio do fenol e a densidade dtica.

EXPERIMENTO V:

Neste ensaio, preparou-se dois litros de meio de cultura contendo 0,8 g de
fenol, 16 ml de solugdo de nutrientes e 3 ml de meio de sais. Em cinco Erlenmeyers de
500 ml com 400 ml do meio descrito acima € inoculou-se em cada um destes, 20 ml de
inoculo de uma das seguintes cepas: cepa 103 ; cepa 185; cepa 304; para efeitos de
comparagdo um dos Erlenmeyers foi utilizado para o ensaio em branco; € no quinto foi
adicionado 20 ml de inéculo, coletado do reator em regime continuo (cultura mista). Os
frascos eram equipados com tampa asséptica ¢ mantidos sob agitagdo a 25°C em um Shaker
(ETICA modelo 501). A inje¢do de ar era realizada de maneira semelhante aos
experimentos anteriores. _

As variaveis acompanhadas foram a concentragdo de fenol, densidade dtica e
DQO. O pH foi medido no inicio e final do experimento.
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EXPERIMENTO VI

Neste ensaio, realizado sob condi¢des de agitagdo, aeragdio e temperatura
semelhantes ao anterior, a cepa microbiana 304 foi testada a diferentes concentragdes de
fenol.

Preparou-se 2 litros de meio de cultura contendo 1,0 g/l de fenol, 20 ml de
meio de nutrientes, 4 ml de meio de sais. Fazendo-se as diluigdes necessarias adicionou-se
400ml de meio em cada Erlenmeyer com concentragéo de fenol de 1000 mg/1, 800 mg/1, 600
mg/l, 400 mg/l e 200 mg/l. Apds esterilizagdo adicionou-se 25 ml de indculo em cada
frasco.

Foi acompanhado a concentragdo de fenol, DQO, crescimento por densidade
Gtica e pH. '

Um resumo dos experimentos empregando microorganismos isolados a partir
de aguas contaminadas com fenol ¢ apresentado na Tabela 1.



Tabela 1- Resumo dos experimentos envolvendo microorganismos de cultura pura

EXPERIMENTO Fonte de Meio Temp. Vol. Inéc. ABS.Inéc Duracio
Cepa  Carbono (°C) (ml) (il 1:10)  (dias)
exp. I 185 efluente TSB amb. 20 11
bruto 35% . ‘
103 " " " 20 1 1
branco " " " 0 11
exp. 11 185 efluente TSB amb. 0 20
bruto 18%
103 " " L] 0 . 20
branco " " " 0 . 20
exp. 111 185 efluente TSB amb. 20 11
bruto 12%
103 " " " 20 11
branco " " " 20 1
exp. IV 185 fenol meio de 25 20 13
400 mg/l sais .
103 " 25 20 13
exp V 185 fenol -meio de 25 20 0,301 5
400 mg/l | nutrientes ,
103 " " 25 20 0,155 5
304 " " 25 20 - 0,196 5
cultura " " 25 20 0,230 5
mista
branco " " 25 20 0,0 5
exp. VI 304 fenol meio de 25 20 0,106 3
’ 200 mg/l | nutrientes
" fenol " 25 20 " 3
400 mg/1
" fenol " 25 20 " 3
600 mg/1
" fenol " 25 20 " 3
800 mg/1
" fenol " 25 20 " 3
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3.4 ENSAIOS COM MICROORGANISMOS DE CULTURA MISTA

A cultura mista foi obtida de uma amostra de lodo de uma estagdo industrial de
tratamento de efluentes, onde os principais contaminantes sdo os residuos fenolicos. A
cultura (inéculo) foi aclimatada no laboratério utilizando um sistema de reatores em série,
aerados através da injegdo de ar garantindo a concentragdo de oxigénio dissolvido em
excesso e a perfeita agitagdo do meio. -

Do decantador, instalado na saida deste conjunto de reatores, através de um bomba
peristaltica (Cole Parmer modelo 7550-62), promovia-se o retorno da blomassa
proporcionando concentragdes adequadas ao bom funcionamento do sistema.

Foram realizadas analises de DQO e fenol, contidos na saida final da série de
reatores, utilizando a metodologia descrita no item 3.1.

Apds um més de aclimatagdo dos microorganismos, foram coletadas amostras de
biomassa do decantador e filtradas em membrana de 0,45 microns (Millipore). O material
retido foi lavado e dispersdo em agua de torneira. Esta suspensdo, denominada de cultura
mista MA foi empregada como indculo dos experimentos no reator em regime continuo.

Os experimentos em regime continuo foram realizados com os objetivos de
enriquecimento seletivo de microorganismos de interesse, adaptagdo de microorganismos
selvagens a um meio artificial contendo somente fenol como fonte de carbono,
caracterizagdo das culturas predominantes e o estudo do comportamento destas culturas
frente a variagdes hidrodinamicas ou de composigdo do sistema em estudo. -

Antes de iniciar os experimentos com a cultura mista, foi realizado um plaqueamento
em meio gel TSA(trypitic soy agar) com fenol e foi observado a morfologia das colonias
para acompanhar a evolugdo seletiva dos microorganismos mais adaptados.

A cultura mista do reator de regime continuo foi testada num sistema de regime
descontinuo, com o interesse de investigar os efeitos da concentragdo inicial do fenol sobre
0s microorganismos predominantes.

O in6culo empregado nos ensaios em regime descontinuo, € proveniente do
proprio efluente do sistema em regime continuo. Este procedimento, ¢ aplicado, também
com o objetivo de comprovar um método alternativo proposto por SAEZ & RITTMANN
(1991) para obtengdo de indculos com caracteristicas semelhantes para a realizagdo de
experimentos em regime descontinuo com pouca interferéncia de efeitos iniciais.
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3.4.1 Ensaios utilizando culturas microbianas mistas em sistema de regime continuo

EXPERIMENTO VIL

Para a realiza¢do deste experimento em sistema de cultura em regime conﬁnuo
foi empregado um tanque em acrilico de 4.7 litros com inje¢do de ar, dotado de filtro e
bomba peristaltica [;ara a alimentagdo da solugio de fenol. A agitacdo do meio era
promovida pelo proprio ar, favorecida pelo formato do tanque, conforme pode ser obsevado
na Figura 3. O reator foi adaptado dentro de um banho termostatizado e a temperatura
mantidaa25°C. ‘ . . , '

Iniciou-se o processo adicionando no reator 140 ml de indculo a 1600 mg/1 de
massa seca e completando para 4 litros de meio de cultura com 4gua da torneira.
. A solugdo de alimentagdo foi preparada com meio de sais (item 3.2.2) e 500
mg/1 de fenol como unica fonte de carbono.

A vazio de alimentagio inicial era de 0.34 ml/min. (tempo de retengdo
hidraulico de 10 dias) e estava programado para um aumento de 10% a cada dia.

Foi acompanhada a concentrégéo de fenol, DQO e a concentragdo de massa
seca. : :

" No inicio do experimento, até completar 4.7 litros, o regime de operagdo foi de

batelada alimentada, e a seguir continuo.

— Saida
Bomba
P gristéltica
M
Banha
Termostatizado

Figura 3 - Esbogo do reator de mistura continuo com aera¢io
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EXPERIMENTO VIII - com reciclo.

Semelhante ao sistema anteri.or; com excessdo da instalagdo de um decantador
com volume util de 2 litros na saida do reator e uma bomba dosadora (Cole Parmer modelo
7550-62), para reciclo de lodo, tendo como objetivo aumentar a concentragdo de biomassa
no reator, conforme pode ser observado na Figura 4. A razdo de reciclo era mantida em trés
vezes a vazdo de alimentag&o. '

Bomba _ .
Dosadora
_@— Bomba de
Reciclo
h e >
Estoque | Termostatizado

Figura 4 - Esbogo do reator de mistura continuo com aeragao e reciclo de biomassa

A solugdo de alimentagdo, continha fenol como unica fonte de carbono,
nutrientes na relagdo citada anteriormente (item 3.2.1) e meio de sais. A concentragdo de
fenol inicialmente era de 500 mg/l ¢ no decorrer do experimento foi aumentada para 800
mg/1. v |

Os dados de concentragdo de fenol na alimentagdo e tempo de retengdo
hidraulico (TRH), sdo apresentados na Figura 5.

Apés quinze dias de operagdo, foi realizado estudo para verificagdo das
alteragGes quanto a composi¢do microbiana e a evolu¢do do processo de sele¢do dos
microorganismos de interesse. v

Devido a dificuldade de estabilizar a concentra¢io de biomassa no sistema, foi
trocado o decantador de 2 litros por um de 260 ml. |
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Figura S - Dados de cOri(“:entraqﬁorde fenol na alimentagéo e tempo de retengio
hidraulico (TRH) do reator continuo com reciclo.
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EXPERIMENTO VIII - sem reciclo.

Trata-se do sistema em regime continuo porém, operando novamente sem
decantador e sem reciclo. O sistema de reciclo estava dificultando a determinagdo do fator de -
conversdo de substrato em biomassa devido a oscilagdo da concentragdo de massa seca. -

Este experimento foi iniciado com uma vazdo de alimentagdo de 2 l/dia
com 800 mg/l de fenol. A vazdo foi sendo aumentada lentamente, sempre verificando se o
fenol na saida mantinha-se proximo de zero, até atingir uma vazdo de 5 l/dia. A partir de
entdo, foram investigados estados estacionarios com fenol a 800 mg/l e 1200 mg/l. Na
Figura 6, sdo apresentados os dados de concentragdo de fenol na alimentagdo ¢ TRH.
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0
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Figura 6 - Dados de concentragdo de fenol na alimentagdo e tempo de retengdo

hidraulico (TRH) do reator continuo sem reciclo

A degradagdo do fenol com a cultura microbiana em estudo, tinha como
conseduéncia a redugéo do pH. Em razdo disto foram determinados estados estacionarios,
alterando-se a vazdo de alimentagiio, com controle de pH pela adigio de uma solugio de
hidroxido de sddio. Utilizando-se a solugdo de hidroxido de sodio 0,025 N e fazendo-se o
acompanhamento do pH, determinou-se o consumo desta solugdo, 68,5 ml por grama de

fenol consumido, para que o pH se mantivesse entre 3 e 4.

Um resumo dos experimentos realizados com microorganismos de cultura

mista no reator continuo € apresentados na Tabela 2.

32
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Tabela 2 - Resumo dos experimentos realizados em sistema de regime continuo
empregando microorganismos de cultura mista

Alimentacio Temperat. Condicdes Regime
EXPERIMENTO Cepa (Meio de Nutrientes (°C) de pH continuo
cultura)
exp. VII cultura fenol [ e 25 sem sem reciclo
mista 500 mgy1 controle
exp. VI - cultura | fenol meio de 25 sem | com
mista 500 mg/l nutrientes controle reciclo
fenol 25 ‘
” 800 mg/l " . L "
cultura fenol meio de 25 - sem sem reciclo
mista 800 mg/1 nutrientes controle
fenol
" 1200 mg/i " " " !
fenol . com
" : 1000 mg/1 " " controle "

3.4.2 Ensaios com culturas microbianas mistas em sistema de regime descontinuo

Para a realizagdo dos experimentos em regime descontinuo-foi empregado um
tanque em acrilico de 4,0 litros, com formato semelhante ao descrito nos experimentos de
regime continuo. O ar era injetado pela base do tanque para que este promovesse a aeragdo e
agitacdo do meio de cultura. Semelhante aos experimentos anteriores, inicialmente o ar
passava por um filtro para apés ser injetado no reator. ’ _

Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente e sem controle de
pH. _ :

O meio de cultura utilizado em todos os experimentos consistia de fenol em
torno de 500 mg/l, solugdo de nutrientes 20 ml por grama de fenol e meio de sais.
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EXPERIMENTO IX.

No primeiro ensaio em regime descontinuo foi empregado o indculo coletado
da saida do reator continuo (cultura mista MB), onde o proprio efluente foi utilizado. O teor
de massa seca inicial utilizado foi de 310 mg/l. Neste experimento foi acompanhado a
c'oncentrac;io de fenol e a DQO. Nio foi acompanhado o pH.

EXPERIMENTO X.

O inoculo utilizado para a realizagdo deste ensaio também foi coletado na
saida do reator continuo (cultura mista MB). No entanto, antes de iniciar o experimento o
mesmo foi neutralizado para um pH = 6 com hidroxido de sédio. O teor de massa seca
inicial deste ensaio foi de 372 mg/l. Neste ensaio foi acompanhado a concentragdo de
- fenol e o pH.

EXPERIMENTO XI.

_ Neste ensaio, além do efluente do reator continuo utilizou-se uma parte de
biomassa mantida em estoque para formar um indculo inicial com maior concentragdo de
biomassa. A cultura microbiana utilizada neste ensaio era a cultura mista MC. O teor de -
massa seca inicial utilizado foi 480 mg/l.

EXPERIMENTO XII.

, Com o objetivo de compreender melhor a influéncia do pH sobre a velocidade
da biodegradagdo do fenol, este ensaio foi iniciado com pH=3, pois os outros ensaios em
regime descontinuo, foram realizados com pH mais elevado. A formag@o do indculo deste
experimento foi semelhante ao anterior, atingindo wum teor de massa seca inicial de 535

mg/l.

Um resumo dos experimentos realizados em sistema de regime descontinuo
empregando microorganismos de cultura mista € apresentado na Tabela 3.



Tabela 3 - Resumo dos experimentos realizados em sistema de regime descontinuo
empregando microorganismos de cultura mista

Meio de pH pH  Sélidos Origem do inéculo
EXPERIMENTO Cepa  cultura inicial final susp. inicio
© (mg/D) :
exp. IX cultura fenol 500 - - 310 reator continuo
mista mgflie ’
nutrientes :
exp. X . . " 6 3 370 reator continuo
exp. XI ' " " 7 5 480 reator continuo +
’ . estoque biomassa
exp. XII " " 13 2 535 reator continuo -
.. . estoque biomassa
‘H
-
By :
L]
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

: V4
4.1 ENSAIOS COM MICROORGANISMOS ISOLADOS
. ;¢
4.1.1 Ensaios com Efluente Bruto

No experimento I, nas condicdes em que foi realizado, durante dez dias,
praticamente ndo houve redugdo da DQO, conforme pode ser observado‘na Figura 7. O
baixo rendimento na redugdo da DQO (10%), pode ser explicado pela alta concentragdo
inicial do efluente. .Concentra¢des iniciais de DQO, menores que 12000 mg/l1 foram
utilizadas nos experimentos a seguir. |

14 —

DQOx 1000 Grerh

] —&—  cepa 103
—@)— cepa 185
- —<>—  branco

6 * | ' ! ' |
0 4 8 - 12
tempo (dias)

Figura 7 - Evolugdo da DQO para concentragao inicial de 12600 mg/l

As curvas que estdo ligando os pontos no grafico apresentado, t€ém como
objetivo melhor destacar os diferentes ensaios € ndo representam a melhor, curva para os
pontos de cada ensaio.
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Os resultados do experimento I, referentes a evolugdo da biomassa, sdo
apresentados na Figura 8. Conforme pode ser observado ha poucas alteragtes nas
medidas de densidade otica.

- —3&— cepa 103
‘ —@— cepa 185

—<— branco

0.0 T I T

0 4 8 12
tempo (dias) ~

Figura 8 - Evolu¢do do crescimento da biomassa

No experimento II, ap6s a diluigdo do meio de cultura, observou-se
aumento na redugdo de DQO (50%), conforme resultados apresentados na Figura 9.

o] T T T T T T T T T ]
o] 4 8 . 12 16 208
tempo (dias)

Figura 9 - Evolugdo da DQO para concentracgo inicial de 8000 mg/l
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Neste experimento, também observou-se aumento da densidade otica,
conforme pode ser observado na Figura 10.

De acordo com os resultados deste experimento, pode-se afirmar que os
microorganismos isolados, cepas 103 e 185, ndo foram mais eficientes que os contidos
no préprio efluente. No entanto, a concentragdo inicial do efluente, sendo ainda muito
alta, pode ter influenciado os resultados.

1.0 —
I —j&~—— cepa 103
—@— cepa i85
0.8 — ——@-——- branco

0.2 v T

I | ‘ | ' f I
4+ 8 12 16 20
tempo (dias)

Figura 10 - Evolugdo do crescimento da biomassa
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Os resultados do experimento 111, referentes a redugdo da DQO, para os
trés tipos de cultura microbiana empregados, estdo representados na Figura 11. Para
uma DQO inicial de 6000 mg/l, a cepa 185 em dez dias reduziu para 2020 mg/l (66 %),
a cepa 103 neste mesmo periodo reduziu a DQO para 2310 mg/l (62 %) e os
microorganismos contidos no préprio efluente reduziram para 3640 mg/l (39 %). A cepa
- 185 apresentou maior rendimento na redugdo da DQO em menor tempo.

—— cepa 103
—@— cepa 185

——Z—  branco

' i k T
o 4 8
tempo (dias)

12

Figura 11 - Evolugdo da DQO para uma concentragio inicial de 6000 mg/1

Com relagdo a densxdade dtica, conforme pode ser observado na Flgura 12,
os resultados das leituras permaneceram praticamente inalterados.

05 =

—e——  cepa 103
0.4 — —@P— cepa i85
——&>— branco

0.0 —

12
tempo (dias)

Figura 12 - Evolugdo do crescimento da biomassa
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O fato de a densidade 6tica praticamente nfo ter se alterado, significa que o
consumo dos compostos fendlicos ocorreu com pouca produc;io de biomassa. Resultados
nesse sentido sdo de grande interesse para o tratamento de efluentes, pois evitam a
producdo excessiva de lodo, dispensandb ou diminuindo a necessidade de tratamentos
posteriores. .

Neste experimento, fazendo-se o acompanhamento da concentra¢do de
compostos fenolicos, conforme resultados apresentados na Figura 13, em onze dias temos
os seguintes rendimentos: 96 % com a cepa 185, 71 % com a cepa 103 € 57 % com os
microorganismos contidos no proprio efluente. Com relagéo a este parametro a cepa 185
também foi mais eficiente que os outros microorganismos testados.

[ T f ! |
(8] 4 8 12
tempo (dias)

Figura 13 - Evolugdo de fenois para uma concentragdo inicial de 420 mg/l
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- 4.1.2 Ensaios com Fenol como Unica Fonte de Carbono .

Nos ensaios do experimento IV, contendo somente fenol como fonte de
carbono e energia, inoculados com as cepas 185 ou 103 observou-se que a DQO,
conforme resultados apresentados na Figura 14, inicialmente aumentou bruscamente e
em seguida decresceu voltando aos valores que obedecem a relagdo estequiométrica de
acordo com a concentragdo de fenol residual. |

Uma hipétese para o aumento brusco da DQO, é a fase de adaptagdo dos
microorganismos ao novo meio, fase esta em que os microorganismos sintetizam o
complexo enzimatico necessario para as reagdes bioquimicas e as liberam, contribuindo
para o aumento da DQO.

Em treze dias de experimento, no ensaio empregando a cepa 185, obteve-se
uma redugdo da DQO de 93 % (DQO final de 100 mg/l). Nesse mesmo periodo, no
ensaio com a cepa 103 obteve-se um rendimento de 43 %.

+ cepa 103
—o—

cepa 185

O x 1000 GrgD

tempo (dias)

Figura 14 - Evolug@o da DQO durante a biodegradagéo do fenol
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A Figura 15 representa para os mesmos ensaios descritos no paragrafo
anterior, a evolugdo da biomassa no meio, medida através da densidade dtica. Observa-se
na Figura 15 que para ambas as cepas praticamente ndo houve alteragdo da biomassa
nestes ensaios.

0.25 —

B 73
i

- 0.20 — —NE— cepa 103
. ~—@— cepa 185

0.15 —

ABS 590 mm
L

tempo (dias)

Figura 15 - Evolugio do crescimento da biomassa

A Figura 16 representa a evolugdo da concentragdo do fenol, onde observa-
se que a concentragdo deste € reduzida a praticamente zero em treze dias de experimento,
quando noculado com os microorganismos da cepa 185, enquanto que, para 0 mesmo
periodo, com os microorganismos da cepa 103, houve pouca redugio do fenol ( 25 %).
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Figura 16 - Evolugdo da concentragdo de fenol
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Comparando-se os resultados mostrados nas Figuras 14, 15 ¢ 16, onde o
fenol representava a tnica fonte de carbono, constata-se que a cepa 185 apresenta
melhores resultado que a cepa 103. No meio de cultura ao qual as cepas foram
inoculadas, conforme metodologia item 3.3.5, a cepa 185 demorou em torno de sete dias
para se aclimatar e entdo comegar a reduzir o fenol significativamente, porém, apos este
periodo degradou todo o fenol rapidamente. JA a cepa 103 em quatorze dias ndo se
aclimatou, pois nesse periodo reduziu apenas 25 % do fenol presente inicialmente.

Nas Figuras 17 € 18 estdo representados os resultados do experimento V,
onde os microorganismos das cepas 103, 185, 304 ¢ da cultura mista MC, foram testados
tendo somente o fenol como fonte de carbono e, neste caso, com a adi¢do da solugdo de
nutrientes, descrita no item 3.2.1.

Os resultados dos ensaios empregando os microorganismos isolados sdo
apresentados na Figura 17. Observa-se que a cepa 304 apresenta o melhor resultado
quanto a degradagdo do fenol, onde a redugdo é de 93 % em 68 horas, enquanto nesse
mesmo periodo a cepa 185 reduz o fenol em 33 % e a 103 em 19 %.

—p——  branco —@)— cepa 185
o —E——  cepa 103 —E S  cepa 304

o 20 40 60 80 100 120
tempo (h)

Figura 17 - Evolug@o da concentrag@o do fenol em cultura pura
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Na Figura 18, sdo apresentados os resultados do ensaio com a cultura
mista MC, os quais se comparados com os resultados das culturas puras, representam um
melhor rendimento, onde o fenol é reduzido em 98 % em apenas 40 horas.
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Figura 18 - Evolugdo da concentragio do fenol com a cultura mista MC

. Com a utilizagdo do meio de nutrientes neste experimento, observando os
resultados obtidos com as cepas 185 e 103, pode-se concluir que o periodo necessario
para a aclimatagdo foi bem menor, se comparado com os resultados obtidos para estes
microorganismos no experimento anterior. No experimento V, a cepa 185 em 116 horas,
reduziu a concentracdo de fenol em 67 % e a cepa 103 em 43 %, enquanto que no
experimento IV, onde ndo se utilizou a solugdo de nutrientes, para esse mesmo periodo a
cepa 185 reduziu o fenol em apenas 8 % e a cepa 103 em 3%. Assim, esta solugdo de
nutrientes descrita no item 3.2.1, fica proposta para novas investigagdes € comparagoes
com outras solugdes de nutrientes encontradas na literatura.

No experimento VI, no qual a cepa 304 foi submetida a varias
concentragdes iniciais de fenol, ndo se confirmou o resultado obtido com esta cepa
para uma mesma concentra¢do inicial de fenol de 400 mg/l como verificado no
experimentoV. As redugdes de fenol, para a maioria das concentragdes utilizadas foram
baixas. Somente no caso da concentra¢do inicial de 200 mg/l, ¢ que o fenol foi
totalmente consumido em menos de trés dias.

Uma causa possivel € que o indculo utilizado no experimentol estava sendo
repicado frequentemente, devido a outros trabalhos com esta cepa. Enquanto que neste
experimento o indculo foi preparado a partir de um estoque, onde os microorganismos

‘
R
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estavam em estado de laténcia (conservagdo). Inclusive, houve muita dificuldade para se
obter um indculo com densidade 6tica semelhante aos de outros experimentos.

Para uma avaliagdo sobre a influéncia da concentragfo inicial do fenol na
velocidade de degradagdo com a cepa 304, deverdo ser realizadas novas investigagdes.

4.2 ENSAIOS UTILIZANDO MICROORGANISMOS DE CULTURA MISTA
4.2.1 Ensaios em Sistemas de Regime Continuo

Os resultados obtidos no experimento VII, referentes a concentragido de
fenol e biomassa sdo apresentados na Figura 19. Observou-se que no inicio (primeiras

24 horas) o fenol estava sendo praticamente todo consumido. Apds este periodo,
comegou a acumular-se no meio, apresentando um baixo rendimento de degradagio.

500 —

——+——- Massa seca
—@)— Fenol experimental
—@— Fenol estimado

tempo (dias)

Figura 19 - Evolugio da concentrag@o do fenol e biomassa em sistema continuo

As principais razdes deste baixo rendimento podem ser atribuidas a:
- falta de aclimatag¢do da biomassa no meio utilizado;
- condigdes de operagdo desfavoraveis;
- ausencia de reciclo, o arraste foi observado a partir de 75 horas.
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O indculo deste experimento, proveniente do sistema de reatores utilizados
para aclimatagio do lodo, para fins de caracterizagdo dos diferentes estagios de
enriquecimento da cultura microbiana, denominamos de cultura mista MA

No experimento VIII, neste caso com reciclo de biomassa para evitar o
problema de arraste, todo o fenol que entrava no reator era consumido. A vazdo era
aumentada suavemente, conforme metodologia item 3.4, com verificagdo da concentragio
de fenol no reator a cada degrau de alimentagdo. Até uma carga aplicada de 141 mg-
fenol/h e tempo de retengdo hidraulico (TRH) de 27 h, todo o fenol era consumldo
- conforme pode ser observado na Figura 20a. :

Conforme resultados apresentados na Figura 20a, a DQO média no reator
em 10 dias de operagdo era de 50 mg/l. Esse resultado indica que possivelmente estava
ocorrendo degradagéo completa do fenol e todos os metabolitos intermediarios, pois a
DQO na alimentagdo durante este periodo era de 1920 mg/l (redugdo de 97 %). No
entanto, para um melthor entendimento sobre o metabolismo do fenol com esta cultura
microbiana devera ser investigado a rota metabolica e acompanhado a degradacdo de
metabohtos intermediarios.

"~ 'Em 13 dias de operagdo, ndo se atingiu estabilidade quanto & concentragdo
de biomassa no reator, conforme resultados apresentados na Figura 20a.

O fator de carga foi calculado dividindo a carga de fenol aplicada ao reator
pela média da biomassa (massa seca) total presente no reator. A média da biomassa foi
calculada, considerando-se a concentragdo de massa seca no intervalo de uma mesma
carga de fenol. Os resultados do fator de carga obtidos neste experimento, sdo
apresentados na Figura 20b.

A variagdo da carga de fenol, se deve a variagGes na vazdo ou na
concentracdo de fenol na alimentagdo. O aumento da carga devido ao aumento da vazdo
teve como consequéncia o aumento do fator de carga, ja o aumento da carga devido o
aumento da concentragdo de fenol diminuiu o fator de carga, o que era esperado.
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Figura 20a- Evolugdo das concentragdes de fenol e biomassa em um
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Fazendo-se uma investigagdo quanto aos microorganismos presentes no
indculo empregado no sistema continuo, foi observado o crescimento de dez colonias de
bactérias morfologicamente diferentes. Também foi observado a presenga de leveduras.

Ap6s o isolamento, as bacterias isoladas de seis colonias eram GRAM negativas e
foram identificadas pelo Sistema API 20 NE (BARBOSA, 1993), como sendo:
- duas das colonias de Pseudomonas alcaligenes;
- duas coldnias de Pseudomonas mesophilicas;
- e as outras duas colonias tratavam-se de Acinetobacter calcoaceticos;

As bactérias isoladas das quatro colonias restantes, eram GRAM positivas e

nio foram identificadas.

Com o sistema em operagdo, todo o lodo de cor escura do indculo inicial,
aos poucos foi sendo substituido por um lodo formado por novos flécos de coloragido
clara.

Apbs quinze dias de operagio, foi constatado que haviam em torno de cinco
cepas 'predominantes no sistema, baseado na morfologia de crescimento de coldnia.
Nesta etapa, também foi observado que havia aumentado bastante a populagio de
leveduras. A partir desta avaliagdo, a cultura microbiana foi denominada de cultura
mista MB. . .

Quando o processo completou 22 dias de operagdo, decidiu-se trabalhar
sem reciclo, pois, devido ao grau de floculabilidade da biomassa e tamanho dos flocos, o
sistema de retorno da biomassa era obstruido com frequéncia, causando oséilaqées na
concentracdo da biomassa do reator, enquanto que o objetivo do reciclo aumentar a
estabilidade.

A floculabilidade da biomassa é uma propriedade de grande interesse para
os sistemas de tratamento de efluentes, pois permite separar a biomassa do efluente
tratado.

Experimento VIII - Sem reciclo. Apos alteragdo no modo de operagdo deste
experimento a concentragdo de fenol no reator se manteve proximo de zero, mesmo com
aumentos de vazdo e concentragdo de fenol na alimenta¢do. Sem o reciclo, foi possivel
estabilizar a concentragdo de biomassa no reator. Esses resultados podem ser observados
na Figura 21a. |
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Deste modo foi possivel a avaliagdo de estados estacionarios, os quais
foram considerados apds um periodo de trés a seis vezes o tempo de retengdo hidraulico.
O primeiro estado estacionario foi caracterizado nas seguintes condigdes: .

ENTRADA: SAIDA

Vazio = 2,074 I/dia : Conc. fenol = zero

Conc. fenol = 800 mg/l DQO = 80 mg/1

DQO = 1920 mg/1 Conc. Biomassa = 234 mg/1

carga de fenol = 69,13 mg/h

DADOS CINETICOS

TRH=54h

u=D= 0,018 h-1

Rx = 4,3 mg-m.seca/l*h

Yx/s = 0.293 me-fenol/me-m.seca

Rs = 14,7 mg-fenol/1*h

fator de cargé\= 1,51 mg-fenol/mg-m.seca*dia

Quando aumentou-se a concentragdo de alimentagdo de fenol de 800 para
1200 mg/l, o teor de massa seca, de acordo com o fator de conversdo calculado acima,
deveria passar de 234 para 351 mg/l. No entanto, apds 6 dias (150 h) a massa seca ja
estava em 600 mg/l (que equivale a um Yy/g de 0.5 mg-s/mg-m.seca), conforme pode
ser observado na Figura 21a, ndo confirmando o resultado obtido no primeiro estado
estacionario. Isto pode ter sido provocado pela alteragdo na composicdo da cultura
microbiana. Uma explicagdo, ¢ que com o aumento da carga de fenol para 104 mg/h,
como pode ser observado na Figura 21b, criou-se condi¢des favoraveis ao predominio
dos microoganismos degradadores de fenol, resultando numa cultura com fator de
conversdo bem diferente da cultura predominante na etapa anterior. |

O -sistema suportou bem o aumento da concentragdo de fenol na
alinientaqﬁo. Nio houve alteragdo com relagdo a DQO e fenol no reator, confome mostra
a Figura 17a. Com relagdo a biomassa, em 7,5 dias de operagdo com uma carga de 104
mg-fenol/h (TRH de 54 h), ainda ndo havia atingido o novo estado estacionario.

O arraste dos microorganismos e acamulo de fenol e DQO, ocorreu quando
o sistema estava operando com uma carga de alimentagdo de fenol de 297 mg/h (conc. de
1200 mg/l e TRH de 19 h). Nesse instante, foi observado que o pH do sistema estava
proximo de 2, e i1sso inibido o crescimento dos microorganismos, resultando no arraste.
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Quando ocorreu o arraste, o fator de carga era de 2,11 mg-fenol/mg-m.seca,
enquanto que o sistema neste experimento esteve em operagdo com fatores de carga até
da ordem de 7,30 mg-fenol/mg-m.seca, como visto na Figura 20b. Assim, pode se
concluir que a mnibigdo verificada e consequente arraste dos microorganismos nio se deve
a concentragdo inicial nem a carga de fenol aplicada.
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Figura 21a - Efeito do aumento da concentragdo do fenol na entrada do
do reator sobre a concentragido de biomassa.
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Figura 21b - Dados de carga de fenol aplicada ao reator e de fator de carga.
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Neste estagio do trabalho observou-se o crescimento predominante de um
tipo de colonia microbiana no reator. O microorganismo foi isolado e caracterizado como
sendo uma levedura e foi conservada para futuras investigagdes. A cultura mista, a partir
deste estagio passdu a denominar-se cultura mista MC.

Na continuagdo do experimento fez-se o controle do pH para verificar
se desse modo o efeito da inibigdo seria eliminado e com isso investigar a capacidade de
degradagio do fenol com esta cultura mista MC.

Assim, fazendo-se o controle de pH através da adigdo da solugdo de

hidréxido de sodio (0,025 N) determinou-se mais trés estados estacionarios nas condigdes
apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados da caracterizagdo de trés estados estacionarios obtidos com controle

de pH, com a cultura mista MC. .

20 ESTADQ » 30 ESTADO' 4QESTADO'
_ ESTACIONARIO ESTACIONARIO ESTACIONARIO
ENTRADA TRH (h) ) 31 19 i 13
vazio (/dia) 3,60 - 5,76 8,64
fenol (mg/1) 1000 1000 1000
carga (mg/h) 152 _ 247 o 362
SAIDA fenol (mg/1) p zZero - Zero ] . R Zero
DQO (mg/1) 70 80 -
massa seca (mg/1) 527 522 530
DADOS u=D (h1 0,032 0,051 | 0,077
- CINETICOS Rx (mg-m.seca/l*h) 16,8 _26,1 40,6
Yx/s 0,527 0,522 0,530
(mg-m.seca/mg-fenol)
Rs (mg-fenol/1*h) 32,0 50,0 76,6
fator de carga 1,47 2,42 3,49

(mg-fenol/mg-m.seca*dia)

'1
I
||




Com o tempo de retengdo hidraulico de 13 horas, tornou-se dificil o
controle do pH, pois estava sendo realizado sem controle automatico.

O pH foi um fator determinante para o desempenho do sistema continuo.
Fazendo-se um controle, embora precario, todo o fenol era degradado até um tempo de
retengdo hidraulico de 13 horas e carga aplicada de 362 mg-fenol/h, resultando num fator
de carga de 3,49 mg-fenol/mg-m.seca*dia, 65% superior quando se verificou o arraste
anterior. Isso confirma que o pH inibiu o crescimento desta cultura microbiana. Um
estudo do pH 6timo para o crescimento da levedura se faz necessario para que se possa
avaliar todo o potencial de degradagdo do fenol por esta cultura microbiana em estudo.

Com os resultados obtidos, quanto a capacidade de degradagdo do fenol
pela cultura mista MC, se comparados com dados da estagdo de tratamento de efluentes
fendlicos da empresa ELIANE, pode se avaliar o potencial de aplicagdo deste
microorganismo:

- Empresa: TRH=26h
concentragdo de fenol na entrada = 500 mg/1
Rs = 21,3 mg-fenol/1*h
fator de carga = 0,23 mg-fenol/mg-m.seca*dia
Obs.: 60 % do afluente do reator € agua utlizada para diluigio

- Comparados com os resultados obtidos no terceiro estado estacionario:
TRH=13h
concentragdo de fenol na entrada = 1000 mg/1
Rs = 76,6 mg-fenol/1*h
fator de carga = 3,49 mg-fenol/mg-m.seca*dia

~ Baseando-se na comparagdo acima, caso se confirme estes resultados numa
unidade piloto utilizando efluente bruto, a aplicagdo do microorganismo selecionado
podera trazer vantagens como reducdo ou eliminagdo da agua de diluigdo, pois com este
microorganismo pode-se trabalhar com concentragdes de alimentagio mais elevadas e
aumento da capacidade da estagdo.

Com relagdo ao fator de conversdo do fenol em biomassa, nas etapas do
sistema de regime continuo, observou-se duas faixas bem distintas: inicialmente com a
cultura mista MA o fator de conversdo era de 0,293 mg-m.seca/mg-fenol; este fator
pulou para 0,530 quando foi utilizada a cultura mista MC. Através da determinagdo deste
parametro, foi possivel fazer um acompanhamento da estabilidade da cultura microbiana.
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Neste trabalho fator de conversdo ¢ proposto como um dos parametros para se

caracterizar altera¢des no comportamento da cultura microbiana na degradag:ao de
substratos de estruturas diferentes.

Para a determina¢do dos demais pardmetros de crescimento dessa cultura,
entre estes Kg , imax > pretendia-se trabalhar em condigdes tais que o fenol na saida do
reator fosse diferente de zero, para que se utilizasse um modelo de crescimento para
comparagdo da velocidade de degradagdo do fenol com outros substratos. Para uma
mesma concentragdo inicial de fenol, isso implicaria em diminuir sensivelmente o tempo
de retengdo, pelo aumento da vazdo de alimentagdo. Tentativas foram feitas, mas a
instabilidade do pH, provocada pela forma de controle adotado, ndo permitia a
obten¢do de dados confiaveis e reprodutiveis, o que prejudicou a determinagdo destes
parametros.

4.2.2 ENSAIOS COM CULTURAS MICROBIANAS MISTAS EM SISTEMA DE
- REGIME DESCONTINUO.

Os resultados dos experimentos realizados no reator em regime
descontinuo, empregando como inéculo o efluente dos experimentos em continuo, sio
apresentados a seguir, de acordo com as condi¢gdes em que foram realizados.
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No experimento 1X, de acordo com os resultados apresentados na
Figura 22, observa-se que o fenol comegou a ser consumido rapidamente, confirmando a
adaptagdo dos microorganismos (cultura mista MB) no meio com uma concentragdo
inicial de fenol de 538 mg/l. Num periodo de 30 horas o fenol foi totalmente
consumido. Com relagdo a DQO, observa-se sua redugdo a medida em que o fenol é
consumido, atingindo no final um rendimento de 94% (80 mg/1).
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Figura 22 - Evolugido da DQO e concentragdo de fenol no reator
descontinuo

Considerando todos os pontos da curva de evolugdo da concentragdo do
fenol, Figura 22, determinou-se a velocidade de consumo do fenol, onde Rs = 14,3
mg/1*h. .

Neste experimento ndo foi acompanhado o pH.
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No experimento X, quando o meio de cultura (cultura mista MB), antes de
miciar o ensaio, foi neutralizado com hidréxido de sddio para um pH neutro, foram
obtidos os resultados representados na Figura 13.
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Figura 23 - Evolugdo da concentragio de fenol no reator descontinuo

A velocidade de consumo do fenol foi1 de 15,3 mg/1*h, considerando.todos
os pontos da curva, que ¢ um valor bem proximo daquele obtido no experimento anterior.
Desprezando-se os pontos iniciais (até 5 horas), possiveis efeitos de concentragdo inicial
ou inibi¢do devido a alteragio de pH, obtém-se uma velocidade de consumo de fenol de
19,7 mg/1*h.
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No experimento XI, empregando o inéculo (cultura mista MC) coletado na
saida do reator em continuo operando com pH proximo de 6, foram obtidos os resultados
representados na Figura 24. '

Considerando todos os pontos da curva de evolugdo da concentragﬁb do
fenol, obteve-se uma velocidade de consumo deste substrato de 51,6 mg/i*h.
Desconsiderando os seis primeiros pontos que apresentam um comportamento diferente
do restante da curva, efeitos do pH inicial e concentragdo do substrato, obtém-se uma
velocidade de consumo de fenol de 79,6 mg/l*h. Esses valores de velocidade de
consumo de fenol sdo bem superiores as obtidas nos experimentos IX e X. O que
comprova a obtengdo do enriquecimento seletivo do microorganismo de interesse.
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Figura 24 - Evolugio da concentragio de fenol no reator descontinuo
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No experimento XII, onde se utilizou um in6culo (cultura mista MC)
coletado ‘do sistema em continuo operando com pH entre 2 e 3, foram obtidos os
resultados apresentados na Figura 25.

Fazendo-se o calculo da velocidade de consumo do fenol considerando
todos os pontos da curva de evolug@o da concentragdo de fenol, obtém-se uma velocidade
de 61,2 mg/l*h, pouco superior a velocidade obtida no experimento anterior. Neste
experimento, observa-se duas regides de velocidades de consumo do substrato:
considerando o consumo do fenol até uma concentragdo de 350 mg/l, obtém-se um
velocidade de 43,2 mg/1*h, menor que a velocidade global provavelmente devido ao
efeito de inibigdo pela concentragdo do substrato; e considerando o consumo do fenol
para uma concentragio abaixo de 350 mg/l, obtém-se um velocidade de 93,6 mg/I*h.

Com relagdo ao pH, observa-se que com um pH baixo (pH=3) a velocidade
de consumo do substrato ¢ maior se comparada com o experimento anterior onde o pH
inicial era mais elevado (pH=7).

0.0 2.0 4.0 S.0 : 8.0 10.0
Tempo (h)

Figura 25 - Evolug@o da concentragio de fenol no reator descontinuo
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5.0 CONCLUSOES E SUGESTOES

Nos ensaios utilizando microorganismos isolados a partir de aguas
contaminadas com fenol, foi possivel comparar a eficiéncia das cepas testadas e assim
selecionar a mais eficiente quanto a degradagdo do fenol nas condigdes empregadas. Para
Dar continuidade as investigagdes com esses microorganismos, sugere-se que estes sejam
produzidos em maior quantidade e testados em reatores continuos em escala piloto, para
que se possa avaliar 0 potencial de aplicag@o desta técnica.

Através da técnica de enriquecimento seletivo de microorganismos para o
tratamento de efluentes, num sistema em regime continuo, obteve-se uma cultura mista
com um microorganismo predominante, eficiente na degradagdo do fenol. - Como esta
cultura mista reduz o pH durante a degradagdo do fenol havera a necessidade de controle
do pH no tratamento de efluentes, que resultaria em aumento de custos. Sugere-se assim,
fazer o enriquecimento seletivo controlando-se o pH proximo da neutralidade, para obter
- uma cultura mista eficiente na degradagdo do fenol que possa ser aplicada no tratamento
de efluentes sem o controle desta variavel.

Com o microorganismo obtido, tem-se a possibilidade de aplicagdo em

sistemas de tratamento de efluentes, com vantagens sobre os convencionais como a
redugdo no volume de lodo gerado, aumento da capacidade das estagdes e em processos
de bioremediagdo de solo contaminado com fenol. Para melhor avaliar o potencial de
aplicagdo da cultura mista MC, sugere-se a continuidade destes estudos através da:

- investigagdo do pH 6timo de crescimento;

- obtengdo de parametros cinéticos no sistema em regime continuo com controle
de pH; '

- avaliagdo da eficiéncia na degradagdo do fenol presente no efluente bruto e em
solo contaminado.

A utilizagdo do efluente do reator continuo em regime permanente, pode
ser um método alternativo para obten¢do de indculos com caracteristicas semelhantes
para realizagdo de experimentos de regime descontinuo.  Essa técnica podera ser
empregada para estudo comparativo com diferentes substratos, podendo-se avaliar
altera¢des nos resultados com pouca interferéncia das condi¢des iniciais.
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Com os ensaios em regime descontinuo foi possivel diferenciar etapas do
enriquecimento no reator em regime continuo e avaliar a influéncia do pH na
degradagédo do fenol utilizando a cultura microbiana mista.
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ABSTRACT

The aim of this work is to study the phenol degradation using selected
microorganisms, obtained from direct isolating of contaminated water with phenolic
compounds or from selective enrichment of mixed cultures in a continuos reactor.
Isolated microorganisms are tested, selecte d due the ability of degrading phenol in the
presence of TSB (triptic soy broth), about degradation of phenol in industrial effluent and
in a synthetic medium with phenol as the only source of carbon and energy. Using a
continuos reactor, the selective enrichment is performed, feeding with phenol as the solo
source carbon and energy, achieving mixed cultures with great capability in metabolizing
phenol. Tests for determining the kinetic parameters, evaluating the operational
conditions and the behavior of the microbial cultures are carried out. Batch experiments
are performed in order to investigate the steps of the selective enrichment of the
continuos system and the pH influence in the phenol degradation. According to
experimental results obtained, the mixed culture presents a great potential for application
in bioremedation processes of contaminated soil with phenol and in the treatment of
phenolic effluents with advantage when compared to conventional systems, such as the

increase in capacity of stations of effluent treatment and the reduction in sludge
production. '
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APENDICE

Tabela 5 - Dados da evolugido da DQO para uma concentragio
inicial de 12700 mg/l, apresentados na Figura 7

tempo (dias) DQO (mg/l) * 1000

cepa 185 cepa 103 branco
0 12,67 - -
) 11,90 11,90 11,33
3 - 11,33 -
4 11,86 11,86 11,26
i - - 11,66
9 11,66 11,66 11,26
10 10,37 10,67 10,87
11 10,28 10,87 9,88

Tabela 6 - Dados de crescimento da biomassa apresentados

na Figura 8
tempo (dias) , ABS (nm)

cepa 103 cepa 185 branco
0 0,275 0,281 -
2 0348 0,378 0,262
3 0,263 0,282 0,230
4 0,212 0,219 0,172
7 0,240 0,272 0,230
8 0,239 0,257 0,201
10 0,293 0,326 0,239

11 0,283 0,314 0,240



Tabela 7 - Dados da evolugdo da DQO para uma concentragio
inicial de 8000 mg/l, representados na Figura 9

tempo (dias) DQO (mg/1) * 1000
cepa 103 cepa 185 branco
0 7,90 7,90 8,50
3 8,10 7.31 7.90
4 7,11 5,93 6,32
5 - 6,92 6,13 6,13
6 6,32 5,93 © 5,73
7 6,32 - 5,93
10 4,74 5,34 4,54
12 4,25 4,35 4,54
17 4,04 4,35 4,04
20 3,31 3,03 3,31

Tabela 8 - Dados de crescimento da biomassa apresentados

na Figura 10
tempo (dias) ABS (nm)

cepa 103 cepa 185 branco
3 0,380 0,490 0,352
4 0,417 0,573 0,447
5 0,419 0,590 0,466
6 0,442 0,594 0,468
7 0,429 0,545 - 0,435
10 0,480 0,593 0,486
11 0,493 0,609 0,483
12 0,522 0,614 0,484
13 0,530 0,607 . 0,480
14 0,475 0,592 0,482
17 0,459 0,616 0,535
18 0,459 0,628 0,529

20 0,440 0,662 0,527




Tabela 9 - Dados da evolugdo da DQO para uma concentragdo
inicial de 5000 mg/l, apresentados na Figura 11 _

tempo (dias) DQO (mg/1) * 1000
cepa 103 cepa 185 branco
5 5,50 3,26 4,68
7 5,70 3,66 4,28
10 2,63 2,02 3,43
11 2,31 - 2,10 3,64

Tabela 10 - Dados de crescimento da biomassa apresentados

figura 12
tempo (dias) ABS (nm)
cepa 103 cepa 185 branco
5 0,225 0.23 0.126
7 0,214 0.225 0.179
10 0,199 0.27 0.191

11 0,213 0.253 0.183

Tabela 11 - Dados da evolugdo de fendis para uma concentragdo

inicial de 400 mg/l, representados pela Figura 13

tempo (dias) - FENOL (mg/l)
cepa 103 cepa 185 branco
5 373 344 334
7 288 255 272
10 245 252 229 .

11 123 16 179

67



Tabela 12 - Dados da evolugdo da DQO para uma concentragio
inicial de 1470 mg/l, representados na Figura 14

tempo (dias) DQO (mg/l)
cepa 103 cepa 185

0,0 1370 1470
0,5 3580 2520
3,0 7570 8210
5,0 840 950
7,0 890 790
9,0 840 | 840
12,0 530 320
13,0 740 100
14.0 630 -

Tabela 13 - Dados de crescimento da biomassa,
apresentados na Figura 15

tempo (dias) ABS (nm)
cepa 103 cepa 185
0,0 0,030 0,045
0,5 0,036 0,048
1,0 10,029 0,042
2,0 0,026 0,044
3,0 0,031 0,047
5,0 0,023 0,043
- 6,0 0,030 0,052
7,0 0,027 0,082
9,0 - 0,045 0,063
12,0 0,015 0,068

13,0 - 0,020 -




Tabela 14 - Dados da evolugdo da concentragfio do
fenol, representados na Figura 16

tempo (dias) FENOL (mg/l)
cepa 103 cepa 185

0,0 351 370
0,5 315 372
1,0 334 377
2,0 360 379
3,0 363 370
5,0 339 341
6,0 322 337
7,0 | 332 332
9,0 298 267
12,0 286 75
13,0 257 8

14,0 262 -

Tabela 15 - Evolugédo da concentragdo do fenol, empregando
microorganismos de cultura pura representados na Figura 17

tempo (horas) FENOL (mg/l)
branco cepa 304 cepa 103 cepa 185
00 408 425 439 428
16,5 389 293 392 385
245 - 224 406 406
39,5 401 151 389 346
68,0 393 31 355 288
92,0 299 295 276

116,0 234 247 140




Tabela 16 - Dados da evolugio da concentragdo de fenol,
representados.na Figura 18

tempo (horas) FENOL (mg/l)
branco C. mista
0,0 408 401
16,5 389 217
24.5 - 80
39,5 : 401 , 12
68,0 393

Tabela 17 - Dados da evolugdo da concentragdo do fenol para varias concentragdes
iniciais do experimento VL

tempo (horas) CONCENTRAGAOQ INICIAL DE FENOL (mg/1)
1000 800 600 400 200
0 : 972 791 564 379 182
16 869 648 496 236 14
25 845 640 510 246 0
46 766 578 486 230

65 658 504 383 224




Tabela 18 - Dados da evolugido da concentragdo do fenol e biomassa no reator
continuo, representados na Figura 19

tempo massa Seca fenol fenol DQO
(horas) (mg/1) experimental  estimado (mg/)
- (mg/l) (mg/1)

0 231 0 0 0
26 175 13 72 40
48 - 58 119 . 130
73 200 96 165 240
91 167 150 - -
97 133 162 216 530
115 100 214 257 660
121 67 225 270 580
139 : 67 225 305 640

145 100 262 315 680
163 ' 100 - 228 344 620
169 125 ‘ 219 352 600
193 100 | 265 352 680
217 75 318 381 800

241 50 375 407 900




Tabela 19 - Dados da evolugdo da concentagido do fenol e biomassa
no reator continuo, apresentados na Figura 20a

tempo massa seca fenol DQO
(horas) (mg/1) (mg/1) (mg/1)

0 239 0 0

6 - ' 13 80
20 - 17 70
40 100 0 70
57 100 0 110
82 67 0 50
102 133 1 50
126 - 0 50
150 67 0 60
174 67 0 50
198 100 0 90
222 67 0 20
246 100 0 . 20
255 130 0 20
270 127 0 20
279 130 0 20
294 105 3 20
303 58 4 80
320 ' 130 8 50




Tabela 20 - Condig¢des de operagdo do reator continuo com reciclo,
representadas na Figura 5

tempo vazio de entrada vazdo de reciclo fenol na entrada

(horas) (ml/min) (ml/min) (mg/l)
0,0 0,34 1,00 | 500
295 0,34 1,00 500
30,0 0,51 1,60 500
103,0 0,51 1,60 500
103,5 0,68 2,00 - 500
198,0 0,68 2,00 500
1990 0,83 2,40 500
254.0 0,83 2,40 500
255,0 0,52 1,60 800
293.0 0,52 1,60 800
2935 0,72 . 2,20 800

320,0 0,72 2,20 800



Tabela 21 - Dados da evolugio da concentagdo do fenol e biomassa
no reator continuo, apresentados na Figura 21a

tempo (dias)  massa seca fenol - DQO
(mg/)) (mg/1) (mg/D)
0,00 227 0 28
1,17 220 0 37
2,17 203 0 37
3,17 245 0 65
3,92 223 1 46
4,25 - 0 -
5,25 220 0 81
6,25 245 0 61
7,25 270 0 92
7,63 290 0 61
8,29 302 0 51
9,33 405 0 51
10,25 - 0 51
12,25 508 0 81
13,25 558 0 41
14,50 600 0 -
14,58 - 51
18,58 - - -
19,58 750 0 -
20,58 677 81
21,54 732 112
22,63 477 378 1040

23,54 215 795 -




W

Tabela 22 - Condigdes de operag¢do do reator continuo sem
reciclo, representadas na Figura 6

tempo (dias) retengdo fenol na entrada
hidraulica (mg/1)
(horas)
0,00 54 800
1,17 54 800
2,17 54 800 -
3,17 54 800
3,92 54 800
4,25 54 800
5,25 54 800
6,25 - 54 800
7,25 54 800
7,25 54 1200
7,63 54 1200
8,29 54 1200
9,33 54 1200
10,25 54 ' 1200
12,25 54 1200
13,25 ) 54 1200
14,50 54 1200
14,58 26 1200
18,58 26 1200
18,58 19 1200
19,58 19 1200
20,58 19 1200
21,54 19 1200
22,63 19 1200

23,54 19 1200 -




Tabela 23 - Dados da evolugio da concentragdo do
fenol e DQO, representados na Figura 22

tempo (horas)  fenol (mg/l) DQO (mg/1)

0,0 538 1326
3,0 454 1122
4,5 ; 969
6,0 393 867
7.5 366 816
10,5 | 337 696
20,5 202 530

225 190 489
245 173 408
27,0 122 326
30,0 34 204
34,0 0 2

45,0 0 102




Tabela 24 - Dados da evolugéo da conCentrag:ﬁo do fenoi,
representados na Figura 23

tempo (horas) fenol (mg/l) pH
0,0 524 6
1,0 | - 6
1,5 522 ' -
2.0 494 ]
2,5 440 -
3,0 468 ]
4,0 446 -
8.0 443 ]
11,5 403 5
14,0 339 4
17,0 325 -
25,5 118

27,0 ' 74 3




Tabela 25 - Dados da evolugio da concentragdo do fenol,
representados na Figura 24

tempo (horas) fenol (mg/1) . pH
0,0 470 7
0,5 | 454 7
1,5 423 -
2,0 423 7
2,5 | 416 -
3,0 416 -
5,0 320 7
55 286 -
6,0 236 6
6,5 207 -
7,0 169 ' 6
75 132 -
8,0 89 -
8,5 40 -

9,0 , 0 5



Tabela 26 - Dados da evolugédo da conéenu'agﬁo do fenol no
reator descontinuo, representados na Figura 25

tempo (horas). fenol (mg/1) pH
0,0 593 -
0,5 593 -
1,0 566 3
1,5 545 -
2,0 524 -
2.5 500 | -
3,0 478 3
3,5 437 -
4,0 425 .
4,5 | 413 -
50 399 -
5,5 - -
6,0 339 . 2
6,5 277 -
7.0 217 :
8,0 126 -
9,0 39 2

10,0 0 -
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