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RESUMO

O presente trabalho avaliou o efeito da presenca de etanol (cossubstrato) (1 g DQO-L™?) e de oxigénio
dissolvido (1,77 mg-L™), assim como da aclimatacdo do lodo de indculo, na degradagdo anaerdbia de BTEX
(~4,2 mg-L de cada composto). Para isso, foram avaliados, em experimentos em batelada, dois lodos: um
proveniente de reator anaerébio de uma estacdo de tratamento de esgoto sanitario (L1) e outro de um reator
microaerébio, em escala laboratorial, aclimatado a BTEX (L2). De maneira geral, para o lodo ndo aclimatado
(L1), a presenca de cossubstrato afetou negativamente a degradacéo anaerdbia de BTEX, enquanto a adi¢do de
oxigénio ndo aumentou a velocidade de remocdo desses hidrocarbonetos. Para o lodo aclimatado (L2),
remocOes de BTEX semelhantes foram obtidas tanto na auséncia quanto na presenga de cossubstrato, e, de
forma geral, houve melhora na velocidade de remogdo desses compostos com a adi¢do de oxigénio,
evidenciando a importancia da aclimatacdo da microbiota a condigdes microaerdbias.

PALAVRAS-CHAVE: Cossubstrato, hidrocarboneto, intermediario, microaeragao.

INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos aromaticos, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isdmeros do xileno (BTEX), sdo
alguns dos compostos organicos volateis (COV) facilmente encontrados no petrdleo bruto e em seus
derivados, e estdo entre os poluentes mais importantes do solo e das &guas subterraneas (PENG et al., 2015).
Possuem carater volatil, elevada solubilidade em &gua (DOU; LIU; HU, 2008; FARHADIAN et al., 2008) e
alta mobilidade em sistemas solo-agua, facilitando a contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas
(NAKHLA, 2003; TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA,; LEAL, 2004).

No Brasil, a gasolina brasileira é misturada com 27% v/v de etanol anidro, o que contribui para mudar a
volatilidade dos BTEX e reduzir as emissdes desses compostos para a atmosfera (CRUZ et al., 2017).
Entretanto, isso pode agravar o problema de contaminacdo de aquiferos subterraneos, ja que o etanol pode
exercer um efeito de cossolvéncia, aumentando a solubilidade em agua dos BTEX e, consequentemente,
resultando em concentragdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Devido aos efeitos prejudiciais do BTEX no ambiente e na saide humana, hd uma necessidade urgente de
desenvolver tecnologias de tratamento com boa relacdo custo-beneficio capazes de minimizar ou reduzir as
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emissdes desses poluentes (EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014). Nesse sentido, técnicas bioldgicas séo
preferidas aos processos quimicos tradicionais, como absorcéo, adsor¢édo ou combustdo, devido a seus custos
operacionais mais baixos e sua natureza ambientalmente correta (FARHADIAN et al., 2008).

Recentemente, sistemas anaerdbios aplicados a remocdo de BTEX tém sido estudados na presenca de baixas
concentragdes de oxigénio para melhorar a remocdo desses hidrocarbonetos de &guas contaminadas
(FIRMINO et al., 2018; WU et al., 2015), auxiliando no processo enzimatico, ja que a biodegradacdo de
BTEX envolve uma série de etapas usando diferentes enzimas (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI,
2017). Dessa forma, na microaeracao, enzimas mono-oxigenases auxiliam na ativacdo do anel aromatico dos
hidrocarbonetos incorporando um atomo de oxigénio, facilitando o ataque microbiano posteriormente
(VARJANI; UPASANI, 2017).

Assim, sob tais condi¢Ges microaerobias, alguns microrganismos usam oxigénio apenas para introduzir grupos
hidroxila no anel aromatico, como nas classicas vias aerdbias, enquanto sua clivagem ocorre através de vias
metabdlicas anaerébias (CHAKRABORTY; COATES, 2004; FUCHS, 2008).

Portanto, o presente trabalho avaliou o efeito da presenga de etanol (cossubstrato) e de oxigénio dissolvido,
assim como da aclimatacéo do lodo de indculo, na degradacéo anaerdbia de BTEX.

MATERIAL E METODOS

Compostos quimicos

Foram utilizados, conjuntamente, os hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno (99,5%, Dindmica Quimica,
Brasil), tolueno (99,5%, Vetec, Brasil), etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka,
EUA), m-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA) (~4,2 mg-L? de
cada composto). Quando necessario, foi utilizado etanol (99,8%, Dinamica, Brasil) como cossubstrato (1 g
DQO-LY). Todos os compostos quimicos foram utilizados como adquiridos, sem purificagdo adicional.

In6culo e meio basal

Foram utilizados, separadamente, dois lodos de in6culo (L1 e L2). O L1, ndo aclimatado a BTEX, foi coletado
de um reator anaer6bio de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB, upflow anaerobic sludge blanket) (AME
de 0,55 + 0,16 g DQO-g SSV*-d?), em escala real, de uma estacio de tratamento de esgoto doméstico
(Fortaleza, Ceard, Brasil). O L2, aclimatado a BTEX, foi coletado de um reator microaerdbio, em escala
laboratorial, que tratava dgua contaminada com BTEX (~4,2 mg-L* de cada composto) e etanol (1 g DQO-L"
1y ha 130 dias (Siqueira et al., 2018).

O meio basal (macro e micronutrientes) foi preparado de acordo com Firmino et al. (2010). Para manter o pH
préximo a 7,0, o meio basal foi tamponado com bicarbonato de sodio (1 g-L?).

Procedimento experimental

Nos ensaios em batelada, 70 mL de meio basal foram adicionados em garrafas de vidro borossilicato de 115
mL, as quais foram inoculadas com lodo em uma concentragdo final de 2 g SSV-L e, posteriormente, seladas
com septos de Viton® e lacres de aluminio. Em seguida, para o estabelecimento de condi¢des anaerébias no
interior das garrafas, seu headspace foi purgado com gas nitrogénio por 1 minuto. Posteriormente, as garrafas
foram mantidas sob agitacdo mecanica (150 rpm) por 20 minutos a temperatura de 30 °C de forma a garantir o
consumo total de oxigénio dissolvido remanescente no meio basal. Por fim, com auxilio de uma seringa de
vidro, foram adicionados, ao meio basal, os compostos BTEX e, quando necessario, o cossubstrato etanol,
dando-se inicio aos ensaios sob as mesmas condi¢cfes de agitacdo e temperatura ja& mencionadas.
Adicionalmente, para avaliar possiveis perdas de BTEX por volatilizacdo, foi realizado um ensaio abiotico
(controle), cujas garrafas ndo foram inoculadas com lodo, sendo adicionados apenas os compostos BTEX e o
cossubstrato etanol em agua previamente esterilizada. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e com
repeticdo (reinjecdo dos compostos avaliados).

A remogdo dos BTEX foi avaliada segundo o modelo cinético de segunda ordem, o qual apresentou o melhor
ajuste para os dados experimentais obtidos e cuja constante cinética (k) foi obtida pela Equacéo 1:

1.1 (1)
C C,
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em que C é a concentragéo do reagente (mg-L ) para qualquer tempo t, Co é concentragio do reagente (mg-L-
1 no tempo t =0, k é a constante cinética (mg™-L-dia™), t é o tempo do ensaio (dias).

Foram realizados ensaios com o lodo ndo aclimatado L1 e com o lodo aclimatado L2, sendo avaliados, para
ambos, os efeitos da presenca de etanol (cossubstrato) e de oxigénio dissolvido (OD) na degradagdo anaerébia
de BTEX. Para isso, foram utilizadas trés séries de garrafas para cada lodo: a primeira contendo apenas
BTEX, a segunda contendo BTEX e etanol, e a terceira contendo BTEX, etanol e OD (concentra¢do inicial de
1,77 mg-L1). O OD foi obtido a partir da adigio de ar atmosférico (10 mL) no headspace das garrafas com o
auxilio de uma seringa Gastight. A concentracdo inicial de OD foi calculada a partir da constante de Henry do
oxigénio para 30 °C (1,18-10° mol-L*-atm), assumindo o equilibrio entre as fases liquida e gasosa.

Andlises cromatogréficas

Os compostos BTEX foram determinados por extracéo por headspace estatico (Triplus HS, Thermo Scientific,
USA) seguido de cromatografia gasosa com detec¢éo por ionizac¢do por chama (HS-GC-FID, headspace-gas
chromatography flame ionization detection) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme Carneiro et
al. (2014). Todas as amostras (10 mL) eram previamente diluidas com agua ultrapura (Milli-Q system, EMD
Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL) (Supelco, EUA), as
quais eram, em seguida, seladas com septos de PTFE/silicone e lacres de aluminio (Supelco, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio abidtico, observou-se uma remogao de apenas 10% para todos os compostos BTEX ao final do
experimento (35 dias). Logo, a perda por volatilizacdo foi muito pequena.

Nos ensaios com lodo ndo aclimatado (L1), em geral, para todas as condi¢cdes testadas, a remocdo dos
compostos BTEX tendeu a estabilizar-se ap6s 21 dias. Entretanto, especificamente para as séries contendo
etanol, observou-se baixa remocdo nos sete primeiros dias de ensaio (Tabela 1). Mesmo assim, a presenca de
cossubstrato parece ter afetado negativamente apenas a degradacdo anaerébia de tolueno e, principalmente,
benzeno, para o qual foi registrada uma constante cinética (k) 6,15 vezes menor sob essa condigdo (Tabela 1).
Os demais compostos apresentaram menores constantes cinéticas quando os hidrocarbonetos eram a Unica
fonte de carbono, destacando-se o0 o-xileno, cujo valor de k foi 4,6 vezes menor na auséncia de cossubustrato
(Tabela 1).

A literatura reporta que o etanol € um substrato preferencial em relacdo aos BTEX sob diversas condigdes
redox (aerdbia, desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica), dificultando a degradacdo desses compostos
aromaticos (CHEN; BARKER; GUI, 2008; CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al., 2011; DA SILVA,;
RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005; FIRMINO et al., 2018). Além disso, geralmente, sob condi¢Ges
metanogénicas, a degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos ocorre por meio de interagdes sintroficas entre
bactérias fermentativas, que convertem esses compostos em intermediarios, como acetato e hidrogénio, e
arqueias metanogénicas, que produzem metano a partir de tais intermediarios (GIEG; FOWLER; BERDUGO-
CLAVIJO, 2014; VOGT; KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). Logo, a degradacdo de elevadas
concentracdes de etanol pode resultar em um acumulo transiente de acetato e hidrogénio, podendo inibir a
degradacéo sintrofica de BTEX, j& que o processo passaria a ser energeticamente desfavoravel (EDWARDS;
GRBIC-GALIC, 1994; RAKOCZY et al., 2011). Portanto, no presente trabalho, esperava-se que a presenca de
etanol tivesse afetado negativamente a degradacdo de todos os compostos BTEX, fato que ndo foi observado.
Por outro lado, alguns estudos afirmam que o cossubstrato possibilita o crescimento da comunidade
microbiana, aumentando a capacidade de degradacdo dos compostos aromaticos (CORSEUIL et al., 1998;
CORSEUIL et al., 2011; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009).

A adicdo de baixas concentracfes de oxigénio pode favorecer a degradacéo inicial dos compostos BTEX, pois,
sob condigdes microaerdbias, alguns microrganismos podem utilizar oxigénio para introduzir grupos hidroxila
no anel aromatico, por meio de enzimas mono-oxigenases, como has rotas aerobias classicas, facilitando
posteriormente sua clivagem por meio de rotas metabdlicas anaerobias (FUCHS, 2008). Porém, ainda para L1,
na presenca de OD (1,77 mg-L), ndo foi observada diferenca expressiva nos valores de k em relagdo aos
obtidos no ensaio realizado na auséncia de OD, ainda que se tenha realizado a reinjegdo de compostos BTEX
no meio basal (Tabela 1).
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Tabela 1: Constante cinética e tempo de meia vida dos compostos BTEX para L1 e L2

Composto BTEX BTEX + EtOH BTEX + EtOH + OD
Ensaio Repeticéo Ensaio Repeticdo Ensaio Repeticéo
k" te” K te” K " K te” K e K i
L1
B 0,080 348 0,058 454 0,013 1854 0,015 12,23 0,013 19,47 0,020 9,69
T 0,034 6,88 0,033 6,71 0,023 9,66 0022 868 0,026 9,13 0,033 7,02
E 0,021 12,35 0,022 11,26 0,034 7,34 0,031 731 0,022 10,75 0,027 8,39
m,p-X 0,010 15558 0,012 1152 0,019 812 0,017 7,87 0,020 6,98 0,023 5,65
0-X 0,017 16,78 0,016 16,74 0,078 3,03 0,062 3,88 0,061 3,82 0,061 343
L2
B 0,044 547 0,036 6,36 0,043 542 0,040 588 0,055 4,24 0,052 4,49
T 0,044 547 0,041 549 0,029 8,07 0,027 874 0,044 53 0,051 4,39
E 0,030 7,46 0,026 882 0030 781 0032 709 0043 555 0,062 3,83
m,p-X 0,026 519 0,022 6 0,029 4,27 0,029 451 0,042 333 0,053 2,58
0-X 0,057 4,33 0,081 283 0,026 9,83 0028 886 0,036 655 0,054 4,26

B: benzeno; T: tolueno; E: etilbenzeno; m,p-Xilenos; 0-X: 0-Xileno
"k em mgt-L-dia?
"1/, em dias

Nos ensaios com lodo aclimatado (L2) (Tabela 1), ndo se observou diferenca expressiva entre os valores de k
obtidos na auséncia e na presenca de etanol, com excecdo do tolueno e do o-xileno, cujas constantes cinéticas
foram, respectivamente, 1,5 e 2 vezes maior na série sem cossubstrato (Tabela 1.). Contudo, com a adi¢do de
oxigénio, houve um aumento na constante cinética dos compostos, a qual foi, ainda, um pouco maior na
repeticdo do ensaio (Tabela 1).

Provavelmente, devido ao fato de o L2 ser proveniente de um reator que tratava 4gua contaminada com BTEX
e etanol sob condigdes microaerdbias, a comunidade microbiana ja deveria conter um nimero consideravel de
microrganismos capazes de produzir as enzimas especificas pelo ataque inicial aos compostos BTEX,
particularmente as mono-oxigenases, ativadas na presenca de oxigénio. Portanto, isso justificaria o
comportamento observado durante os ensaios com L2.

CONCLUSAO

De maneira geral, para o lodo ndo aclimatado, a presenca de cossubstrato afetou negativamente a degradacéo
anaerobia de BTEX, enquanto que a adicdo de oxigénio ndo aumentou a velocidade de remocdo desses
hidrocarbonetos.

Para o lodo aclimatado, remoc¢des de BTEX semelhantes foram obtidas, tanto na auséncia quanto na presenca
de cossubstrato, e, de forma geral, houve melhora na velocidade de remoc¢&o desses compostos com a adi¢do
de oxigénio, evidenciando a importancia da aclimatacdo da microbiota a condicdes microaerdbias.
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