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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da espécie fingica Aspergillus
niger AN 400 em degradar os pesticidas atrazina (herbicida) e metil paration (inseticida) de
matriz aquosa sintética. A pesquisa teve como focus a recalcitrancia dos pesticidas e a
possibilidade de micorremediagdo desses compostos. O trabalho foi dividido em 10 etapas:
producdo dos esporos pela espécie flngica; teste de tolerancia do Aspergillus niger AN 400
aos compostos, em placas de petri, testando-se as concentragdes de 5 a 50 mg L™; reatores
em batelada com biomassa dispersa em mesa agitadora com diferentes rotagdes, 150 e 80
rpm, com tempo de reagdo de 9 dias; batelada aerada por minicompressores, com biomassa
dispersa com tempo de reacdo de 9 dias; reator em bateladas sequenciais, com biomassa
imobilizada e com tempo de reacdo de 7 dias; planejamento experimental da etapa com
biomassa imobilizada; teste bioldgico; teste de toxicidade dos pesticidas e produtos de
biodegradacdo, em cebolas; ensaio de saturacdo dos pesticidas na biomassa e no meio
suporte e identificagdo molecular do Aspergillus niger presente nos reatores com biomassa
imobilizada. Nas etapas de Ill a VI foram analisados os seguintes parametros: demanda
bioquimica de oxigénio (DQO) e pH. A degradacdo dos pesticidas foi monitorizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Na etapa |1, referente ao teste de toleranica
aos pesticidas, observou-se crescimento radial do Aspergillus niger em todas as placas de
petri, tanto na presenca de atrazina como de metil paration. Com base nesses resultados, foi
escolhida a concentragdo de 30 mg L™ de pesticida para as etapas seguintes. Na etapa I, a
rotagdo de 150 rpm foi a que proporcionou maiores percentuais de remogdo tanto de atrazina
quanto de metil paration, com remocdes de 20% para atrazina e 45% para metil paration nos
reatores em que ndo houve presenca de metanol. Para esta fase, a DQO, nos reatores com
atrazina, alcancou remocdo de 99% com 150 rpm e de 85% com 80 rpm. Nos reatores com
metil paration, a DQO removida foi de 95%, ap6s 4 dias de operagdo a 150 rpm, e de 53%
apds 9 dias a 80 rpm. O pH, para os dois tipos de reatores, permaneceu na faixa &cida. Na
etapa 1V, a melhor condi¢cdo de degradagdo dos pesticidas foi na auséncia de metanol,
obtendo-se remocgOes de atrazina de 71, 79, 64, 52, 43, 77 e 64%, respectivamente para
reatores sem glicose e com 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 g L! de glicose no meio. A DQO nos reatores
sem metanol ficou abaixo do limite permitido pela SEMACE, na portaria 154/2002, referente
ao lancamento de efluentes tratados. O pH dos reatores com glicose tendeu a acidez,
enquanto naqueles em que havia apenas a presenga dos pesticidas aumentou ligeiramente. Na
etapa V, a remogdo de atrazina foi menor do que na etapa com biomassa dispersa, ao
contrario do obtido no reator com metil paration, para o qual as remoc¢es médias foram
superiores as encontradas na etapa com biomassa dispersa, sendo a melhor condi¢do aquela
em que houve adicdo de 1 g L™ de glicose (95 = 2) %. No planejamento experimental
verificou-se que a concentracdo dos pesticidas e da glicose tém um efeito significativo sobre
o tratamento. No teste bioldgico observou-se predominio dos fungos em detrimento das
bactérias. Com relacdo ao teste de toxicidade com cebolas, a toxicidade das solucbes
contendo os pesticidas diminui ap6s o tratamento com Aspergillus niger. A partir da biologia
molecular, confirmou-se a espécie Aspergillus niger AN 400 presente nos reatores. Em suma,
este estudo indica a possibilidade de utilizagdo do Aspergillus niger AN 400 na remediagdo
de pesticidas.

Palavras-Chave: Aspergillus niger AN 400; atrazina; biorreatores; metil paration;
micodegradagéo.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the ability of the fungal species Aspergillus niger AN 400 to
degrade atrazine (herbicide) and methyl parathion (insecticide) from a synthetic aqueous
matrix. The research has focused on the recalcitrance of both pesticides and on the possibility
of mycoremediation of these compounds. The work was divided into 10 stages: production of
spores by fungal species; tolerance test of Aspergillus niger AN 400 to the compounds, by
testing concentrations from 5 to 50 mg L™ in petri dishes; batch reactores with biomass
dispersed in shaker at different speeds, 150 and 80 rpm, with a reaction time of 9 days; batch
reactores aerated by minicompressores with biomass disperses, with a reaction time 9 days;
sequencing batch reactor with immobilized biomass and reaction time of 7 days;
experimental design; biological test; toxicity test of pesticide and biodegradation products,
towards onions; tests of pesticides saturation in biomass and on support medium and
molecular identification of Aspergillus niger present in the reactors with immobilized
biomass. In steps Il to VI the following parameters were analyzed: biochemical oxygen
demand (COD) and pH. The degradation of pesticides was monitored by high performance
liquid chromatography (HPLC). In the stage Il, referrent to the tolerance test to pesticides,
radial growth of Aspergillus niger was noted in all Petri dishes, both in the presence of
atrazine and methyl parathion. Based on these results, the concentration of 30 mg L™ of
pesticide was chosen for the following stages. In the stage Ill, the rotation which gave the
highest removal percentage of both atrazine as methyl parathion was 150 rpm, leading to 20%
of atrazine removal and 45% of methyl parathion, in reactors in the absence of methanol. The
COD in the reactors with atrazine reached 99% of removal at 150 rpm and 85% at 80 rpm. In
reactors with methyl parathion, COD removal was 95%, after 4 days of operation at 150 rpm,
and 53% after 9 days at 80 rpm. The pH for both types of reactors remained in the acidic
range. In stage 1V, the best condition for pesticide degradation was the absence of methanol,
yielding atrazine removals of 71, 79, 64, 52, 43, 77 and 64%, respectively for reactors without
glucose and 0.5, 1, 2, 3,4 and 5 g LY of glucose in the medium. COD in reactors with
methanol was below the limit allowed by SEMACE, regulation 154/2002, regarding the
release of treated effluent. The pH of the reactors with glucose tended to the acidity, while
those in which there was only the presence of pesticides has slightly increased. In the stage V,
the removal of atrazine was lower than in the stage with dispersed biomass, unlike obtained in
the reactor with methyl parathion, for which the average removals were higher than those
found in the stage with dispersed biomass, with the best results obtained in reactors with 1 g
L™ of glucose (95 + 2)%. By the experimental design it was found that the concentration of
pesticides and glucose have a significant effect on the treatment. In the biological tests, fungi
predominate instead of bacteria. With respect to the toxicity test with onions, the toxicity of
the solutions containing pesticides is reduced after the treatment with Aspergillus niger. From
the molecular biology studies, the specie present in reactors was confirmed as Aspergillus
niger AN 400. In summary, this study indicates the possibility of using Aspergillus niger AN
400 in the remediation os pesticides.

Keywords: Aspergillus niger AN 400; atrazine; bioreactores; methil paration;
micodegradation.
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1 INTRODUCAO

A exploragdo dos recursos naturais ndo diminuiu mesmo diante de muitas
iniciativas para coibi-las, como as conferéncias sobre a questdo ambiental. Assim, a
degradagdo do ambiente continua a ser um enorme desafio para as novas tecnologias, e a
natureza esta, a cada dia, com sua capacidade de resiliéncia modificada negativamente
(PARSHILOV; WOODLING; SUTHERLAND, 2015).

A &gua, considerada como recurso finito e dotada de valor econdmico (BRASIL,
1988) é um dos recursos mais afetados pela busca desenfreada de ganhos econdmicos
(LONDRES, 2011). Exemplos sdo os mananciais urbanos, os quais sdo diariamente
contaminados com esgotos domésticos e industriais, que ndo tém tratamento adequado e sdo
destinados nos corpos hidricos mais proximos.

Dentre os variados tipos de poluicdo, a gerada por efluentes industriais torna-se
uma das mais problematica, pois esses esgostos possuem alta carga de compostos
xenobidticos, que muitas vezes, sdo tdxicos para a microbiota aquética (VON SPERLING,
2005; TEBBOUCHE et al., 2015). Exemplos de substancias persistentes sdo os agrotdxicos,
que possuem toxidade comprovada tanto para 0 ambiente quanto para o homem (GORZA,
2012).

Segundo Carneiro et al. (2015), os principais agrotoxicos produzidos no Brasil
sdo os herbicidas, com 45% de representatividade na comercializagcdo desses produtos. Os
inseticidas estdo em terceiro lugar, com 12%. Nesse contexto, o metil paration, inseticida
organofosforado, largamente utilizado nas lavouras brasileiras de algodao, alho, arroz, batata,
cebola, feijao, milho, soja e trigo, é classificado pela ANVISA®, em termos de toxicidade,
como classe |, extremamente toxico, e seu uso depende de autorizacdo prévia. Sua
probleméatica ambiental esta relacionada & inibicdo da enzima acetilcolinesterase, a qual
permite acimulo de acetilcolina, um neurotransmissor que age no sistema nervoso central.
Esse acumulo pode levar o homem & morte por faléncia respiratoria (KRISTOFF et al., 2011).

No tocante a atrazina, herbicida muito utilizado no Brasil, a maior preocupacao é

com sua persisténcia no ambiente. Ela € classificada como classe 1l (medianamente toxica)

! Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/P03%2B%2BParationa-

met%25C3%25ADlica.pdf/7edd5934-0e95-44e4-bf70-596b2a884621. Acesso em 12/08/2016.
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segundo a classificacdo da ANVISA?, e seu uso esta nas lavouras de abacaxi, cana-de-acgucar,
milho, pinus, seringueira, sisal e sorgo.

A atrazina possui baixa reatividade e solubilidade, sendo encontrada com
facilidade em solos, rios e aguas subterraneas (VONBERG et al., 2014). E importante
ressaltar que, de acordo com Oliveira et al. (2013), a atrazina, assim como o metil paration,
podem ser considerados como desreguladores endocrinos, pois a exposicdo continuada destes
compostos leva a cancer e mas formagdes congénitas.

Almejando diminuir o impacto desses compostos no ambiente, muitos tratamentos
vém sendo desenvolvidos para remover pesticidas dos efluentes gerados durante sua
fabricagdo, como a fitoremediagdo e a bioremediagdo (LATIFI et al., 2012).

Destarte, faz-se necessério o desenvolvimento de tecnologias que visem a
remocgdo de poluentes persistentes em termos de aplicagcdo industrial. Os tratamentos
bioldgicos sdo usados amplamente, e estdo baseados na capacidade dos micro-organismos
conseguirem utilizar a matéria organica como fonte de energia para o seu crescimento (VON
SPERLING, 2005).

Os micro-organismos mais utilizados sdo as bactérias, as quais possuem
arcabouco metodoldgico consolidado desde o século XX. No entanto, inimeros estudos
também indicam a gama de possibilidades para a aplicacdo de fungos, pois esses s&o
decompositores primérios, suportam condi¢fes desfavordveis de crescimento e possuem
melhores respostas quando expostos a subténcias consideradas toxicas para bactérias
(TORTORA et al., 2012).

Vérios trabalhos utilizando a micodegradagdo indicam a capacidade dos fungos de
metabolizar compostos al6ctones ao ambiente natural, por exemplo, Pereira (2011) concluiu
que Pleurotus ostreatus UFLA foi capaz de metabolizar 63% de atrazina em meio aquoso.
Kist (2013), utilizando as espécies Pleurotus ostreatus POS 560 e Pleurotus floridae PSP 1
para remogdo de 2,4,6-trinitrotolueno — TNT em meio liquido, conseguiu remogdes de 100%
do poluente. Silva (2013) estudou a remoc&o de clorpirifos, metil paration e profenés em meio
liquido com os géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma e conseguiu remocéo de 72%

de clorpirifés com a espécie A. sydowii CBMAIA 935, 100% de metil paration, com A.

*Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/a14.pdf/76773817-be41-4334-9846-
77bd559f9e80 Acesso em 12/08/2016.
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sydowii CBMAIA 935 e P. decaturense e 100% de profenés com a espécie A. sydowii
CBMAIA 935.

Diante de resultados expressivos apresentados e buscando alternativas vidveis
para o tratamento de efluentes recalcitrantes, o presente estudo objetivou avaliar a capacidade
da espécie fungica Aspergillus niger AN 400 de mineralizar os pesticidas atrazina e metil

paration, em solugé&o.
1.1  Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a capacidade da espécie fungica Aspergillus niger AN 400 de degradadar os

agrotoxicos metil paration e atrazina de matriz aquosa em reatores de bancada.
1.1.2  Objetivos especificos

o Verificar a tolerancia dos pesticidas metil paration e atrazina em teste em
placas, nas concentragdes de 5mg L™, 10 mg L™, 20 mg L™, 30 mgL"e 50 mg L’
! frente ao Aspergillus niger AN 400;

e Avaliar a influéncia da agitagdo rotacional na degradacdo dos pesticidas
atrazina e metil paration em mesa agitadora sob 80 rpm e 150 rpm, inoculados
com Aspergillus niger AN 400;

e Verificar o potencial do metanol como cossubstrato na degradagdo dos
pesticidas atrazina e metil paration em reatores em bateladas inoculados com
biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400, sob rotacéo orbital de 80 rpm e
de 150 rpm e nos reatores com biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400 em
batelada aerada;

e Investigar a influéncia da adicdo de glicose como cosubstrato, nas
concentrages 05gLt 1gL" 2gL" 3gL" 4gL"e5gL™ nadegradacio
de metil paration e de atrazina com biomassa dispersa de Aspergillus niger AN

400 em batelada aerada;
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e Avaliar a influéncia da glicose (0,5 g L™, 1 g L™!, 2 g L™) na degradaco de
atrazina e metil paration em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada;

o Verificar a toxicidade do efluente final dos reatores com ATZ e MP em teste de
toxicidade com cebolas;

o Investigar, a nivel molecular, qual espécie fungica presente nos reatores em

estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Agrotoxicos e a problematica ambiental

A utilizacdo dos defensivos agricolas foi intensificada a partir da chamada
Revolucdo Verde, iniciada no final de 1940, nos EUA, e em meados de 1960 no Brasil, com a
criacdo do Programa Nacional de Defensivos Agricolas (PNDA). Essa revolucéo trouxe novas
politicas agricolas que buscavam a modernizagdo da agricultura, tendo como meios para tal
fim o uso de agroquimicos e de insumos de origem industrial, 0 que proporcionou aumento
expressivo no uso de agrotoxicos (LIMA; AZEVEDO, 2013).

O PNDA estimulou o envolvimento dos setores econdmicos brasileiros com a
producéo em larga escala dos agrotoxicos e os produtores rurais, que foram pressioandos pela
nova politica, que atrelava a concessdo de crédito rural a compra de agrotoxicos (SILVA,;
BOTELHO, 2014). E interessante mencionar que o contexto social desse periodo estava
marcado pela falta de regulamentacdo de politicas sociais, em especial, pela pequena
cobertura da seguridade social, além da baixa taxa de alfabetizacdo dos trabalhadores,
situacdo que os deixavam ainda mais susceptiveis as consequéncias negativas do uso de
pesticidas.

O estimulo do crescimento do mercado agroindustrial foi resultado da crescente
pressdo demogréfica dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, que precisavam
aumentar a producdo agricola para conseguir suprir a crescente demanda de alimentos da
populacéo que aumentara de forma exponencial (SILVA; BOTELHO, 2014). Esse aumento
no consumo de agrotoxicos trouxe a tona a problematica que essas substancias podem
oferecer ao meio ambiente, visto que milhdes de toneladas s&o utilizadas anualmente. No
entanto, apenas uma pequena porgéo atinge efetivamente os organismos alvo, sendo o restante
depositado nos solos, aguas superficiais e subterraneas, contaminando assim o meio ambiente
(KIST, 2013).

Muitos agrotdxicos sdo considerados compostos recalcitrantes, e ficam na
natureza por longos periodos, sem que a microbiota autdctone consiga metaboliza-los,
ocorrendo processos que afetam seus destinos ambientais, como fotodegradacdo, escoamento
superficial, degradac&o bioldgica e volatilizacéo (Figura 1).

O escoamento supercifial gerado em locais com presenca de agrotoxicos pode
levar & contaminacgdo de mananciais proximos, como agudes de abastecimento publico, além

de rios e lagoas. A lixiviacdo levara o composto pelo perfil do solo, acarretando contaminacéao
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de lengGis freaticos da regido. Isso poderd ocorrer principalmente se o pesticida for
xenobiotico, pois 0s micro-organismos presentes no ambiente podem ndo conseguir

metaboliz&-lo, o que culminara com sua entrada nos recursos hidricos mais proximos.

Figura 1 - Processos que afetam o destino ambiental dos agrotdxicos.

‘ .t deriva pelo vento

'y adsorqao
R ‘S‘, pitagdo
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fotodegradacao LN volatilizacdo 9%%
: : e,
Sooe

Fonte: Rebelo; Caldas (2014).

Desta forma, em sintese, observa-se que o processo de dissipacao do pesticida no
meio ambiente ocorre inicialmente por meio da aplicacdo, e através da a¢do do vento, onde o
composto € deslocado para o local da cultura (processo chamado de deriva). Do local de sua
aplicacdo até o agrotoxico chegar ao solo, ha a absorcéo por parte das plantas, volatilizacédo e
degradacdo através de fatores abidticos (temperatura, incidéncia de raios ultra-violeta), até
que quando ele chega ao solo, inicia-se 0 processo de degradagdo pelos micro-organismos
presentes no solo, ao passo que o que ndo é utilizado pela microbiota tende a percolar para 0s

lencois freaticos, o que termina por contamina-los (BARBOSA, 2013).
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Ao se tratar de poluicdo pelos agrotoxicos, na Figura 2 esta representado o que
pode ocorrer quando efluentes de industrias de fabricacdo de agrotéxicos sdo langados sem
tratamento no meio ambiente.

Quando chegam na natureza, de acordo com seu nivel de recalcitrancia, podem se
agregar nos materiais que estdo no sedimento, ser metabolizados pelos micro-organismos
presentes no meio, ou adsorverem-se as plantas aquaticas, além de poder ocorrer a
magnificacdo trofica (PAWLOWSKY et al., 1997).

Figura 2 — Movimento dos agrotoxicos no ambiente por caminhos abidticos e bi6ticos.

Aplicacio dos Agrotoxicos
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Fonte: Hayes; Laws (1997).

Ainda segundo Pawlowsky et al. (1997), o tratamento dos efluentes das indUstrias
de defensivos agricolas ¢ complexo, pois 0s processos que ocorrem na fabricagdo dos
produtos variam de acordo com a instalagdo da industria e com o principio ativo dos agrotéxicos
produzidos. Além disso, Latifi et al. (2012) relataram que o0s tratamentos usuais para 0S

referidos efluentes sdo onerosos, a saber tratamento quimico, incineracdo e disposicdo em
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aterros sanitarios. Para Pawlowsky et al. (1997), o que dificulta ainda mais o tratamento desses
residuos € a existéncia de principios ativos, solventes, e subprodutos intermediarios, pois tornam o
efluente mais tdxico ao tratamento bioldgico.

Nesse sentido, o potencial de impacto negativo do meio ambiente pela presenca em
demasia de agrotdxicos/pesticidas/defensivos agricolas, retrata a necessidade de medidas que

mitiguem o langamento desses produtos nas aguas e solos.
2.2  Caracteristicas do desregulador metil paration

Os agrotdxicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica,
modo de acdo em organismos alvo, quanto aos efeitos que causam a saude do homem, pela
avaliagdo da neurotoxicidade, dentre outros (SAVOY, 2011).

Com relagéo & sua estrutura quimica, o metil paration (MP) é considerado um
organofosforado, pois, assim como os agrotoxicos da referida classe, é derivado do &cido
fosfdrico, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico (PETRONILHO; FIGUEROA-VILLAR, 2014). A

formula estrutural do MP esté apresentada na Figura 3.

Figura 3 — Formula estrutural do metil paration.

S
I
O,N OP(OCH.,),

2

Fonte: Nota técnica ANVISA (2014).2

O MP tornou-se importante na agricultura porque substituiu o paration, pesticida
mais toxico e banido em muitos paises, sendo que um de seus maiores problemas era a alta
toxicidade em mamiferos, fato que o levou a ser classificado como agrotoxico de uso restrito
nos EUA, pela Environmental Protection Agency — EPA (SILVA, 2013).

O metil paration, quando é aplicado nas lavouras, ele também atinge espécies que

ndo sdo alvo, o que acarreta mortandade dos organismos que estdo em equilibrio com o

® Disponivel em
http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/96b246804f30997 1be99bec88f4b6a31/Nota+t%C3%A9cnica+da+
Parationa+Met%C3%ADlica.pdf?MOD=AJPERES. Acesso em 02/08/2014.
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ecossistema em que o pesticida é lancado, alterando dessa forma o ambiente. Suas principais

caracteristicas estdo compiladas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas do metil paration.

Caracteristicas Pesticida
Ingrediente ativo ou nome comum PARATIONA-METILICA (parathion
methyl)
N° CAS* 298-00-0

Nome quimico

Formula bruta/ empirica
Grupo quimico
Classificacao toxicoldgica
Classe Agrondmica
Peso molecular
Coeficiente de particéo (log KOW)
Solubilidade em &gua (25 °C)
IDA®

0,0-dimethyl O-4-nitrophenyl
phosphorothioate
C,H, NO.PS
organofosforado.
Classe | (extremamente toxico)
inseticida e acaricida
263,23 g mol™
3
55-60 mg L™
0,003 mg/kg/peso corpdreo

Fonte: Elaboracdo propria com dados da ANVISA, 2016.

Barr et al. (2002) relataram que ap6s a absor¢do do MP no corpo humano, pode
haver conversdo dele por fotodegradacdo a seu estado mais perigoso/toxico, o paroxon, e
quando esta forma esté presente no organismo humano ela pode resultar em excre¢do urinaria
contendo fenol livre, conforme apresentado na Figura 4.

Nos EUA os organofosforados foram banidos desde 1970, com base na sua
capacidade de afetar a enzima responsavel pelo controle da transmissdo dos impulsos
nervosos, acetilcolinesterase (AChE), de forma irreversivel, o que compromete o sistema
nervoso central, sendo considerados por isso, desreguladores enddcrinos (PETRONILO;
FIGUEROA-VILLAR, 2014).

4 Chemical Abstract Service
® Ingest#o didria aceitavel
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Figura 4 — Metabolismo do metil paration em humanos.
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Fonte: Barr et al. (2002).

Outro exemplo é a descoberta feita por Salles et al. (2002) de que a atividade da
serotonina e da melatonina pode ser afetada pelo MP. Os autores estudaram a injegdo de 20
mg/kg de peso corporal de metil paration em pacus. O MP é muito usado na psicultura para
combate de artropodes que predem alevinos nos tanques de cultivo. Passadas 24 h apos ser
injetado na cavidade peritonial dos pacus, o metil-paration aumentou a atividade da enzima
aminoacido aromatico descarboxilase (AADC) em cerca de 35%, mas inibiu a serotonina N-
acetiltransferase (SNAT), que chegou a apresentar 90% de sua atividade inibida 48h depois da

injecdo.

2.3 Caracteristicas do desregulador atrazina

O herbicida atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) é um
agrotoxico seletivo, usado amplamente no Brasil (BARBOSA, 2013). Na Figura 5 est4
apresentada sua formula estrutural. Sua agéo baseia-se no bloqueio da fotossintese de plantas

consideradas invasoras, 0 que provoca desequilibrio no ambiente, gerado pelo declinio de
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plantas sensiveis em ecossistemas hidricos localizados no entorno de pontos de contaminagéo
(LEME, 2010).

Figura 5 — Formula estrutural da Atrazina.

HNT CH;
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Fonte: Leme (2010).

A parcela de atrazina - ATZ que consegue ser degradada no solo ou nas aguas
pelos micro-organismos, geralmente ndo é mineralizada por completo, sendo principais
produtos de degradagdo da atrazina compostos hidroxilados e clorados, como Desetilatrazina
(DEA), Deisopropilatrazina (DIA), Desetildeisopropilatrazina (DEDIA),
Desetilhidroxiatrazina (DEHA), Deisopropilhidroxiatrazina (DIHA) e Hidroxiatrazina (HA),
menos toxicos que a ATZ; no entanto, ainda apresentando grau de toxicidade (COELHO; DI
BERNARDO, 2012).

Se a ATZ elou seus produtos de degradacdo chegarem aos corpos d’agua
superficiais de abastecimento, como os mesmos ndo podem ser removidos por tratamentos
convencionais (coagulacéo, floculagdo, sedimentacéo), terminam por bioacumular, visto que
seu coeficiente de particdo octanol-agua, é de 2,70 (COELHO; DI BERNARDO, 2012), o
qual representa a baixa solubilidade da ATZ na agua.

Além da problematica da bioacumulagdo do referido herbicida, o contato direto de
ATZ com o homem pode levar a doencas degenerativas, como alta incidéncia de cancer e
defeitos congénitos, visto que sua meia-vida é de um més e meio a cinco anos (SANCHEZ et
al., 2013). Em acordo com a preocupagédo dos autores citados, estudo realizado na Alemanha,
em seus aquiferos, Vonberg et al. (2014) observaram que a atrazina e seus subprodutos
permaneceram mais de vinte anos na agua, fato observado em locais proximos a campos de
agricultura, principal via de introdugéo da atrazina no ambiente.

De acordo com suas caracteristicas de alteracdo em seres vivos, a atrazina também

é considerada como disruptor enddcrino, pois tem possiveis efeitos cancerigenos e pode estar
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associada a diminuicdo de espermas em homens (BESSAC; HOYAU, 2011). Em 1991, teve
seu uso proibido na Alemanha, em virtude da contaminacdo dos mananciais de abastecimento
para 0 consumo humano, conforme relataram Vonberg et al. (2014). Com o passar 0 tempo e
da percepgao dos riscos que o uso da ATZ poderia trazer, em 2004, seu uso também foi
proibido na Unido Européia. No Brasil, no entanto, ele ainda tem sido utilizado assim como
em mais de 80 paises, sendo um dos herbicidas mais empregados no mundo (BESSAC;

HOYAU, 2011). Na Tabela 2 estdo apresentadas as caracteristicas da atrazina.

Tabela 2 — Caracteristicas da atrazina.

Caracteristicas Pesticida
Ingrediente ativo ou nome comum Atrazina
N° CAS? 1912-24-9
Nome quimico 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
triazina
Férmula bruta/ empirica CsH14CiNs
Grupo quimico Triazina/organoclorado
Classificacdo toxicoldgica Classe 11l (medianamente toxico)
Classe Agronémica Herbicida
Peso molecular 215,69 g mol™
Coeficiente de particao (log K_ ) 2,70
Solubilidade em &gua (27 °C) 33mg L™?

Fonte: Elaboragdo da autora, 2016.

O uso da ATZ cresce de forma preocupante no Brasil. Em 2009, por exemplo,
esteve entre os dez principios ativos mais utilizados (SEADE, 2013). Segundo o Sindicato
Nacional da IndUstria de Produtos para Defesa Agricola - SINDAG (2009), sobre
comercializacdo de agrotoxicos no Brasil, em 2009, a producgdo foi de 725 mil toneladas de
produtos formulados, com os herbicidas representando 59% (429.693 toneladas). Seu uso é
principalmente nas lavouras de cana de agUcar, conforme ja relatavam ARMAS et al. (2005).
Atualmente continua a ser usada largamente, principalmente com a expansdo da &rea

plantada, conforme dados da safra 2015/2016 disponibilizados pela Companhia Nacional de
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Abastecimento — Conab®, os quais apontam para a produgéo de 658,7 milhdes de toneladas de
cana-de-agUcar. Esse valor é 3,8% maior em relacdo a safra 2013/2014. A Conab indicou
ainda que area destinada a producdo sucroalcoleira serd de aproximadamente 8.995,5 mil
hectares para a safra 2015/2016.

2.4 Agrotoxicos e a saude publica

Embora um grande nimero de pesticidas tenha sido descoberto no inicio do século
XX, seus efeitos deletérios foram relatados somente a partir de 1932 (KORBES et al., 2010).
O uso continuo e sem responsabilidade dos agrotdxicos tem culminado com a contaminagéo
dos recursos naturais e das pessoas que lidam cotidianamente com a exposigdo aos produtos,
como assinalou KRISTOFF et al. (2011). De acordo com Londres (2011),

“As pessoas mais expostas aos perigos da contaminacdo pelos agrotéxicos sdo
aquelas que tém contato com eles no campo. Ha os aplicadores, preparadores de
caldas e responsaveis por depositos, que tém contato direto com os produtos, e ha
também os trabalhadores que tém contato indireto com os venenos ao realizar
capinas, rogadas, colheitas etc. Este segundo grupo é, na verdade, o de maior risco,
uma vez que o intervalo de reentrada nas lavouras ndo costuma ser respeitado e estes
trabalhadores ndo usam protecao.”

Para ratificar o que Londres (2011) sugeriu, dados do Sistema Nacional de
Informacg6es Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) — Ministério da Saide/FIOCRUZ , em 1999,
confirmaram notificacdo de 4.674 intoxicages por agrotoxicos de uso agricola. Em 2011,
altimo ano de divulgacéo dos dados do SINITOX, foram 5.075 casos registrados no pais,
com maiores incidéncias no sudeste e sul (SINITOX, 2011). E relevante salientar que esses
nimeros podem ndo representar a realidade, visto que o numéro real de intoxica¢des é muito
maior — a propria Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece que, para cada caso
registrado de intoxicacéo pelos agrotoxicos, ha 50 ndo notificados (LONDRES, 2011).
Os efeitos negativos oriundos da exposicdo aos agrotoxicos a salde humana,
dependerdo principalmente do perfil toxicoldgico do produto, assim como da intensidade e
exposicao realizada, podendo a referida exposicdo dar-se atraves da inalacdo, ingestdo e

contato com a pele, resultando em problemas de satde agudos e cronicos (PEREIRA, 2011).

® Disponivel em:
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquivos/15 12 17 09 03 29 boletim cana_portugues -
30 lev - 15-16.pdf. Acesso em 12/08/2016
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O incremento de casos de esterilidade de homens e mulheres, disfungdes
enddcrinas, casos de cancer, disfuncbes renais e neuroldgicas tém sido atribuidos aos
defensivos agricolas (ABHILASH; SINGH, 2009). Por exemplo, Oliveira et al.(2014)
concluiram que os agroquimicos podem passar de mée para filho através da amamentacéo,
quando as mde forem expostas no periodo pés-fecundacdo (primeiro trimestre gestacional) e
no periodo total, representado pela soma dos trés meses antes da fecundagdo e o primeiro
trimestre gestacional, o que poderd trazer malformagdes congénitas para 0s bebés.

No Brasil, a preocupagdo com as relagGes de padrdes estabelecidos entre meio
ambiente e salde esta crescendo, especialmente na area de saude coletiva, com inclusdo, por
exemplo da chamada saude ambiental, o que terminou por aproximar o meio académico da
area de salide com a area ambiental (BEDOR, 2008).

O Manual de Vigilancia da Saude de Populagbes Expostas a Agrotoxicos,
elaborado pela Organizagdo Pan-Americana da Salde exemplifica a relacdo entre salde e
meio ambiente de forma relevante. H4, no manual, defini¢do das intoxicagdes por agrotoxicos
em aguda, subaguda e cronica. Por exemplo, se a exposi¢do é unica ou por curto periodo de
tempo, o individuo pode apresentar tontura, nausea, vOmito, desorientacdo, dificuldade
respiratoria, coma, outras ou morte, quando ela for aguda, e subaguda quando apresentar
sonoléncias, fraquezas com dor de cabeca e de estdbmago e mal-estar e outras. Caso a
exposicao seja por longo periodo de tempo, poderd apresentar canceres, paralisias,
esterilidade masculina entre outras (OPS, 1997).

Matos (2013) investigou a incidéncia de casos de intoxicacdo exdgena por

agrotoxicos no Brasil de 2007 a 2012 e constatou que:

“[...] os casos de intoxicagcBes e de Gbitos por agrotéxicos tém aumentado nos
Ultimos anos, no Brasil. A média da taxa de incidéncia foi de 0,459 e a taxa de
letalidade de 5,2 por 100.000 hab. Os valores indicam uma situacdo preocupante,
haja vista que muitas pessoas ainda se encontram sob risco de contaminagéo e morte
por esses produtos.Os estados com maior percentual de casos confirmados de
intoxicagdes no SINAN foram o Estado de Sao Paulo com 19%, seguido pelo Parana
com 18%, Minas Gerais com 14% e Pernambuco com 8%; [...] na zona rural 0s
principais fatores envolvidos podem ser a maior freqiiéncia e tempo de exposicéo
aos agrotoxicos, dificuldade de acesso aos servicos de saude e menor nivel de
escolaridade e auséncia de uso de EPIs.” .

E necessario entdo, que a fiscalizagdo seja intensificada sobre o uso de
agrotoxicos, assim como acompanhada sua relacdo com o aumento de casos de intoxicacao e

de alteracdes na saude de homens que sdo expostos aos pesticidas.
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2.5  Legislacdo ambiental

A consolidacéo da legislagdo ambiental no Brasil ocorreu principalmente a partir
da promulgacdo da Constituicdo Federal de 1988. No entanto, outros marcos regulatorios
foram registrados a partir do codigo das Aguas, Decreto 24.643/1934, da Politica Nacional de
Meio Ambiente, lei 6938/1981, e a criagdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA em 1981. Esse aparato legal foi vagarosamente sendo implementado. Hoje, o
Brasil é conhecido como um pais que possui boas leis, mas ndo consegue coloca-las em
prética de fato, devendo-se a falta de fiscalizacéo dos 6rgdos competentes (FRANCO, 2014).
Em se tratando de agrotoxicos, um marco legal para fiscaizacdo de agrotdxicos foi a

estabelecida pela lei 7802/1989’, na qual consta a seguinte difinicdo para agrotoxicos:

“o0s produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados

ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos” (BRASIL, 1989).

A referida lei n° 7802/1989 e o decreto n® 24.114/1934 sdo marcos que
estabeleceram a regulamentacdo do uso, producdo e comercializagdo dos agrotéxicos no
Brasil. Hoje o oOrgdo responsavel pela fiscalizacdo e registro de pesticidas é Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), além do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) com auxilio do monitoramento
dos produtos, em termos de questdo agrondmica, e a ANVISA auxilia avaliando a toxicidade
dos agrotdxicos na saide humana. Ainda sob o campo federal, a resolugdo CONAMA n°
334/2003 “dispde sobre os procedimentos de licenciamento ambiental de estabelecimentos
destinados ao recebimento de embalagens vazias de agrotoxicos”.

Nos Estados Unidos, por exemplo, a Federal Insecticide, Fungicide, and
Rodenticide Act, (FIFRA) controla todos os aspectos relativos a utilizagdo, comercializacéo,
venda dos agrotdxicos, além de ter padrdo de avaliacdo de riscos da utilizagdo dos produtos.

Paises como Canada, Austrélia e Japdo também possuem regulamentacdo propria e avaliam o

" Dispde sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o
armazenamento, a comercializagdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a importagdo, a exportacdo, o destino
final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecao e a fiscalizacdo de agrotdxicos,
seus componentes e afins, e da outras providéncias.
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risco do uso desses produtos. Ja na Europa, a agéncia que regulamenta os usos (European and
Mediterranean Plant Protection Organisation) tem procedimentos mais flexiveis, podendo
ser adaptados de acordo com cada pais membro (REBELO; CALDAS, 2014).

Em termos de legislagéo estadual no Brasil, observa-se que a maioria dos estados
j& possui leis. Em especial no Nordeste, todos ja possuem, como pode ser visualizado na
Tabela 3. Alagoas despontou como primeiro do Nordeste a legislar, enquanto que o Ceard
figura em terceiro lugar, juntamente com a Bahia.

As leis apresentadas na Tabela 3 demonstram a preocupagéo dos governos com a
utilizagdo/comercializagdo dos agrotdxicos, fato corroborado com os limites estabelecidos em
termos de qualidade de &gua e langamento de efluentes.

Por exemplo, a resolugio CONAMA n° 357/2005, alterada pelas resolugdes
410/2009 e 430/2011 (BRASIL, 2005; 2009; 2011), estipula limite maximo permitido de
atrazina em é&guas doces, que é 2,0 pg L™, além disso, determina ainda que efluentes de
qualquer fonte poluidora s6 poderdo ser langados nos corpos de agua, apds o devido
tratamento e 0 mesmo ndo deverd causar ou possuir potencial para propiciar efeitos toxicos.
Para metil paration, os valores maximos de concentracdo sdao 0,04, 35 e 0,04 pg LY
respectivamente, para guas doces classe |, Il e &guas salobras classe .

No tocante a potabilidade de agua, a Portaria do Ministério da Salde (MS)
2914/11 estabeleceu concentragdo maxima permitida para o metil paration de 9 pug L™ e de
atrazina 2 ug L' (assim como na Resolugdo 357/2005 do CONAMA). Nos EUA o limite para
pesticidas em aguas de abastecimento é de 3 ug L™ (USEPA), e de 0,1 pg L™ na Comunidade

Européia.
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Tabela 3 — Leis Estaduais do Nordeste do Brasil sobre agrotdxicos.

Estado N° da lei

Contelido

AL 5.852/1986

Dispde sobre a utilizagdo, a producdo, o comércio, o0
armazenamento, transporte interno e a fiscalizagdo do uso de
agrotoxicos seus componentes e afins e da outras providéncias

SE 3.195/1992

Disp0e sobre o controle de Agrotoxicos e outros biocidas, a Nivel
estadual, e d& providéncias correlatas.

CE 12.228/1993

Dispbe sobre o uso, a produ¢do, o consumo, 0 comércio e o
armazenamento dos agrotoxicos, seus componentes e afins bem
como sobre a fiscalizagcdo do uso de consumo do comércio, do
armazenamento e do transporte interno desses produtos.

BA 6.455/1993

Disp0e sobre o controle da producéo, da comercializagdo, do Uso,
do consumo, do transporte e armazenamento de Agrotdxicos, seus
componentes e afins no territério do Estado Da Bahia e da outras
providéncias.

PE 12.753/2005

Dispde sobre o comércio, o transporte, 0 armazenamento, 0 Uso e
aplicacdo, o destino final dos residuos e embalagens vazias, o
controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de agrotoxicos, seus
componentes e afins, bem como 0 monitoramento de seus residuos
em produtos vegetais, e d& outras providéncias.

RN 8.672/2005

Dispbe sobre o controle da produgdo, comércio, USo,
Armazenamento, transporte interno e o destino final de
Embalagens e residuos de agrotoxicos, seus componentes e Afins,
no Estado do Rio Grande do Norte, e dé& outras Providéncias.

MA 8.521/2006

Dispbe sobre a producdo, o transporte, 0 Armazenamento, a
comercializacdo, a utilizacdo, O destino final dos residuos e
embalagens Vazias, o controle, a inspecdo e a Fiscalizacdo de
agrotoxicos, seus componentes e afins, no Estado do Maranhéo, e
Da outras providéncias.

Pl 5.626/2006

Dispde sobre o controle de agrotdxicos seus componentes e afins
no Estado do Piaui, e d4 outras providéncias.

PB 9.007/2009

DispOe sobre o comércio, o transporte, Armazenamento, 0 Uso €
aplicacdo, o destino Final dos residuos e embalagens vazias, o
Controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de Agrotdxicos, seus
componentes e afins, bem Como o monitoramento de seus residuos
em Produtos vegetais, e da outras providéncias.

Fonte: Autora, 2016.

2.6 Micodegradacéo

2.6.1 Fungos

Os micro-organismos contribuem de modo essencial para o equilibrio dos

organismos Vivos e elementos quimicos do ambiente. Sua aplicacdo varia desde a sintese de

vitaminas, drogas, alcodis até enzimas utilizadas comercialmente. Na industria alimenticia,
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por exemplo, observa-se a preservacao de picles, manteiga, molho de soja, queijos, através de
compostos produzidos pelos micro-organismos (TORTORA et al., 2012).

Os fungos, atualmente estdo classificados no dominio Eucaria, e reino fungi,
segundo Tortora et al. (2012). S&o seres capazes de habitar os mais diversos lugares, com
condigdes em que outros seres provavelmente ndo conseguiriam, como em ambientes de
ampla variacdo de pH, faixa em torno de 1,5 a 11; para os filamentosos, os fungos
leveduriformes sé sobrevivem em ambientes acidos (LUNA, 2013). Também s&o conhecidos
por sobreviver em baixas concentracdes de nutrientes e matéria organica (REINEHR et al.,
2014).

Em termos de caracteristicas gerais sdo heterdtrofos, eucariotos, uni ou
multicelulares, com reproducdo sexuada ou assexuada, e a maioria é aerébio obrigatdrio,
sendo apenas algumas leveduras fermentadoras, como a espécie Saccharomyces cerevisae,
utilizada na fermentagdo de pdo e cerveja (MADIGAN, 2010).

Sua nutricdo ocorre por meio de absor¢do de solugbes de matéria organica
presente no meio. Na presenca de oxigénio, a via da hexose monofosfato é a responsavel por
30% da quebra da glicose, sendo realizada através de enzimas como manganés peroxidases,
lipases, lacases, amilases, que hidrolisam o substrato deixando-o assimilavel (REINEHR et
al., 2014). Sua preferéncia sdo por carboidratos simples como glicose e sais minerais como
sulfatos e fosfatos (SARDROOD; GOLTAPEH; VARMA, 2014).

2.6.2 Aplicacdo da micodegradacio

A biorremediacéo é uma tecnologia para tratamento de ambientes contaminados
usando seres vivos (micro-organismos e plantas) para degradacdo de poluentes no meio
ambiente (SANCHEZ et al., 2013). Um tipo de biorremediacio é a micodegradacio, que de
acordo com Ramadevi et al. (2012), pode envolver trés principais processos: a degradagéo do
poluente alvo, a adsor¢éo e a absorcdo. O primeiro refere-se a utilizagdo do poluente pelo
microrganismo, a quebra das ligacbes do composto. A adsorcdo é representada pela
transferéncia fisica do poluente do meio para o fungo, sem sua utilizacdo direta, e pode
ocorrer com a biomassa viva ou morta. J4 a absorcdo é o uso do composto alvo nos
mecanismos de obtencdo de energia do micro-organismo.

Com especial atencédo, os fungos filamentosos possuem algumas caracteristicas

Uteis para sua aplicacdo na micorremediacdo. S&o mais atrativos quando comparados as
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bactérias, pois podem se desenvolver em condi¢des de estresse ambiental, além da vantagem
de utilizar suas hifas para obter colonizagdo de grandes areas em direcéo a fonte de carbono.
Essas diferenciages os deixam com maior contato com o poluente alvo, permitindo assim
aumento da biodisponibilidade e da degradagdo (SARDROOD; GOLTAPEH; VARMA,
2014).

O uso de fungos data do fim do século XX, sendo os primeiros trabalhos com o
uso de Polyporus versicolor para degradacéo de efluente Kraft por Marton, Stern e Marton
(1969), Saccharomyces cerevisiae para remogéo de lindano e dieldrin por Nobles em (1975) e
depois, por Khindaria et al. (1975), os quais estudaram a degradag&o de heptacloro por fungos
do género Aspergillus.

O interesse pela micologia baseia-se na capacidade dos fungos de degradar
diversos compostos persistentes, a saber: pesticida organofosforado, compostos nitro
aromaticos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e corantes téxteis (RODRIGUES, 2013;
KIST, 2013; MARCIAL et al., 2006; ARAUJO, 2010; LOPES et al., 2014), desobstrucdo de
pocos de petroleo, adsorcdo de metdis pesados, lixiviagcdo de minerais e recuperacdo de solos
contaminados (SOARES et al, 2011).

Para More et al. (2010) as espécies fungicas filamentosas sdo muito utilizadas em
tratamentos de efluentes devido a sua caracteristica de promover a biofloculagéo simultanea
de suas hifas, o que faz com que compostos considerados toxicos possam ser degradados do
meio. Zanin et al. (2014), por exemplo, utilizaram a espécie filamentosa Aspergillus flavus
para degradagdo de fenois advindos de efluentes de postos de gasolina. Os autores removeram
6,7 mg L de &cido galico do efluente estudado, do total de 10 mg L™ encontrado
inicialmente no efluente, o que indicou vantagem ao utilizar a espécie flngica.

Duwe (2013) utilizou as espécies Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 e
Pleurotus ostreatus POS 560 para avaliar a micodegradagéo de efluente Kraft, o qual possui
caracteristicas recalcitrantes, pela presenca do fenol. O autor avaliou a influéncia de pH,
glicose e concentracdo do efluente in natura, e concluiu que a espécie que melhor conseguiu
remover fenol (14%) do meio aquoso foi Pleurotus ostreatus POS 560, com 20% de efluente,
10 g L™ de glicose e pH 7,0.

Na China, Wen et al. (2011) utilizaram a espécie Pseudotrametes gibbosa para
biodegradar em solo o pireno, hidrocarboneto policiclico aromético — (PAHSs), de
recalcitrancia reconhecida, avaliando a influéncia da adicdo de seis diferentes tipos de

cossubstrato para melhoria da eficiéncia da remogdo do poluente. Os autores verificaram que
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a especie fungica foi capaz de consumir o pireno sem introducéo de outra fonte de carbono,
com remocdo de 28%, e com a adi¢cdo dos cossubstratos houve melhoria na remocéo do
pireno. As melhores remogdes foram atingidas com a introducéo de farelo de trigo no solo,
com 50,6% de remocéo de pireno.

Sari, Tachibana e Itoh (2012) estudaram a capacidade da espécie Trametes
versicolor U97 de degradar o DDT e conseguiram obter 73% de remocdo do pesticida em
matriz aquosa, utilizando 1mM de DDT.

Em termos de atrazina, a remocao via fungos ocorre com a substituicdo sequencial
do anel aromético, o que inicia a dealquilacéo, sendo esse o principal passo da via metabdlica
de degradagdo do composto (PEREIRA, 2011).

Segundo Sene et al. (2010), as espécies Aspergillus fumigatus, Aspergillus ustus,
Aspergillus flavipes, Rhizopus stolonifer, Fusarium moniliforme, Fusarium roseum, Fusarium
oxysporum, Penicillium decumbens, Penicillium janthinellum, Penicillium rugulosum,
Penicillium luteum, Phanerochaete crysosporium e Trichoderma viride conseguem
metabolizar a atrazina, sendo os principais produtos de degradagdo a desetilatrazina e
desisopropilatrazina, cabe mencionar que os subprodutos sdo menos toxicos que a ATZ.

Pereira (2011) usou as espécies Candida rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes
INCQS 40220, Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e Pleurotus ostreatus UFLA para
avaliar a capacidade dos fungos de remover o herbicida atrazina, na concentragéo final de 10
mg L*, de meio aquoso. A autora observou que a espécie que melhor conseguiu remover
atrazina do efluente sintético foi Pleurotus ostreatus UFLA, com 65% de remocdo do
agrotoxico.

J& para organofosforados, os principais mecanismos envolvidos na utilizagdo do
composto pelos fungos € o da degradacdo, especialmente com fungos filamentosos, pois
conseguem degradar a molécula do pesticida e utiliza-la como fonte de carbono e nutrientes
(RAMADEVI et al., 2012).

Rodrigues (2013) avaliou a remogdo de metil paration por fungos de origem
marinha (Penicillium citrinum e Fusarium proliferatum) e observou que apds 20 dias o
pesticida foi completamente degradado, o que indicou a aplicabilidade e utilizacdo das
espécies observadas durante o estudo. Silva (2013) utilizou também fungos de origem
marinha para verificar a degradacdo de organofosforados, a saber, clorpirifos, metil paration e
profends. Os géneros utlizados foram Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, em meio

liquido suplementado com malte a 2% e 50 mg L™ dos pesticidas (separados), com
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monitoramento com 10 dias, 20 dias e 30 dias. O clorpirifés, ao final dos 30 dias, teve
maxima remogdo de 63% com a espécie A. sydowii CBMAIA 935 e de 72% com a espécie
Trichoderma sp. CBMAIA 932. Para o metil paration, as melhores espécies foram, A.
sydowii CBMAIA 935 e P. decaturense ambas com 100% de remogdo em 20 dias. J& para o
profends, A. sydowii CBMAIA 935 foi capaz de degradar 70% e P. raistrickii removeu
100%, em 30 dias.

O potencial de micodegradagdo vem sendo estudado amplamente, com os mais
variados compostos, inclusive com substancias consideradas recalcitrantes. Destarte, a
pesquisa com atrazina e metil paration em meio aquoso utilizando Aspergillus niger AN 400

corrobora com a necessidade de alternativas para o tratamento desses compostos persistentes.
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3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Tecnologia Ambiental - LATAM

do Instituto Federal do Ceara — IFCE, campus Fortaleza/BR, e as andlises dos pesticidas
(atrazina e metil paration) foram realizadas no Laboratdrio de Analises Tragco — LAT, da
Universidade Federal do Ceard — UFC. A identificacdo morfoldgica e molecular da espécie
fungica foi realizada na Micoteca da Universidade do Minho — MUM, em Braga - Portugal.
O trabalho compreendeu estudo sobre a degradagdo dos pesticidas atrazina (formulado
comercial Gesaprim, com 500 g/L do ingrediente ativo atrazina) e metil paration (formulado
comercial Folisuper 600 BR, com 600 g/L do ingrediente ativo metil paration) pela linhagem
Aspergillus niger AN 400, trazida da Holanda.

O estudo foi constituido de dez etapas; producdo de suspensdo de esporos
fungicos (l), teste de tolerdncia em placas (1), batelada com biomassa dispersa em mesa
agitadora com rotagdes de 150 rpm e 80 rpm (1), batelada aerada com biomassa dispersa
(IV), reator em bateladas sequenciais com biomassa imobilizada (V), planejamento fatorial na
modalidade com biomassa imobilizada, para melhoria do processo (VI), Teste biol6gico
(VI), Teste de toxicidade com cebolas (VIII) ensaio de saturacdo na biomassa e no meio
suporte (IX) e identificagdo e caracterizagdo morfolégica e molecular da espécie fangica
presente nos reatores (X). A Etapa Il foi subdividida em duas fases: Fase | — na qual foi
verificada a influéncia da presenca e auséncia de metanol sobre a biodegradagdo dos
pesticidas —, e Fase Il, quando foi avaliada a influéncia da agitagdo do meio, na presenca e
auséncia de metanol. A Etapa 1V também foi subdividida, comparando-se a influéncia da
adicdo de dois diferentes cossubstratos, metanol e glicose (Fase 1), avaliando-se a agdo
conjunta dos mesmos, e apenas na presenca de glicose (Fase Il), sobre o processo de
micorremediacdo. Na Figura 6 esté apresentado o esquema do desenvolvimento da pesquisa.

As concentragfes de glicose basearam-se em trabalhos desenvolvidos por
Rodrigues et al. (2010), Lopes et al. (2011) e Souza Neto (2012). J& a concentracdo do
metanol foi adotada de acordo com a solubilizacdo dos pesticidas na solugdo estoque
preparada com o0s agrotoxicos comerciais, desta forma, foi inicialmente utilizada com intuito

de melhorar a solubilidade dos pesticidas.
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Figura 6 — Esquema de desenvolvimento da pesquisa.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

3.1 Etapa I - Producéo da suspenséo de esporos fungicos

A producéo e contagem dos esporos da espécie Aspergillus niger AN 400 foi
realizada de acordo com Sampaio (2005). Para cultivo do fungo, utilizou-se cepa de
Aspergillus niger AN 400, cedida pelo LATAM. Para a preparagédo da suspenséo de esporos,
inoculou-se a cepa em placas de Petri, contendo meio de cultura Agar Sabouraud® Dextrose
— previamente esterilizado em autoclave vertical por 20 minutos, a 120°C e 1 kgf/cm? de
pressdo. As placas de Petri eram de vidro e também estéreis, foi utilizado 10 mL de meio em
cada placa. Apo6s a inoculacdo dos esporos, as placas foram levadas para estufa
microbioldgica Biopar ®, durante o periodo de sete dias a + 28°C.

Ao final deste periodo de incubagdo, os esporos foram removidos das placas de
Petri com adigéo de 5 pL de solugéo de Tween 80 (CssH124026), surfactante ndo-idnico, para

ajudar nos desprendimento dos esporos do meio de cultura, através de pipeta automatica,
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previamente esterilizada, formando uma suspensdo que foi posteriormente transferida para
frasco esterilizado de 100 mL, onde ficou armazenada sob refrigeracdo de + 4°C.

Os esporos foram contados a partir da suspensdo preparada, utilizando-se 50 pL
da mesma, previamente agitada em Vortex modelo QI-901 por 30 segundos, e depois
acrescida de 950 uL de solucdo de Tween 80, resultando em uma solugdo de 1:20. Em
seguida, 20 uL da suspensdo preparada foram transferidos para cAmara de Neubauer (Figura
7) com profundidade de 0,1 mm e area minima de 1/400 mm?, onde foi realizada a contagem
dos esporos em um microscopio 6ptico Bioval® com aumento de 400 vezes. Em cada
quadrante da camara realiza-se a contagem dos esporos, em total de 18 quadrantes, e depois

utilizou-se a Equacdo 1 para realizar o célculo do nimero de esporos na solugéo:

Esporos/mL = esporos contados x diluicdo x 2,5 x 10° Equacéo 1.

Figura 7 — Camara de Neubauer.
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Fonte: Lucarini; Da Silva; Bianchi (2004).

3.2 Etapa Il - Teste de tolerancia em placas

Foram utilizadas 28 placas de Petri, esterilizadas em autoclave vertical por 20
minutos a temperatura de 120°C e 1 kgf/cm? de pressdo. Posteriormente, foram preenchidas
com 10 mL de meio de cultura Agar Sabouraud® Dextrose e solucdo de esporos, inoculados
por placa na concentracdo de 2 x 10° esporos mL™, conforme estudo de Rodrigues et al.
(2010). As placas foram divididas em seis lotes, as quais foram feitas em duplicata, com
excecao do controle, que foi feito em quadruplicata. As placas do primeiro lote ndo receberam
adigéo de pesticidas, constituindo-se no controle (4 placas).

Nos lotes restantes foram adicionadas diferentes concentragdes de metil paration,
asaber: 5mg L™, 10 mgL?, 20 mg L™, 30 mg L™ e 50 mg L™ e de atrazina foram 5 mg L,
10 mg L™, 20 mg L™, 30 mg L™, 40 mg L (SAMPAIO, 2005). Foram 12 placas para as
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concentracdes de atrazina e 12 para metil paration. As placas foram incubadas em estufa
microbioldgica a + 28°C, durante sete dias, e diariamente observadas a fim de acompanhar o

crescimento visual dos fungos.
3.3 Etapa Ill - Batelada em mesa agitadora

Nesta etapa o metanol foi empregado como cossubstrato, verificando-se a
influéncia de sua presenga e auséncia na biodegradagéo de atrazina e metil paration em meio
aquoso (Fase I). Na Fase 11, utilizou-se a mesma composicédo de reatores da Fase I, aplicando-
se agora as rotacdes de 80 rpm e de 150 rpm.

De um total de 224 reatores utilizados nas duas fases, cada uma delas possuia 28
reatores (frascos Erlenmeyers) esterilizados, cada um com volume total de 250 mL, e volume
atil de 150 mL. Os reatores foram divididos em dois grupos: 14 reatores de controle (RC)
contendo apenas a dgua residuéria sintética e 14 reatores (RF) contendo a agua residuéria e
suspensdo fungica. Os reatores foram mantidos em uma mesa agitadora com velocidade de 80
rpm e 150 rpm e a temperatura foi de + 28°C, conforme esquema apresentado na Figura 8.

O tempo de reacdo foi de 192 h, baseado no crescimento fungico, e os reatores
foram desmontados depois de nove dias, sendo estudados os tempos de reacdo de 24, 48, 72,
96, 168, 192 e 216 h . A solucdo usada para alimentacdo dos reatores foi dgua destilada
(autoclavada) acrescida de 1 mL L™ de solucdo Vishniac, de esporos na concentracdo de
2x10° esporos/mL, 30 mg L™ de pesticida, definida com base no teste de crescimento fingico

em placas e nos trabalhos desenvolvidos no LATAM.

Figura 8 — Esquema da mesa agitadora utilizada na Etapa I1I.
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Fonte: Autora, 2016.
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A solugdo Vishniac (Rodrigues, 2010) possuia em sua composicdo:10 g L™
EDTA, 4 g L* ZnSO, . 7H,0, 1 g L MnCl; . 4H,0, 0,32 g L™ CoCl, . 6H,0, 0,22 g L™
(NH4)6M07024 . 4H,0, 1,47 g L™ CaCl, . 2H,0 e 1 g L™ FeSO, . 7H,0.

Para uso dos pesticidas, foram inicialmente preparadas duas solucfes estogue,
com 1500 mg L™ de cada composto. Estas solugdes, para os reatores que receberam adicéo de
cossubstrato, foram entdo diluidas em agua destilada e metanol. Desta forma, nas solucbes
usadas, j& havia presenca do cossubstrato metanol, sendo a concentragdo final deste nos
reatores de 0,8% v/v. Nos reatores que ndo receberam metanol, a solugéo foi preparada sem
adicdo do mesmo, apenas contendo a agua destilada e os pesticidas para efeito de

comparagéo.

3.4 Etapa IV - Batelada aerada com biomassa dispersa

Foram utilizados reatores de vidro, com volume util de 3 L (Figura 9), e
fornecimento de ar por minicompressores com vazdo de 20 L/h. A concentragdo de esporos
utilizada foi 2x10° esporos/mL e as de atrazina, nos reatores com atrazina, e de metil paration,
nos reatores com metil paration, foi de 30 mg L™.

Nas bateladas aeradas utilizaram-se as mesmas solucdes dos pesticidas obtidas nas
bateladas em mesa agitadora, a primeira solu¢cdo com metanol e a segunda apenas com agua

destilada. Foi acrescentada nessa etapa a glicose no meio.

Figura 9 — Modelo do reator utilizado na batelada aerada com biomassa dispersa.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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Nesta etapa, a batelada compreendeu 112 reatores, divididos em reatores contendo

0,8% v/v de metanol e glicose (Fase I) e de glicose (Fase Il) nos reatores. A glicose teve sua

concentracdo no meio variando de 0,5 a5 g L™, conforme j4 estudado por Aradjo (2010), Xie
et al.(2013), Souza Neto (2012) e Sampaio (2005). Na Tabela 4 estd apresentada a

nomenclatura dos reatores usados na pesquisa.

O tempo de reacéo foi de 216 h, e os reatores foram desmontados depois de nove

dias. A &gua residuéria sintética usada para alimentacdo dos reatores foi 4gua destilada
(autoclavada) acrescida de 1 mL L™ de Vishniac (10 g L™ EDTA, 4 g L* ZnSO, . 7TH,0, 1 g
L™ MnCl; . 4H,0, 0,32 g L™ CoCl, . 6H,0, 0,22 g L™ (NH,)6M070,4 . 4H,0, 1,47 g L™

CaCly . 2H,0 e 1 g L™ FeSO, . 7H,0), além da variacdo de metanol e glicose apresentada na

Tabela 4.

Tabela 4 — Constituicdo de reatores usados nas bateladas aeradas e presenga de glicose e

metanol.
Reator . Reator .
com ATZ Metanol | Glicose com ATZ Metanol | Glicose
RFMA X - RFA - -
RFMGA RFGA
0,5 X X 0,5 - X
RFMGA 1 X X RFGA 1 - X
RFMGA 2 X X RFGA 2 - X
RFMGA 3 X X RFGA 3 - X
RFMGA 4 X X RFGA 4 - X
ETAPA | RFMGADS X X ETAPA | RFGAS5 - X
1l . 1 .
Fase 1 Reator Metanol | Glicose Fase 2 Reator | Metanol | Glicose
com MP com MP
RFMP X - RFP -
RF(I)VISGP X X RFGP 0,5 - X
RFMGP 1 X X RFGP 1 - X
RFMGP 2 X X RFGP 2 - X
RFMGP 3 X X RFGP 3 - X
RFMGP 4 X X RFGP 4 - X
RFMGP 5 X X RFGP 5 - X

Legenda: RFMA- Reator com ATZ, fungo e metanol; RFMGA 0,5- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose
na concentracéo de 0,5 g L™; RFMGA 1- Reator com ATZ fungo, metanol e glicose na concentracdo de 1 g L™
RFMGA 2- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 2 g L™; RFMGA 3- Reator com
ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 3 g LY RFMGA 4 - Reator com ATZ, fungo, metanol e
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glicose na concentracéo de 4 g L™; RFMGA 5 - Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5
g L'": RFA — Reator com ATZ, fungo; RFGA 0,5 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de
054 L'%: RFGA 1 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de 1 g L'%: RFGA 2 - Reator com ATZ,
fungo e glicose na concentragéo de 2 g L™; RFGA 3 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentragéo de 3 g
L™ RFGA 4 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentragdo de 4 g L; RFGA 5 - Reator com ATZ, fungo e
glicose na concentragdo de 5 g L.

*RFMP- Reator com MP, fungo e metanol; RFMGP 0,5- Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 0,5 g LY RFMGP 1- Reator com MP fungo, metanol e glicose na concentracio de 1 g L™
RFMGP 2 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentragdo de 2 g L'Y: RFMGP 3- Reator com MP,
fungo, metanol e glicose na concentracéo de 3 g L'"; RFMGP 4 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 4 g L™ RFMGP 5 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentragdo de 5 g L™ RFP —
Reator com MP, fungo; RFGP 0,5 - Reator com MP, fungo e glicose na concentracdo de 0,5 g L% RFGP 1 -
Reator com MP, fungo e glicose na concentracdo de 1 g L™:; RFGP 2 - Reator com MP, fungo e glicose na
concentracdo de 2 g L™; RFGP 3 - Reator com MP, fungo e glicose na concentragdo de 3 g L™; RFGP 4 - Reator
com MP, fungo e glicose na concentragdo de 4 g L™; RFGP 5 - Reator com MP, fungo e glicose na concentragdo
de 5 g L™. Fonte: Autora, 2016.

3.5 Etapa V - Reator em Bateladas Sequenciais (RBS) com biomassa imobilizada

Para imobilizacéo da espécie fungica, utilizou-se 15 g de espuma de poliuretano
como meio suporte, que foram cortadas em cubos de 1 cm de aresta e, posteriormente, lavadas
com 4gua de abastecimento e sabdo. Em seguida, os cubos de poliuretano foram mantidos em
estufa a + 80°C por 3 h para sua secagem.

Depois 0s cubos da espuma foram alocados em sacos de polietileno e esterilizados
(em autoclave vertical por 20 minutos) e posteriormente foram colocados junto ao meio basal
nutriente, previamente esterilizado, proposto por Rodrigues (2006)° para crescimento da
biomassa nos reatores. Foi adicionado ainda 1 mL L™ de solugéo de Vishniac e 0,1 g L™ de
antibiético Megacilin Super Plus®, este Gltimo com intuito de minimizar a presenca de
bactérias no reator.

Depois de esterilizado o meio basal e as espumas, o conjunto ficou em repouso até
que sua temperatura atingisse + 25°C e, sd entdo, os esporos cultivados anteriormente foram
inoculados no reator, de modo a obter a concentragdo de 2x10° esporos/mL. Depois de
colocados os esporos foi introduzida a aeragéo no reator por meio de mini compressores de ar,
permanecendo assim por cinco dias, quando foi introduzido um novo meio de crescimento,
estéril, com a mesma constituicdo do daquele colocado inicialmente, mantendo-se esta
condigdo por mais cinco dias. A troca do meio basal ocorreu até que se pudesse verificar

(visualmente) a presenca da biomassa no reator, o que compreendeu a um periodo de 11 dias.

& O meio basal foi constituido de (mg L™): glicose (5000); MgSO4.7H,O (1000); NaNOs (4000); K,HPO, (800);
(160) (RODRIGUES et al., 2010).
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Os reatores eram recipientes de vidro (frascos de Duran), com capacidade de 5 L e volume

atil de 4,5 L, como apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Modelo do reator utilizado na batelada aerada com biomassa imobilizada.
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Legenda: A — Modelo do reator utilizado nas bateladas aeradas; B — processos de imobilizacdo do fungo.
Fonte: Autora, 2016.

3.6 Etapa VI - Planejamento fatorial

Foram realizados de forma independentes dois planejamentos fatoriais para
investigar a influéncia da concentragdo de glicose e de pesticias no meio. Foi utilizado o
software (STATGRAPHICS Centurion, StatPoint technologies, Inc, VA 20186, USA),
consistindo de 9 + 3 (pontos centrais), como apresentado na Tabela 5. Foi avaliada a
interferéncia de duas varidveis independentes utilizando um delineamento fatorial fracionado,
com 12 testes distintos — pormenorizados na Tabela 6. Cada teste foi realizado durante 7 dias,
em reator com biomassa imobilizada — do mesmo modelo da Etapa IV, tanto para atrazina
quanto para metil paration. As variaveis dependentes selecionadas para este estudo foi 0% de

degradacgéo de atrazina e de metil paration.

Tabela 5 — Faixa experimental e niveis dos fatores estudados no planejamento fatorial.

Nivei
Fatores Simbolo Vet
-1 0 +1
[ ] de glicose A 05¢gL"! 275gL* 5gL*t
[ 1 de pesticida B 5mgL* 175mgL*  30mgL™

Fonte: Autora, 2016.
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Tabela 6 — Ensaios realizados no planejamento fatorial.

Concentracéo de Concentracéo de Concentracéo de
Teste Glicose ATZ MP
(gL™h) (mg L™) (mg L™)

1 2,75 5 5

2 0,5 5 5

3 2.75 17,5 17,5

4 2,75 17,5 17,5

5 2,75 30 30

6 2,75 17,5 17,5

7 5 30 30

8 5 17,5 17,5

9 0,5 17,5 17,5

10 5 5 5

11 0,5 30 30

12 2,75 17,5 17,5

Fonte: Autora, 2016.

3.7 Condig0es instrumentais

As analises realizadas nas etapas IlI, IV, V e VI foram pH, demanda quimica de
oxigénio (DQO), conforme procedimentos descritos em APHA (2005) e os pesticidas,
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu 20 A). Foi empregado
um detector na regido do ultravioleta e visivel com arranjo de diodos, modelo SPD-M20A,
coluna CTO-20A do Laboratério de Andlises de Tragos (LAT), do Departamento de Quimica
Analitica e Fisico-Quimica da UFC. A separacdo dos pesticidas foi realizada em coluna
Supelco C18 (25 cm x 4,6 mm D.l; particulas de 5um) nas seguintes condicdes
cromatograficas: sistema de gradiente com fase movel acetonitrila: dgua — 70%, tempo de
corrida de seis minutos, detecgdo em comprimento de onda da atrazina em 220 nm e metil

paration em 270 nm, com volume de injeg&do de 50 pL.

3.8 Etapa VII - Teste bioldgico

Com intuito de observar a prevaléncia da espécie fungica, realizou-se contagem
de Unidades Formadoras de Colonia — UFCs/mL nos reatores usados durante o planejamento
experimental. O procedimento so foi realizado nesta etapa por dificuldades operacionais que

inviabilizaram sua realizagdo nas demais etapas.
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O procedimento de contagem dos micro-organismos foi realizado através de
diluicdo em série, utilizando-se meio especifico, para contagem de bactérias, e meio Martin
para contagem de fungos, conforme Andrade et al. (2013). Esses meios possuiam a seguinte
composicéo:

e Meio nutriente-4gar da Dindmica®: 15 g de bactoégar, 3 g de extrato de carne, 5 g de
peptona, 8 g de NaCl, 1000 mL de agua destilada.

e Meio de Martin: 1 g de KH,PO, da Dinamica®, 5 g de peptona da Acumedia®, 0,5 g
de K;HPO, da Dinamica®, 0,5 g de MgSO. . 7H,0O da Dindmica®, 10 g de dextrose
da Merck®, 0,5 g de extrato de levedura da Acumedia®, 0,033 g de rosa bengala da
Inlab®, 18 g de Agar da Acumedia®, 1000 mL de &gua destilada.

No tocante ao plagueamento, inicialmente foram retirados dois cubos de
polietileno (esponja contida no reator) e levados para erlenmeyers (volume total de 100 mL)
contendo 60 mL de solucéo salina, com 0,9% de NaCl, e com pérolas de vidro tamanho 8. As
pérolas foram colocadas para facilitar o desprendimento da biomassa da esponja.

Posteriormente levou-se o erlenmeyer para o agitador VVOrtex até que visualmente
a biomassa fosse desprendida da esponja. Feito o referido procedimento, retiraram-se
aliquotas de 1 mL do erlenmeyer e transferiu-se para cubeta (previamente esterilizadas
contendo 9 mL de solugdo salina), e assim sucessivamente até a obtengdo das concentracdes
de 102 10% e 10™. Depois que cada cubeta foi levada para o agitador Vértex, com intuito de
homogeneizagdo da suspenséo.

Ao final, 0,1 mL da suspensdo contida nas cubetas foi adicionada aos meios de
cultura para fungos e bactérias, 0s quais encontravam-se previamente autoclavados e
solidificados, e depois com a alca de Drigalsky procedeu-se ao esfregaco na placa, as quais
foram levadas & estufa microbioldgica a temperatura de cerca de + 28°C, e as contagens foram
realizadas apds 3 dias para bactérias e 5 dias para fungos.

A contagem foi realizada durante as 12 semanas em que durou o planejamento

experimental, nos reatores com atrazina e nos reatores com metil paration.

3.9 Etapa VIII - Teste de toxicidade com efluente final

Para realizacdo do teste de toxicidade com o efluente final dos reatores operados

em batelada sequencial com biomassa imobilizada, adaptou-se metodologia proposta por
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Meéxico (2008). De acordo com o referido autor, bulbos de Allium cepa (cebola) sdo usados
para investigacdo da toxicidade em residuos liquidos (afluentes e efluentes).

Silva (2008) elencou vantagens para utilizagdo de cebola em testes de toxicidade,
como baixo custo, cultivo rapido e fécil, além de poder ser usado tanto para toxicidade aguda
quanto para cronica.

O mecanismo de observagéo consiste na estimulagéo da cebola frente ao efluente
contendo compostos considerados téxicos. Quando o bulbo entra em contato com a agua,
ocorre o0 estimulo de suas raizes. No entanto, quando existem inibidores presentes na 4gua que
estd em contato com a cebola, haverd retardo da divisdo celular, e consequente diminuigéo ou
paralisacdo do crescimento das raizes.

Para inicio do teste, selecionaram-se cebolas em um preé-teste, no qual 20 cebolas
tiveram suas cascas e raizes cuidadosamente removidas. Posteriormente as cebolas foram
colocadas em copos descartiveis contendo &gua de abastecimento e deixadas em local
protegido da luz e livre de umidade. Passados trés dias, as cebolas foram retiradas e foi
observado o crescimento de suas raizes.

Foram utilizadas as cebolas que apresentaram crescimentos de raizes proximos
para o teste com os efluentes dos reatores. As raizes desenvolvidas durante o pré-testes foram
removidas e os bulbos foram reutilizados. Nos testes de inibi¢&o de raiz, a base dos bulbos foi
colocada em copos plasticos contendo as amostras de caracterizacdo (do reator com atrazina e
do reator com metil paration), saida do reator com atrazina e do reator com metil paration,
todas em triplicata. Apds 72h as raizes foram medidas com uma régua. Foi empregado como

controle negativo cebolas expostas apenas em agua de abastecimento.

3.10 Etapa IX — Teste de saturacio na biomassa e no meio suporte

Para realizacdo do teste de adsorcdo no biofilme, retirou-se um cubo de
poliuretano de cada reator utilizado na etapa com bateladas sequenciais, no Gltimo ciclo de
operacédo dos reatores, para que ndo houvesse prejuizo da concentracdo de micro-organismos
presentes nos reatores.

O referido cubo, contendo a biomassa fungica, foi colocado em um erlenmeyer
contento solucéo salina a 0,9% de NaCl e 20 pérolas de vidro (didmetro de 3 mm), ambos
previamente autoclavados por 15 minutos a 121°C. Posteriormente levou-se para agitagcdo em

100 rpm em vértex, com intuito da biomassa desprender da espuma e passar para 0 meio
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liquido. Depois da agitagdo retirou-se o meio liquido e ele foi levado para centrifugacéo a
3500 rpm durante 10 minutos. Ao final do processo de centrifugacdo, separou-se 0
sobrenadante da biomassa, e a biomassa foram adicionados 10 mL de metanol para melhorar a
remocéo dos pesticidas da biomassa. O metanol com a biomassa foram centrifugados a 3500
rpm durante 10 minutos e depois adicionaram-se mais 5 mL de metanol ao tubo de centrifuga,
que foi novamente centrifugado por 10 minutos. A leitura no cromatdgrafo foi realizada com

0 sobrenadante.

Teste de saturagéo dos pesticidas na espuma de poliuretano

A avaliagdo da saturacdo no meio suporte dos reatores com biomassa imobilizada
ocorreu da seguinte forma: inicialmente utilizou-se um reator igual ao utilizado no decorrer
dos experimentos, com capacidade de 5 L. A este reator adicionou-se a mesma quantidade de
espumas de poliuretano usadas para imobilizacdo da biomassa, 15 g. As espumas foram
lavadas com &gua de abastecimento e sab&o neutro, depois foram secas em estufas e por fim
foram pesadas. Depois as espumas foram autoclavadas.

No reator foi colocada a mesma solucéo utilizada nos experimentos anteriores,
com a mesma concentracdo de pesticida e de Visnhiac e as espumas estéreis. Montado o
reator com as espumas, procedeu-se a0 monitoramento da adsorgdo na espuma. A cada 10
minutos foi retirada aliquota da solugdo presente no reator e guardada para posteior
determinagdo em cromatografia liquida e para DQO. Este procedimento foi feito paraa ATZ
e para 0 MP, separadamente. O tempo foi determinado com base no resultado das amostras de
DQO, comparando-se a DQO da solugéo antes do contato com as espumas e com o passar do

tempo.

3.11 Etapa X — Identificagdo, caracteriza¢do morfologica e molecular

Com intuito de confirmar a presenca da espécie fungica Aspergillus niger AN
400, procedeu-se a identificacdo morfoldgica. Ao final do estudo, a espécie fungica presente
nos reatores usados no experimento foi repicada em meio Malte Extrato Agar - MEA e em
meio &gar extrato de levedura Czapeck - CYA. Apds o crescimento das col6nias, registrou-se
em fotografias o crescimento da espécie. O crescimento foi analisado segundo aspectos

morfolGgicos como textura, cor e aspecto do reverso da colbnia.
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Para identificacdo foi efetuada uma observacdo microscOpica das estruturas
morfoldgicas. Para visualizacdo no microscopio, preparou-se a ldmina com retirada de
esporos da periferia da placa (na qual a espécie crescera em meio MEA). Depois se adicionou
uma gota de azul de algodéo (previamente diluido com &cido latico) e colocou-se a lamela em
cima, para que entdo fosse levada para o microscopio.

As caracteristicas microscdpicas (cor das hifas, estruturas de reproducéo sexuada
e assexuada: conidioforo, conidios, presenca de metula, localizagdo das fialides) foram

comparadas com atlas de identificagdo (KLICH, 2002).

3.11.1 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA, retirou-se amostra para crescimento em meio liquido
(MEA) durante sete dias. Posteriormente, retirou-se a biomassa e transferiu-se para placa de
Petri estéril na qual a biomassa foi lavada com agua destilada estéril para retirada do excesso
de meio presente. O procedimento foi adaptado de Santiago (2011).

Para extracdo do DNA, seguiu-se aos seguintes procedimentos:

1. A biomassa (crescida por 7 dias em MEA) foi lavada com &gua estéril e depois colocada
em ependorf (2 mL) e levados para centrifugacéo por 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos.
Depois lava-se com 1 mL de solucdo de NaCl com EDTA trés vezes

2. Adicionaram-se 100 pL de solugéo de NaCl com EDTA (30 mM de NaCl, EDTA 2 mM,
pH 8,0) e homogeneizou-se no vortex.

3. Adicionaram-se 100 pL de lisozima (10 mg mL™) diluida em solucdo de NaCl com
EDTA.

4. Incubou-se em banho-maria por 1 ha 37°C.

Depois adicionaram-se 290 pL de NaCl.LEDTA+ 50 pL de SDS (dodecil sulfato de sodio

diluido em 4gua destilada, estéril) a 10 % + 10 pL de Proteinase K (20 mg L™).

o

Depois incubou-se a 55° por 1 h.
Adicionaram-se 500 pL de fenol liquido PA.
Centrifugou-se a 12000 rpm a 22 ° C por 5 minutos.

© © N o

Retiraram-se 350 pL do sobrenadante e colocou-se em outro ependorf. Acrescentou-se 2
vezes o0 volume que colocou de amostra de isopropanol (700 pL).

10. Centrifugou-se por 10 minutos a 10000 rpm a 4 °C.



56

11. Descartou-se o sobrenadante.
12. Adicionaram-se 100 pL de etanol 70% e agitou em vortex.
13. Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Depois descartou-se o etanol.
14. Adicionaram-se 50 pL de &gua estéril.
15. Deixou-se na geladeira para 0 DNA ir para o meio liquido por um periodo méximo de 24
h, depois congelou-se.

Depois da extragdo procedeu-se a eletroforese. O procedimento consistiu em diluir
0,5 g de agarose em 50 mL de TAE (tampao Tris-Acetato-EDTA)® 0,5 X. Depois ferveu-se
em micro-ondas, até que ele ficasse transparente, aproximadamente 90 segundos. Quando ele
ficou morno, acrescentaram-se 3 pL do corante GreenSafe Premiun (Nzytech®), e colocou-se

na cuba em que ocorreu a eletroforese.

3.11.2 Amplificagdo do DNA

As reacOes de Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR foram realizadas utilizando
o termociclador MJ Research, Inc.TTC-100. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TAE 0,5 X, durante aproximadamente 1 hora a
120V. O resultado da PCR foi observado por eletroforese em gel de agarose 1%, e a
visualizagéo dos fragmentos de DNA foi feita sob luz ultravioleta.
O passo-a-passo para a reagdo em PCR foi:
25 pL da MIX (MzYtag 2x Green-Master Mix)
1 pL de cada primer (CL1 e CL2 genes da calmodulina)
2 pL da amostra de DNA extraido

<N X X

22 pL de agua destilada estéril.
Procedeu-se 0 mesmo com o branco, no qual a amostra foi substituida por adgua
destilada.
O termociclador foi programado com a seguinte sequéncia: desnaturagdo inicial
de 10 minutos a 95°C, um ciclo, seguido de desnaturacdo a 95°C por 50 segundos, 55°C por
50 segundos, 72°C por 1 minuto, 35 vezes de repeti¢cdo, com extensdo final de 72°C por 7

minutos.

® Para confeccdo da solucdo 0,5X, dilui-se a solugdo estoque, de 50 X, constituida de 242 g de Tris Base, 57,1
ml de &cido acético glacial, 37,2 g Na2EDTA.2H20 e Agua MiliQ para 1 L.)
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Posteriormente levou-se para o sequenciamento. As sequéncias de nucleotideos
foram comparadas com sequéncias depositadas no GenBank Nucleotide Database usando o

programa de pesquisa BLAST.

3.12 Andlise estatisticas

Com intuito de relacionar e analisar estatisticamente os dados obtidos, utilizaram-
se representacdes gréficas do tipo blox plot, onde é possivel visualizar a distribuicdo dos
dados, assim como sua assimetria e outliers. No referido tipo de grafico sdo apresentados:
primeiro quartil (Q1), terceiro quartil 3 (Q3), ponto minimo, mediana e ponto méaximo do
conjunto de dados analisados. O Q1 indica os 25% de dados que estiveram naquele intervalo
de valores, enquanto que o Q3 refere-se aos 75%.

Posteriormente, os dados foram analisados, através do programa GraphPad Prism
versdo 5, por meio da analise de varidncia (ANOVA) com teste de Tukey, onde os dados

foram consideradas significativas a um nivel de 95% de confianca (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Etapa Il — Teste de tolerancia

Nesta etapa do estudo foram observados os didmetros de crescimento da col6nia

fungica em placas de Petri ao longo de 7 dias.
4.1.1 Atrazina

A espécie A.niger AN 400, cresceu em todas as concentracBes estudadas,
percebendo-se o aumento do diamentro das coldnias com o aumento dos dias, conforme

apresentado na Tabela 7.

Tabela 7 — Crescimento do didmetro, em centimetros, da coldnia de Aspergillus niger em teste
de toleréncia com atrazina.

Tempo de
reacdo  Controle 5mgL* 10mgL? 20mgL* 30mgL* 40mgL™
(horas)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,9 1,2 11 0,8 0,7 0,7
48 2,1 2,1 2,1 1,9 1,6 1,6
72 3,9 3,8 3,3 3,0 2,8 2,7
96 4,8 4,3 4,2 40 3,7 3,7
168 7,7 75 73 7,1 6,9 6,0
192 8,3 8,3 8,1 7,4 74 6,8

Fonte: Elaboragdo da autora, 2016.

A espécie fungica cresceu em todas as concentracBes usadas, no entanto,
observou-se que nas placas em que havia maior quantidade de atrazina, as col6nias cresceram
de forma mais lenta, o que pode indicar a maior dificuldade de degradacdo de atrazina diante
do micro-organismo.

Os crescimentos obtidos nas placas controles, com 5 e 10 mg L™ de atrazina
foram muito préximos do inicio ao final do teste. As placas com 5 mg L™ tiveram, inclusive,
crescimentos superiores aos controles, com 24 h, indicando que a presenca do herbicida néo
foi toxica para o desenvolvimento fiingico nas placas com 5 mg L™ de ATZ . Contudo, a
maior quantidade de ATZ parece ter influenciado no crescimento celular, pois nas
concentragdes superiores a 10 mg L™ observaram-se didmetros reduzidos quando comparados

aos controles, principalmente a concentragéo de 40 mg L™.
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Em estudo realizado por Kist (2013), a autora avaliou o crescimento das espécies
Pleurotus floridae e Pleurotus ostreatus para degradacdo de compostos nitroaromaticos e
observou que, em teste de crescimento em placas, que a elevacdo da concentracéo do poluente
de 0,5% para 1% gerou a diminuicdo do crescimento radial fungico, indicando assim a
toxicidade do composto, como identificado no presente estudo.

Corroborando também com o presente estudo, Vancondio (2014) verificou a
toxicidade do pesticida pentaclorofenol — PCP diante de espécies fungicas de origem marinha,
durante sete dias, e observou que dentre as concentracfes testadas (10, 20, 30, 40 e 50 mg
mL™), houve diminuicio do crescimento radial dos fungos, percebendo-se maior diminuicdo
nas concentracbes de 40 e 50 mg mL™. A melhor espécie encontrada pela autora para
utilizacdo no tratamento do PCP foi o Trichoderma harzianum. Cabe mencionar aqui que as
concentragdes usadas por Vancondio (2014) foram superiores as testadas nesta pesquisa, 0
que indica que as espécies flngicas se comportam de maneiras heterogéneas quando expostas
a poluentes. A comparacdo € valida para perceber-se que existem concentracbes mais
propicias para o desenvolvimento microbiano em detrimento de outras. Na Figura 11 é

possivel visualizar que houve crescimento em todas as concentragdes estudadas, com 7 dias.

Figura 11 - Teste de tolerancia com o pesticida atrazina com a espécie A.niger com 7 dias.

[ 0mgLldeaTZ | [ 5mgLidearz | | 10 mg L de ATZ |

20 mg L1 de ATZ | [ 30 mgL1deATZ | | 40 mgLdeATZ

Fonte: Autora, 2016.
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4.1.2 Metil paration

Diante da exposi¢do do fungo ao metil paration, observou-se que o A.niger AN
400 foi capaz de se desenvolver em todas as concentragbes estudadas, como pode ser

visualizado através do acompanhamento do crescimento radial na Tabela 8.

Tabela 8 — Crescimento do didmetro, em centimetros, da coldnia de Aspergillus niger em teste
de tolerancia com metil paration.

Tempo de
reacio Controle 5mgL* 10mgL’ 20mgL* 30mgL*' 50mgL™
(horas)
0 0 0 0 0 0 0
24 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
48 18 1,0 11 11 0,8 0,6
72 3,5 2,6 2,3 2,4 19 19
96 59 4,3 3,7 3,6 34 3,3
168 8,4 8,1 8,3 8,1 7,9 7,2

Fonte: Autora, 2016.

A diferenca verificada no crescimento do fungo foi relativa @ maior concentracéo
de MP nas placas. Foi possivel perceber que na presenca do MP houve menor crescimento,
enquanto que nas placas controle a média dos diametros com 24 h foide 0,5 + 0,7 cm; para
as placas em que houve a adi¢do do pesticida, a media ndo ultrapassou 0,1 + 0,13 cm. Com 0
passar do tempo os crescimentos ficaram mais préximos, indicando possivel adaptacdo do
micro-organismo ao pesticida. No entanto, em nenhuma concentracdo o crescimento na placa
controle foi ultrapassado.

Com 48 h, a diferenga entre a placa controle e as demais foi de 0,7 cm com as
placas em que houve adicio de 10 e 20 mg L™, de 0,8 cm com a placa com 5 mg L™, de 1 cm
e 1,2 cm, respectivamente para as placas com 30 e 50 mg L™.Esse comportamento se
reproduziu nos demais tempos reacionais, percebendo-se maior proximidade de crescimento
apenas com 144 h, o que indica que a espécie fingica precisou de mais tempo para se
desenvolver quando esteve submetida a presenca do MP.

Silva et al. (2013) também observaram que a presenga de compostos recalcitrantes
pode diminuir o crescimento em placas. Os autores estudaram a remocdo do pesticida
profends por fungos marinhos, Aspergillus sydowii-CBMAI 934, Aspergillus sydowii - 1241,
Penicilium. raistrickii CBMAI 1235 e Trichoderma sp. CBMAI 932, e perceberam que nas

concentracBes de 80, 160 e 240 mg L™ do referido composto, houve diminuicdo visual do
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crescimento fungico nas placas. Os autores ndo realizaram a medicao das col6nias fungicas,
no entanto verificaram visualmente que ao longo de 10 dias nenhuma placa contendo o
profends obteve crescimento como nos controles, assim como no presente estudo.

E possivel verificar na Figura 12 que ao final de 7 dias o Aspergillus niger AN

400 cresceu em todas as placas.

Figura 12 — Teste de tolerancia com o pesticida metil paration com a espécie A.niger com 7
dias.

[ 0mgLldemp 5 mgL1 deMP 10 mg L1 deMP

[ 20 mgLidemp | [ 30mgLideMP | [ 50 mgLtdemp

Fonte: Autora, 2016.

4.2 Etapa Il - Batelada em mesa agitadora

A presente etapa foi realizada em mesa agitadora com rotacdo de 80 rpm e 150
rpm com os pesticidas atrazina e metil paration. Nos reatores controle dessa etapa néo houve
remocéo dos pesticidas estudados.

4.2.1 Fase 1- Influéncia do metanol

Nessa fase foi avaliada a presenca de metanol nos reatores da etapa com variagéo

rotacional.
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4.2.1.1 Atrazina

A verificacdo da possivel influéncia do metanol ocorreu por sua presenca na
solucgdo estoque dos pesticidas estudados. Depois de adicionados os pesticidas nas solugdes, a
concentracdo de metanol nos reatores foi de 0,8% v/v grau HPLC.

Para a ATZ, conforme Figura 13, o aumento rotacional de 80 rpm para 150 rpm
culminou em discreta melhoria dos percentuais de remogao. Com 80 rpm, a maxima remogao
ocorreu no quarto dia de reacéo, 7,5%. Com 150 rpm, o maior percentual observado foi de
9,5%, com 48 h de reacdo. Os valores mais baixos foram encontrados no ultimo TR (9 dias),
onde os reatores na batelada de 80 rpm ndo conseguiram remocdo alguma, e os reatores com

150 rpm obtiveram 1% de remog&o de ATZ.

Figura 13 — Influéncia da rotacdo na concentragdo de ATZ e sua remocdo ao longo da
batelada em mesa agitadora com 80 e 150 rpm com adicdo de metanol.
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m Concentracdo 80 m Concentracéo 150 = Remocéo 80 (%) M Remocéo 150 (%)

Fonte: Autora, 2016.

Em termos gerais, as remogdes ficaram proximas, demonstrando que o aumento
rotacional ndo influenciou nas remocdes de ATZ encontradas.

Assim como a remogéo de ATZ, a de DQO bruta foi baixa, o que, provavelmente,
ocorreu pela presenga do metanol no meio, o qual possui elevada DQO e pode assim ter
provocado inibicdo da espécie flngica por excesso de substrato (BARROSO, 2006). A
caracterizacéo da solug&o continha 7014 mg L™ em termos de DQO, e no Gltimo dia de reago

o valor encontrado foi de 6680 mg L™. A baixa remocao de matéria organica no meio pode
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ter sido influenciada também pelo tempo de contato com o fungo, o qual pode ndo ter sido
suficiente para metabolizagéo do alcool.

Barroso (2006), avaliando a influéncia da presenga do metanol (de 0% a 6%) no
crescimento fungico em meio liquido contendo 10 g L™ de glicose, observou que 3% de
metanol (v/v) foi a condicdo em que houve maior crescimento da espéecie Aspergillus niger
F11, ao passo que em 5 e 6% houve baixo crescimento do micro-organismo. No presente
estudo, em termos de v/v, foi utilizado 0,8% de metanol no meio, concentragédo esta, que de
acordo com os estudos de Barroso (2006), ndo seria toxica aos micro-organismos. No entanto,
é salutar ressaltar, que a atrazina talvez necessite de uma fonte de carbono que seja mais
facilmente assimilada, como sacarose ou glicose, para que os fungos possam degradé-la
prontamente (USHARANI; MUTHUKUMAR, 2013).

A presenca do metanol poderia ter auxiliado na degradagéo de atrazina, servindo
como cosubstrato, assim como no trabalho de Mendonga (2009). O autor concluiu que a
adicdo de metanol na concentracdo de 5% em reatores anaerdbios, usados para o tratamento
de 4gua de producéo de petroleo, culminou no alcance de melhores percentuais de remogéo de
matéria organica (em termos de DQO), a saber, 50%. De acordo com o autor, a utilizacdo do
metanol como cossubstrato favoreceu o crescimento da biomassa no reator UASB, e
consequentemente possibilitou melhoria na remocdo da matéria organica do efluente.

Souza (2011) também utilizou metanol como fonte suplementar de carbono em
lodos ativados usados para tratamento de esgoto sanitario e obteve remocdo de DBO de 100%
em reator em batelada. No entanto, neste trabalho, a presenca de metanol ndo possibilitou
alcance de melhores resultados, possivelmente pelo excesso de matéria organica no meio, e
pela presenga de um composto recalcitrante.

Associado a ndo remocao de DQO e de ATZ, observou-se pouca variagdo de pH
nos reatores ao longo da batelada, fato que pode estar associado a ndo utilizagdo do substrato
disponivel para os fungos. De acordo com Lopes et al. (2011), elevadas concentracfes de
matéria organica podem limitar o crescimento fungico no meio, além de inibi-lo por
completo. Conforme Figura 14, o pH oscilou entre 5,3, valor encontrado na caracterizagéo e
5,5 com nove dias de operagdo. A faixa de pH em que os reatores mantiveram-se esta, de
acordo com Tortora et al. (2012), apropriada para o desenvolvimento da espécie Aspergillus
niger, o que pode corroborar com a tese de que, provavelmente o excesso de matéria organica

disponivel nos reatores pode ter causado o baixo alcance de remocéo de atrazina.
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Figura 14 — Variacdo do pH nos reatores contendo ATZ ao longo da batelada em mesa
agitadora com 80 e 150 rpm com adicdo de metanol.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Dessa forma, a maior rotacdo influenciou, embora que de maneira discreta, a
remocdo de ATZ, pois a remocao nos reatores com 80 rpm foi de 7,5% com 96 h, e com 150
rpm, foi de 9,5%, com 48 h de reacéo.

4.2.1.2 Metil paration

Em termos de metil paration, a maior remogao ocorreu com 150 rpm e nove dias
de operagéo (30%). Nas bateladas com 80 rpm o maior percentual de remocgéo encontrado foi
de 22%, no ultimo dia do experimento, como apresentado na Figura 15. De fato, houve
remocdo de MP com maior facilidade pelos micro-organismos quando comparado com ATZ,
no entanto, quando se observou a variacdo de DQO ao longo do experimento, percebeu-se que
a mesma, assim como para os reatores contendo ATZ, ndo decaiu de forma acentuada, pois o

afluente tinha concentracéo de 8600 mg L™ e o efluente de 7081 mg L™.
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Figura 15 — Influéncia da rotacdo na concentracdo de MP e sua remogéo ao longo da batelada
em mesa agitadora com 80 e 150 rpm com adicdo de metanol.
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O pH dos reatores com MP aumentou ao longo do tempo reacional. A Figura 16
apresenta a variacdo de pH das bateladas com metanol a 80 e 150 rpm. Os menores valores de
pH foram na caracterizagdo. Com 150 rpm, o maior valor foi de 6,1 no 9° dia de operacéo,

enquanto que com 80 rpm o maior pH foi de 5,4 com TR de 8 dias.

Figura 16 - Variacdo do pH nos reatores contendo MP ao longo da batelada em mesa
agitadora com 80 e 150 rpm com adi¢&o de metanol.

14 -
12
10 -

pH

8
6
4 -
2
0

Tempo de reagéo (Dias)

¢ 150 rpm 80 rpm

Fonte: Autora, 2016.



66

Assim como para atrazina, as melhores remocdes de metil paration ocorreram
com a maior rotacdo utilizada, pois com 80 rpm o maximo observado foi de 22% e com 150
rpm o méximo foi de 29,5%, ambos no TR de 9 dias.

Ottoni (2012) obteve os melhores percentuais de remocéo de 100% do corante
Reativo Preto 5, na concentragdo de 100 mg L. A espécie fingica utilizada foi T. versicolor
MUM 04.100, cultivada em reatores operados em batelada agitada com 150 rpm. Assim,
sugere-se que a rotacdo de 150 rpm pode possibilitar, para espécies fungicas, um bom

desempenho de crescimento e remogéo de poluentes.

4.2.2 Fase 2 — Sem metanol

Nesta fase foi retirado o metanol da solugéo que alimentou os reatores com ATZ e

MP, ficando apenas os pesticidas como fonte de carbono.

4.2.2.1 Atrazina

A retirada do metanol da solugdo que alimentou os reatores em bancada
proporcionou melhores resultados de remocdo do pesticida ATZ. Com 80 rpm, a maxima
remocéo de ATZ foi de 6%, com tempo de reagéo de trés dias. Para os reatores com agitagéo
rotacional de 150 rpm, a maior remocéao foi de 20%, com tempo de reagdo de nove dias,
conforme apresentado na Figura 17.

Houve, assim como nos reatores com metanol, melhoria do desempenho dos
reatores com rotagéo de 150 rpm em detrimento daqueles com rotagéo de 80 rpm. Observou-
se também que com a diminuicdo da concentracdo de matéria orgénica, na batelada com 150

rpm houve aumento dos percentuais de remocéo de ATZ.
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Figura 17 — Influéncia da rotacdo na concentragdo de ATZ e sua remocgdo ao longo da
batelada em mesa agitadora com 80 e 150 rpm, sem metanol.
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Outros autores também estudaram a utilizacdo de fungos para remover atrazina do
ambiente, Henn (2009), por exemplo, avaliou a capacidade de 12 espécies flngicas em
degradar os herbicidas diuron e atrazina e observou que a espécie que mais conseguiu
degradar ATZ foi MCA 17 Agaricales (em meio contendo glicose a 1% como fonte de
carbono e 0,01% de NH;NO; como fonte de nitrogénio e 25 mg L™ de ATZ) com remogéo de
38,67% em 20 dias de cultivo.

Assim como estudo de Henn (2009), o presente trabalho, também conseguiu
remover a atrazina da agua residuéria sintética, sendo 9,66 mg L™ nesta etapa da pesquisa, 0
que corrobora a hipdtese de que os fungos podem ser utilizados em tratamento com
compostos xenobidticos.

Em termos de pH, houve variagdes muito proximas entre as diferentes rotacoes

avaliadas, como pode ser visualizado na Figura 18, mantendo-se sempre 0 meio acido.
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Figura 18 — Variacdo do pH nos reatores contendo ATZ ao longo da batelada em mesa
agitadora com 80 e 150 rpm sem metanol.
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Fonte: Elaboragdo propria, 2016.

Esse comportamento do pH pode estar associado a remo¢do de DQO, a qual
chegou a 99% de remocéo com sete dias de operagdo nos reatores com 150 rpm. Nos reatores
com 80 rpm, a m&xima remocdo de matéria organica ocorreu com quatro dias de operacao
(86%). Para degradacdo da matéria organica no meio, os fungos liberam &cidos que
influenciam na dindmica de basicidade e acidez do sitio em que estdo (TORTORA et al.,
2012). Como houve relevante remocéo de DQO, e consequentemente liberacdo de &cidos
organicos, o pH do meio permaneceu na faixa acida.

Assim como para remogéo de ATZ, os melhores percentuais de remogéo de DQO
encontrados foram nos reatores com 150 rpm, o que pode ser atribuido, provavelmente, a
melhor transferéncia de massa ocorrida neles pela maior agitagdo (STUANI et al., 2014).

Nessa mesma linha, Pizato (2013), avaliando a capacidade da espécie fungica
Lasiodiplodia theobromae MMPI na degradacdo de corante téxtil, concluiu que as melhores
rotagOes para a remocdo do corante foram entre 100 e 125 rpm, e que 0s piores resultados
ficaram abaixo de 80 rpm, assim como nesta pesquisa

Em contraposicdo, Costa (2008) ao avaliar a capacidade de consdrcio microbiano
em remover cor e turbidez em efluente de lavanderia, com variagdes da rotagéo de zero, 50 e

100, observou que a melhor foi de 50 rpm, tanto para remogé&o de cor como de turbidez.
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Nesse contexto, a variavel independente rotacdo pode contribuir, assim como
outros fatores que podem ser cruciais para o desenvolvimento dos micro-organismos
envolvidos no tratamento, pois a fonte de carbono, disponibilidade de micronutrientes,
toxicidade do poluente alvo e pH podem também influenciar a dindmica de degrabilidade em
sistemas biolégicos. A influéncia da agitacdo pode depender também das caracteristicas da
espécie fungica.

4.2.2.2 Metil paration

Sobre a remocao de metil paration, observou-se que a rotagdo de 150 rpm também
influenciou no alcance de melhores percentuais de remocéo do poluente, com maxima de 45%
+ 9 no terceiro dia de operacdo, enquanto que para 0s reatores com 80 rpm a maxima
verificada foi de 37% + 7, no ultimo tempo reacional (9 dias). Observou-se que a retirada de
metanol do efluente sintético também proporcionou melhor desempenho de remoc¢do de MP
nas bateladas de 80 rpm e de 150 rpm.

A variacdo da concentracdo do MP e de sua respectiva remocdo ao longo das
bateladas com os reatores agitados em 80 e 150 rpm estdo apresentada na Figura 19.

Figura 19 — Concentracdo de MP e sua remocao ao longo da batelada em mesa agitadora com
80 e 150 rpm, sem metanol.
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Ensaio com rotacdo semelhante ao desta pesquisa foi o realizado por Silva (2013),
a qual a autora verificou a capacidade de espécies fungicas degradarem clorpirifos, metil
paration e profends na concentragdo de 50 mg L™* em meio liquido. A rotacdo usada foi de
130 rpm, e a autora observou que depois de 30 dias houve 72% de remocdo de clorpirifés pela
espécie A. sydowii CBMAIA 935 e de 100% de remogao de profends pela P. raistrickii. A
remocdo total do metil paration foi observada com 20 dias de operagdo dos reatores,
utilizando as espécies A. sydowii CBMAIA 935 e P. decaturense. A maior remocéo obtida
pela autora pode estar atrelada ao maior tempo de contato entre as espécies flngicas e o
efluente, pois no presente estudo obteve-se remocéo de 45% de MP em apenas 9 dias de
reagéo.

A remocdo de DQO foi elevada, chegando a 95% com 4 dias de operagdo em 150
rpm e 53% com 9 dias e 80 rpm. Esse comportamento pode estar ligado ao da variavel pH,
visto que permaneceu em meio acido durante todo o experimento, como apresentado na
Figura 20. A acidificacdo da agua sintética pode indicar a liberacdo de subprodutos advindos
do consumo do inseticida, visto que na presenca de metanol também houve remocéo de MP e
acidificagdo do meio. Um dos subprodutos do consumo do MP pode ser o 4-nitrofenol
(também chamado de p-nitrofenol) que se apresenta como aceptor de elétrons forte, o que o
deixa mais &cido em solucéo, podendo assim ser responsavel pela diminuicdo do pH no meio
(SILVA, 2013).

Figura 20 — Variagdo do pH nos reatores contendo MP ao longo da batelada em mesa
agitadora com 80 e 150 rpm sem metanol.
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O pH é&cido pode ter contribuido para o alcance dos melhores percentuais de
remocao de MP obtidos nessa fase do estudo, pois a faixa &cida sugere melhor condicdo para
o desempenho de espécie fungicas, em especial as filamentosas, pois proporciona ambiente
favoravel a maior liberacéo de enzimas no meio (TEBBOUCHE et al., 2015).

As variacgOes rotacionais e de adicdo de metanol indicaram diferentes condigGes
para o desenvolvimento do fungo, assim como da sua capacidade de utilizar os pesticidas
como fonte de energia. Na Tabela 9 esta apresentado o comportamento do fungo diante das
variagdes realizadas nas fases | e Il, em resumo, com os percentuais de remogdo durante as
duas fases de operagdo das bateladas agitadas.

Diante das variacdes de condicOes, observou-se que para espécie Aspergillus
niger AN 400, em batelada com variagéo rotacional de 80 e 150 rpm, e de metanol, observou-
se que a condigdo (sem metanol) foi melhor, e a melhor rotagdo foi a 150 rpm, baseando-se
nos maiores percentuais de remogéo de ATZ e MP. O metanol utilizado como cossubstrato
parece ndo ser propicio para tal finalidade, visto que sua presenga na solucdo ndo culminou

em melhores percentuais de remocéo.

Tabela 9 — Percentuais de remogéo durante as duas fases de operacdo das bateladas
agitadas, para diferentes tempos de reacéo (TR).

ATZ com ATZ sem MP com MP sem

R metanol metanol metanol metanol
150 80 150 80 150 80 150 80
rpm rpm rpm rpm rpm rpm rpm rpm

24 h 2 25 6 3 25 14,5 12 1

48 h 10 2 17 4 12,5 3 12 17
72 h 3,5 3 19 6 13 0,3 45 20
96 h 45 7 18 0 10,5 6 21 17
168 h 25 0,8 17 1 16 17,5 10 28
192 h 9 5 18 5 20 13 4 31
216 h 1 0 20 3 30 22 40 37

Fonte: Elaboracdo propria, 2016.



72

4.3 Etapa IV - Batelada aerada com biomassa dispersa

Nesta etapa os reatores foram utilizados com volume Gtil de 3 L e a aeracdo foi
promovida por minicompressores de ar. Nos reatores controle dessa etapa ndo houve remogao

dos pesticidas estudados.

4.3.1 Fase 1 — Influéncia do metanol com variagdo da concentragéo de glicose

A presenca do metanol foi analisada juntamente com a variagdo de glicose no
efluente sintético nesta fase. Cabe mencionar que o metanol foi mantido nesta fase para

verificar se diante de poluente diferente poderia ocorrer comportamente fungico diferente.

4.3.1.1 Atrazina

A maior remocdo de atrazina, nos reatores em batelada com biomassa dispersa,
ocorreu no Ultimo tempo reacional, a saber: 45%, 60%, 67%, 73%, 72%, 67% e 64,5%,
respectivamente, nos reatores RFMA, RFMGA 0,5, RFMGA 1, RFMGA 2, RFMGA 3,
RFMGA 4 e RFMGA 5. Na Figura 21 esta apresentada a variacdo da atrazina nos reatores
estudados. Observou-se que as maiores remogdes de ATZ ocorreram nos reatores RFMA 2 e
RFMA 3, o que indicou a necessidade de substrato de assimilacdo mais facil para que ocorra
0 consumo do herbicida.

Corroborando com o presente estudo, outros trabalhos também avaliaram a
necessidade de adicdo de fonte de carbono de assimilagdo mais f4cil em tratamentos
bioldgicos com poluentes, e identificaram que 0s micro-organismos necessitam dessa fonte
adicional para conseguir degradar a molécula de compostos persistentes, assim como a
atrazina (FONTANA; SILVEIRA, 2012; XIE et al., 2013).

Papagianni (2007) relatou que concentragbes elevadas de fontes de carbono
podem conduzir & repressdo enzimatica e consequentemente & reducdo da capacidade de
micodegradacdo, o que ir4 variar de uma espécie para outra. Essa afirmagdo pode explicar
porque nos reatores desta pesquisa, nos RFMGA 4 e nos RFMGA 5, nédo foram observadas

maiores remogdes quando comparados aos demais.
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Figura 21 — Concentragdo da ATZ ao longo da batelada com biomassa dispersa, com adicéo
de metanol e glicose em concentragdes variadas.
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Fonte: Autora, 2016.

Através da remocdo de ATZ avaliou-se a velocidade de seu consumo nos reatores.
A reagdo seguiu uma cinética de primeira ordem (Figura 22) para os reatores RFMA, RFMA
0,5, RFMA 3, RFMA 4 e RFMA 5 e as constantes de velocidade foram calculadas em
software OriginPro 6.1, aplicando-se a equagdo: 1/C = 1/Co + K* (t - to), sendo C a
concentragdo do pesticida no tempo; Co € a concentragdo inicial do pesticida; k é a constante
de velocidade de primeira ordem expressa em d, e t € o tempo e to é o tempo inicial. Os
demais reatores ndo se ajustaram em modelo de ordem zero ou primeira ordem.

Conforme apresentado na Tabela 10, verificou-se que a maior velocidade foi
encontrada no reator com 72% de remocao de atrazina, o qual continha adicdo de 3 g L™ de
glicose. Em contrapartida, as velocidades mais baixas foram nos reatores RFMGA 4 e
RFMGA 5, o que pode ter acontecido pelo excesso de substrato, que demorou mais tempo
para ser utilizado pela espécie fungica, visto que as remocdes dos referidos reatores também

foram expressivas.
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Figura 22 — Decaimento da concentracdo da ATZ ao longo da batelada com biomassa
dispersa, com adi¢do de metanol seguindo cinética de primeira ordem.
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Legenda: RFMA- Reator com ATZ, fungo e metanol; RFMGA 0,5- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose
na concentracéo de 0,5 g L™; RFMGA 1- Reator com ATZ fungo, metanol e glicose na concentracdo de 1 g L™
RFMGA 3- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentragdo de 3 g L"; RFMGA 4 - Reator com
ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 4 g LY RFMGA 5 - Reator com ATZ, fungo, metanol e
glicose na concentragdo de 5 g L. Fonte: Autora, 2016.

Tabela 10 — Velocidade de consumo de ATZ nos reatores em batelada dispersa com
presenca de metanol e variacdo de glicose.

g\lliigisaegf‘gog?) Velocidade (d%) |  Valor do R? Rfé'rf%aé’igf (ﬁ}OT)Z
0 0,28 0,94 45
05 0,27 0,97 60
3 0,46 0,99 72
4 0,15 0,97 67
5 0,02 0,97 64,5

Fonte: Autora, 2016.

E importante ressaltar que em todos os reatores houve decaimento da
concentracdo de atrazina, o que indica que os micro-organismos foram capazes de degradar o

poluente, embora tenham precisado de fonte adicional de carbono para alcangar melhores
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percentuais de remocdo, como também foi relatado nos estudos de Xie et al. (2013) e Getenga
et al. (2009).

A presenca da glicose parece ter influenciado na remogédo da ATZ do meio, pois
nos reatores em que ndo houve presenca de glicose foi encontrada a remoc¢do mais baixa do
herbicida, 45%, conforme apresenta a Figura 23. Pode-se observar que os melhores
percentuais foram nos reatores RFMGA 2 e RFMGA 3.

Figura 23 — Remogéo de ATZ com TR de 9 dias nas bateladas com biomassa dispersa, com
adicdo de metanol e variagdo de glicose.
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Legenda: RFMA- Reator com ATZ, fungo e metanol; RFMGA 0,5- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose
na concentracéo de 0,5 g L™; RFMGA 1- Reator com ATZ fungo, metanol e glicose na concentracdo de 1 g L™
RFMGA 2- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 2 g L™; RFMGA 3- Reator com
ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 3 g LY RFMGA 4 - Reator com ATZ, fungo, metanol e
glicose na concentragdo de 4 g L'; RFMGA 5 - Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5
g L™ Fonte: Autora, 2016.

Em relacdo a variacdo de pH, os menores valores de pH encontrados foram de 4,2;
2,6;2,8; 2,5; 2,7, 2,5 e 2,5, e 0s maiores foram 6,4; 4,6; 4,6; 4,6; 4,3; 4,9 e 4,9, nos REMA,
RFMGA 0,5, RFMGA 1, RFMGA 2, RFMGA 3, RFMGA 4 e RFMGA 5, respectivamente.

Observou-se que nos reatores em que foi adicionada glicose, houve tendéncia a
acidificagdo (Figura 24), enquanto que nos reatores sem glicose, o pH aumentou. Esse
comportamento pode ser explicado pelo consumo da glicose, visto que sua utilizacdo pelos
fungos leva a formacdo de acidos organicos, os quais diminuem o pH do meio, como ja

relatado por Hatami, Younesi e Bahramifar (2015) em seus estudos.
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Figura 24 — Variagéo de pH ao longo da batelada com biomassa dispersa de ATZ, com adigéo
de metanol e variacdo de glicose.
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Legenda: RFMA- Reator com ATZ, fungo e metanol; RFMGA 0,5- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose
na concentracéo de 0,5 g L™; RFMGA 1- Reator com ATZ fungo, metanol e glicose na concentracdo de 1 g L™
RFMGA 2- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 2 g L™; RFMGA 3- Reator com
ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 3 g LY RFMGA 4 - Reator com ATZ, fungo, metanol e
glicose na concentracéo de 4 g L™; RFMGA 5 - Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5
g L. Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Assim como no presente estudo, Bettin (2010), quando avaliou a influéncia da
variagdo de acidez e basicidade sobre a producéo de lacase por fungos, observou que durante
0 consumo de glicose do meio, o pH tendeu a decair, assim como o oxigénio dissolvido, o
que, segundo a autora, indicou maior atividade dos micro-organismos presentes no meio.
Nesta pesquisa, os menores valores de pH foram acompanhados dos melhores percentuais de
remocdo de atrazina nos reatores com adicdo de glicose, a saber: 2,6; 2,8; 2,5; 2,7;25e 2,5
nos reatores RFMGA 0,5, RFMGA 1, RFMGA 2, RFMGA 3, REFMGA 4 e RFMGA 5,
respectivamente, com nove dias de reacéo.

A presenca de metanol na solugdo estoque de ATZ conferiu valores de DQO
elevados no efluente sintético desta pesquisa e ndo foram observadas remocdes significantes
de matéria orgénica. Esta concentracdo elevada de matéria organica pode ter minimizado seu
consumo, uma vez que Barker et al. (1992), em seu estudo, observaram que a presenca do

metanol poderia causar inibi¢do da biodegradacéo devido & remocg&o de oxigénio gerada pela
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utilizagdo do referido alcool. Aparentemente, os fungos utilizaram a glicose em detrimento do
metanol, o que pode ser explicado pela facil assimilagéo do actcar quando comparado com o
alcool.

Outra possibilidade é a proposta por Kaline e Betiolo (2011). De acordo com 0s
referidos autores, o fenol € um dos subprodutos esperados da reagdo de degradacdo da
atrazina, devido ao anel aromatico presente na molécula, e este, também, é um composto
toxico, que confere DQO ao meio. Como as remocdes de atrazina foram elevadas, o fenol
advindo da quebra da molécula de ATZ pode também ter contribuido para ndo decaimento da
variavel DQO.

Lopes et al. (2011) estudaram a remogdo de fendis por Aspergillus niger em
reator operado em regime de batelada sequencial, e obtiveram percentual de remocgéo do
poluente de 78%, usando 1 g L™ (etapa I) de glicose como substrato, e 67%, usando 5 g L™
(etapa II) de glicose. Os autores utilizavam efluente de indUstria de castanha de caju in natura
e concluiram que o aumento na concentracdo de cossubstrato para 0s micro-organismos nao
influenciou em maiores valores de remocdo de fendis e de DQO (92%, e 93%,
respectivamente etapas | e Il), o que pode ser verificado neste estudo, visto que o0 aumento da
concentracdo de glicose ndo acompanhou alcance de melhores remocdes de atrazina e DQO.

Na Figura 25 pode-se inferir que a DQO tendeu a acumular-se no meio,
principalmente nos reatores em que houve adi¢cdo de maiores concentracdes de glicose. As
remocdo de DQO nos reatores com ATZ foram de 22; 18; 40; 19; 15; 32 e 28% para 0s
reatores sem glicose, com 0,5, 1, 3,4 e 5 g L™ de glicose, com 9 dias de tratamento.

Outros autores ja observaram comportamento semelhante. Silva et al. (2013), por
exemplo, avaliando a capacidade do fungo Cunninghamella elegans em degradar fenatreno,
um hidrocarboneto aromético policiclico, na concentracdo de 0,1 e 0,2 mM, em meio aquoso,
verificaram que dentre as condicdes testadas de glicose como cossubstrato (0,6 g L e 6 g L
1), a melhor para remocéo foi a de 0,6 g L™, com alcance de 82% de remocéo de fenatreno,
enquanto que a maior concentragdo provocou diminuigdo da atividade da espécie flngica pelo

excesso de substrato, o que pode ter ocorrido também neste trabalho.
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Figura 25 — Concentragdo de DQO ao longo da batelada com biomassa dispersa de ATZ, com
adicdo de metanol e variagdo de glicose.
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Legenda: RFMA- Reator com ATZ, fungo e metanol; RFMGA 0,5- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose
na concentracéo de 0,5 g L™; RFMGA 1- Reator com ATZ fungo, metanol e glicose na concentracdo de 1 g L™
RFMGA 2- Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 2 g L™; RFMGA 3- Reator com
ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 3 g LY RFMGA 4 - Reator com ATZ, fungo, metanol e
glicose na concentragdo de 4 g L'; RFMGA 5 - Reator com ATZ, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5
g L. Fonte: Autora, 2016.

Nos estudos de Bettin (2010) analisou-se a influéncia da glicose na producdo de
lacase pelo fungo Pleurotos sajor-caju. A autora verificou a influéncia da variagdo da adi¢éo
de 5,10 e 20 g L™ de glicose ao meio, e observou que a concentragdo de 5 g L™ foi a condicéo
que proporcionou maior producéo de lacase, havendo diminui¢do da producdo da enzima nas
concentragdes de 10 e 20 g L™ de glicose. Assim como no presente trabalho, Bettin (2010)
também objetivava encontrar uma condicdo Otima para o uso de uma espécie fungica no
processo de biotecnologia, e quando se compararam as condigdes de seu estudo com as deste
trabalho, percebe-se comportamento semelhante no que se refere ao fato de que o excesso de
glicose no meio pode diminuir a capacidade da espécie fungica de consumir o substrato
disponivel, havendo entdo uma condigdo 6tima para cada espécie, sob cada tipo de substrato
usado.

Portanto, a adicdo de glicose ao meio influenciou para maior remocéo de ATZ e

matéria organica do efluente sintético, ndo sendo interessante uso das concentracdes de 4 e 5



79

g L™ de glicose, tendo em vista que as concentragdes de 1, 2 e 3 forneceram as melhores

remogOes de ATZ .
4.3.1.2 Metil paration

No tocante ao consumo de metil paration nesta fase, 0 reator que proporcionou
melhores percentuais de remocao de pesticida foi alcancada com 3 g L™ de glicose (RFMGP
3), com 72,5% de degradacdo de MP, o que corresponde & remocdo de 21,6 mg L™ do
inseticida. Entretanto, com apenas 0,5 g L™ de glicose (RFMGP 0,5), atingiu-se 70,5% de
remogdo de MP. Para os demais reatores, 0s percentuais obtidos com 9 dias de tempo
reacional foram: 67,5%, 53%, 60% e 52% e 50%, reatores RFMP, RFMGP 1, RFMGP 2,
RFMGP 4, RFMGP 5, respectivamente, conforme apresentado na Figura 26.

O decaimento do pesticida metil paration foi observado em todos os reatores
utilizados no decorrer da etapa, e em todos os tempos reacionais. Mesmo nos reatores sem
adicdo de glicose, apenas com a presenca do metanol e do MP, obteve-se remogéo de 20,2 mg

L™ de pesticida do efluente.

Figura 26 — Remogédo de MP com TR de 9 dias nas bateladas com biomassa dispersa, com
adicdo de metanol e variagédo de glicose.
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Legenda: RFMP- Reator com MP, fungo e metanol; RFMGP 0,5- Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 0,5 g LY RFMGP 1- Reator com MP fungo, metanol e glicose na concentracio de 1 g L™
RFMGP 2 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentragdo de 2 g LY RFMGP 3- Reator com MP,
fungo, metanol e glicose na concentracéo de 3 g L':; RFMGP 4 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 4 g L™; RFMGP 5 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5 g L™
Fonte: Autora, 2016.
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Quando se avaliou a velocidade do consumo do pesticida, o maior valor

encontrado foi no reator com 5 g L™ de glicose, conforme apresentado na Tabela 11, onde as

reacOes obtidas seguiram o modelo de primeira ordem. Na Figura 27 estdo apresentados os

decaimentos observados nos reatores com MP na presenca de metanol e glicose.

Tabela 11 — Velocidade de consumo de metil paration nos reatores em batelada dispersa com
presenca de metanol.

g\l/iigfsaeg?gof.?) Velocidade (d%) |  Valor do R? Remog"f‘;a‘ie(%f com
0 0,272 0,97 67
05 0,213 0,97 70,5
1 0,131 0,96 53,5
2 0,371 0,98 60
3 0,403 0,98 72,5
4 0,485 0,97 52
5 0,540 0,99 50

Fonte: Autora, 2016.

Figura 27 — Concentracéo da MP ao longo da batelada com biomassa dispersa, com adicéo de
metanol e variagdo de glicose.
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Legenda: RFMP- Reator com MP, fungo e metanol; RFMGP 0,5- Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 0,5 g LY RFMGP 1- Reator com MP fungo, metanol e glicose na concentracio de 1 g L™
RFMGP 2 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentragdo de 2 g LY RFMGP 3- Reator com MP,
fungo, metanol e glicose na concentracéo de 3 g L':; RFMGP 4 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 4 g L™; RFMGP 5 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5 g L™
Fonte: Autora, 2016.

O reator com 5 g L™ de glicose obteve a maior velocidade de consumo de MP, o
que sugere que o substrato de fécil assimilacdo pode promover maior velocidade de consumo
de substratos quando 0s micro-organismos estdo expostos a compostos reconhecidamente
xenobioticos. No entanto, cabe mencionar que mesmo nos reatores sem adicdo de glicose
houve remocgdo de 67% de metil paration, o que aponta para viabilidade do uso da espécie
fungica Aspergillus niger, visto que houve consumo do inseticida pela espécie, demonstrando
assim afinidade pelo substrato.

No trabalho desenvolvido por Silva (2013), o autor avaliou a capacidade das
espécies Aspergillus sydowii CBMAI 934, Aspergillus sydowii CBMAI 935, Aspergillus
sydowii 1241, Penicillium decaturense CBMAI 1234, Penicillium raistrickii CBMAI 931,
Penicillium raistrickii CBMAI 1235 e Trichoderma sp. CBMAI 932 em degradar clorpirifos,
metil paration e profenés. O estudo foi realizado em meio liquido sintético com 50 mg L™ dos
pesticidas organofosforados, durante trinta dias. As maiores remogdes encontradas foram de
72% de clorpirifés pela espécie A. sydowii CBMAIA 935 e de 100% de remocéo de profends
pela P. raistrickii com 30 dias de experimento. O metil paration foi completamente degradado
por A. sydowii CBMAIA 935 e P. decaturense em 20 dias. No presente estudo, a maior
remocédo do MP foi de 72,5% em nove dias de reagdo, o que sugere potencial de utilizagéo da
espécie A.niger.

A variavel pH diminuiu em todos os reatores ao longo do experimento, como
ilustrado na Figura 28. A diminuicdo mais acentuada foi observada no reator sem adicéo de
glicose, no qual o pH de caracterizagdo foi de 4,18 e com 24 h de experimento, este diminuiu
para 2,93, permanecendo nessa faixa até o final das bateladas, o que pode ter ocorrido pelo
maior consumo do MP, visto que o consumo do pesticida e de DQO foi maior que nos

reatores com 0,5 e 1 g L™ de glicose .
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Figura 28 — Variacdo de pH ao longo da batelada com biomassa dispersa de MP, com adicéo
de metanol e variadas concentracdes de glicose.

144
124

104

pH

11 BEasesead=

Sem glicose 05gL 1 lgL 1

Fonte: Autora, 2016.

Nos reatores RFMGP 0,5, RFMGP 1, RFMGP 3, RFMGP 4 e RFMGP 5, os
valores minimos de pH encontrados foram: 3,27; 2,9; 3,08; 3,2; 2,90 e 3,35, respectivamente.
O comportamento da variavel pH configurou condicdo propicia para a ndo ocorréncia da
hidrdlise do MP, visto que o pesticida, em meio com pH alcalino favorece a hidrolise do metil
paration a paroxon (SILVA, 2013), o que indicou que a diminui¢cdo do MP no reatores foi
provocada pelo consumo dos fungos e ndo por fatores abidticos.

Em termos de DQO, a concentragdo de caracterizacdo foi de 10294, 10580,
11252, 12424, 13203, 14456 e 15499 mg L'l, para os reatores RFMP, RFMGP 0,5, RFMGP
1, RFMGP 2, RFMGP 3, RFMGP 4 e RFMGP 5, respectivamente. Os menores valores
encontrados de DQO no efluente foram de 5930 e 5177 mg L™, nos reatores sem glicose e
com 0,5mg L™,

As remocoes de DQO nos reatores com metil paration foram de 27; 43; 30; 39;
33,5; 69 e 76% para os reatores sem glicose, com 05, 1, 3, 4 e 5 g L? de glicose,

respectivamente. Na Figura 29 estdo apresentados os percentuais de remogéo de DQO.
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Figura 29 - Remogéo de DQO com TR de 9 dias nas bateladas com biomassa dispersa, com
adicdo de metanol e variagéo de glicose.
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Legenda: RFMP- Reator com MP, fungo e metanol; RFMGP 0,5- Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 0,5 g LY RFMGP 1- Reator com MP fungo, metanol e glicose na concentracio de 1 g L™
RFMGP 2 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentragdo de 2 g LY RFMGP 3- Reator com MP,
fungo, metanol e glicose na concentracéo de 3 g L':; RFMGP 4 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na
concentracdo de 4 g L™; RFMGP 5 - Reator com MP, fungo, metanol e glicose na concentracdo de 5 g L™
Fonte: Autora, 2016.

A ndo diminuicdo da matéria organica, expressa em termos de DQO, pode ser
advinda da dificuldade do consumo do metanol no meio, pois elevada concentracdo de
matéria organica pode levar a repressdo enzimética dos fungos.

Comportamento semelhante nos reatores com metanol e atrazina foi observado, o
que leva ao indicio de que mesmo ocorrendo degradacao dos pesticidas, o excesso de metanol

pode comprometer o consumo de matéria organica do efluente.
4.3.2 Fase 2 — Auséncia do metanol com variagdes da concentracgéo de glicose

Nesta fase do estudo retirou-se o metanol da agua residuaria sintética e a variagao

da glicose continuou, com uso das concentracdes de 0,5,1,2,3,4e4 g L™
4.3.2.1 Atrazina
As menores concentragbes de ATZ encontradas nos efluentes dos reatores sem

adicdo de metanol foram de 8,6; 6,5; 10,9; 13,8; 17,6; 6,3 e 10,7 mg L™ de pesticida, nos
reatores RFA, RFGA 0,5, RFGA 1, RFGA 2, RFGA 3, RFGA 4 e RFGA 5, respectivamente,
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ao final do TR de 9 dias. O consumo da atrazina obedeceu decaimento de reagdo de primeira
ordem, a excegdo dos reatores RFGA 2, os quais ndo seguiram reacdo de ordem zero ou de
primeira ordem. O decaimento da concentracdo de atrazina nos reatores esta apresentado na
Figura 30.

A partir do estudo desse comportamento, realizou-se o célculo da velocidade de
consumo do pesticida, o qual esta apresentado na Tabela 12.

Figura 30 - Concentragdo de ATZ ao longo da batelada com biomassa dispersa, sem adicéo
de metanol e variacdo de glicose.
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Legenda: RFA — Reator com ATZ, fungo; RFGA 0,5 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracéo de 0,5
g L™ RFGA 1 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de 1 g L™; RFGA 2 - Reator com ATZ,
fungo e glicose na concentragéo de 2 g L™; RFGA 3 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracéo de 3 g
L' RFGA 4 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de 4 g L™; RFGA 5 - Reator com ATZ, fungo e
glicose na concentracdo de 5 g L. Fonte: Elaboracao propria, 2016.
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Tabela 12 — Velocidade de consumo de ATZ nos reatores em batelada dispersa sem
presenca de metanol e variadas concentracdes de glicose.

g\lliigisaegéolijﬁ) Velocidade (d™) Valor do R? Rsmgagig: (@;I’)Z
0 0,370 0,94 71
0,5 0,465 0,92 79
1 0,114 0,98 64
3 0,324 0,95 43
4 0,293 0,93 77
5 0,248 0,98 64

Fonte: Autora, 2016.

A maior velocidade foi encontrada no reator com 0,5 g L™ de glicose, onde houve
remogdo de 79% de ATZ, o que pode indicar que a espécie fungica utilizada no presente
estudo ndo precisou de maiores concentragdes de glicose para degradar a mélecula de ATZ do
meio.

Kist (2013) utilizou as espécies Pleurotus floridae e Pleurotus ostreatus para
biodegradacdo de compostos nitroaromaticos presentes em efluente de agua vermelha
(fabricagéo de explosivos) e observou que o ensaio contendo o fungo Pleurotus floridae, a pH
6 com 10 g L™ de glicose e com efluente diluido a 0,5%, foi aquele que apresentou remogao
de 100% de 2,6-dinitrotolueno, em 8 dias. O referido autor obteve 10 g L™ de glicose como
condi¢do Gtima para o consumo do 2,6-dinitrotolueno, enquanto que na presente pesquisa a
maior velocidade e maior remogdo do poluente foram obtidas com 0,5 g L™ de glicose,
indicando entdo que o uso da espécie A.niger para consumo de compostos de dificil
degradagéo pode ser uma alternativa.

As remoc0es de atrazina para esta fase da pesquisa foram de 71, 79, 64, 52, 43, 77
e 64%, para os reatores RFA, RFGA 0,5, RFGA 1, RFGA 2, RFGA 3, RFGA 4 e RFGA 5,

respectivamente, conforme apresentado na Figura 31.
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Figura 31 — Remoc&o de ATZ com TR de 9 dias nas bateladas com biomassa dispersa, sem
adicdo de metanol e variadas concentracGes de glicose.
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Legenda: RFA — Reator com ATZ, fungo; RFGA 0,5 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de 0,5
g L™ RFGA 1 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de 1 g L™; RFGA 2 - Reator com ATZ,
fungo e glicose na concentragdo de 2 g L™; RFGA 3 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracéo de 3 g
L% RFGA 4 - Reator com ATZ, fungo e glicose na concentracdo de 4 g L™; RFGA 5 - Reator com ATZ, fungo e
glicose na concentracdo de 5 g L™. Fonte: Autora, 2016.

Sampaio (2005) analisou a capacidade do Aspergilus niger de degradar a atrazina
de um efluente sintético. A autora usou o herbicida nas concentragdes de 1,5 a 11,13 mg L™
em reatores em batelada com biomassa dispersa e verificou também a influéncia da glicose
(0,5 g L™). O maior percentual de remocéo encontrado pela autora foi de 45% com 24 h de
tempo de reacdo nos reatores em que houve adigéo de glicose e a concentracdo de ATZ foi de
1,5 mg L™. Na presente pesquisa a remogéo de ATZ nos reatores em que houve adic&o de 0,5
g L™ de glicose foi de 79%, com 9 dias de contato, o que pode indicar que 0 aumento no
tempo de contato do poluente com o micro-organismo pode possibilitar alcance de melhores
percentuais de remogé&o.

Sobre comportamento do pH observou-se que o efluente tendeu a acidez nos
reatores em que houve adi¢do de glicose, no entanto, no reator em que apenas a ATZ estava
presente como fonte de carbono, houve aumento de pH. Na Figura 32 estd apresentada a
variacdo do pH ao longo dos tempos reacionais nos reatores operados durante a pesquisa.

O aumento do pH nos reatores sem adicdo de glicose pode estar atrelado ao fato

de que durante o processo de assimilacdo de compostos que possuem o anel aromatico, o pH
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se eleva pela liberacdo de produtos hidroxilados, como metil, glusideos e alguns

intermedidrios da xilose, dentre outros, conforme relatou Prenafeta-Boldu (2002).

Figura 32 — Variagdo de pH ao longo da batelada com biomassa dispersa de ATZ, sem adicéo
de metanol.
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Fonte: Autora, 2016.

A glicose também é quantificada em termos de DQO. Nos reatores, houve
variagdo de DQO entre 514 mg L™, no reator sem glicose com 24h de reacio, a 6861 mg L™,
com reator com 5 g L™ de glicose, na caracterizagdo. Os valores mininos encontrados na agua
sintética depois do tratamento foram: 514, 739, 1212, 2228, 3460, 4329 e 5356 mg L™ de
DQO, e os maiores valores foram: 758,5, 1407, 2267, 5068, 4417, 5629, 6861 mg LY
respectivamente para os reatores RFA, RFGA 0,5, RFGA 1, RFGA 2, RFGA 3, RFGA 4 e
RFGA 5. A variagdo de DQO nos reatores, culminou em remocao de 29,3; 47,5; 46,55; 35,2;
22;145 e 11,4%, para 0s RFA, RFGA 0,5, RFGA 1, RFGA 2, RFGA 3, RFGA 4 e RFGA 5,
respectivamente.

Os melhores percentuais de remoc#o foram obtidos nos reatores com 0,5 g L™ de
glicose, com 47,5% e naqueles com 1 g L, com 46,5%, ambos no 9° dia de operagdo do
reator. Uma possivel explicacdo para a baixa remocdo de DQO no meio é que a quebra
parcial da molécula da atrazina gera fenol, o qual continua a contabilizar DQO, e s6 a partir
dessa geracdo de fenol é que a ATZ serd mineralizada (KALINE; BETIOLO, 2011).
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4.3.2.2 Metil paration

A concentracdo de metil paration decaiu em todos os reatores estudados nessa fase
(sem adicdo de metanol), seguindo 0 modelo de primeira ordem, conforme mostrada na
Figura 33. As menores concentracdes encontradas foram de 5,8; 4; 4,6; 3,8; 2,5; 3,2 ¢ 2,1 mg
L? de pesticida, nos reatores RFP, RFGP 0,5, RFGP 1, RFGP 2, RFGP 3, RFGP 4 e RFGP 5,

respectivamente.

Figura 33 — Concentragédo de MP ao longo da batelada com biomassa dispersa, sem adi¢éo de
metanol e concentragdes variadas de glicose.
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Legenda: RFP — Reator com MP, fungo; RFGP 0,5 - Reator com MP, fungo e glicose na concentragdo de 0,5 g
LY RFGP 1 - Reator com MP, fungo e glicose na concentracdo de 1 g L™; RFGP 2 - Reator com MP, fungo e
glicose na concentracéo de 2 g L™; RFGP 3 - Reator com MP, fungo e glicose na concentracéo de 3 g L; RFGP
4 - Reator com MP, fungo e glicose na concentracdo de 4 g L™; RFGP 5 - Reator com MP, fungo e glicose na
concentracdo de 5 g L™. Fonte: Autora, 2016.

Observou-se que as menores concentragbes no efluente dos reatores foram
encontradas com o maior tempo de contato entre a espécie fungica e o efluente sintético, no
ultimo dia de operacdo dos reatores, com 9 dias.

Assim como nos reatores com atrazina, a cinética de consumo de MP seguiu 0
modelo de primeira ordem, e verificou-se que 0s reatores que obtiveram a maior velocidade

foram aqueles com adicéo de 3 g L™ de glicose, com 1,85 d™, conforme Tabela 13.
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Tabela 13 — Velocidade de consumo de metil paration nos reatores em batelada dispersa sem
presenca de metanol.

g\lliigisaegéolij'?) Velocidade (d™) Valor do R? Remog%ci)adse((l}/fl) )P com
0 0,56 0,98 81
0,5 1,06 0,97 87
1 1,01 0,99 83
2 1,25 0,98 84
3 1,85 0,98 92
4 0,38 0,98 89
5 0,51 0,98 93

Fonte: Autora, 2016.

A menor velocidade de consumo de metil paration foi observada no reator com
adicfio de 4 g L™ de glicose, sendo acompanhada pelo reator com 5 g L™ de glicose e pelo
sem glicose. A partir desse comportamento pode-se ratificar a hipotese de que os fungos
possuem condicgBes Otimas a partir da disponibilidade de carbono e do poluente a que estéo
sendo expostos, conforme relatado por Chu, Feng e Yuan (2011).

O méximo percentual de remocdo do MP obtido foi de 93% no reator contendo 5
g L™ de glicose, com nove dias de operacdo, como pode ser melhor visualizado na Figura 34.
As menores remocgdes ocorreram nos reatores sem adicdo de glicose, 42,6% e nos RFGP 4,
com 43% do pesticida metil paration, ambos com 24 h de tempo reacional.

Os resultados obtidos com os reatores que ndo tiveram a adi¢do de metanol no
meio corroboram com a hip6tese de que o referido alcool pode ter dificultado a remocdo do
MP do efluente, visto que em nenhum reator da batelada contendo metanol, na fase anterior,
houve remog&o superior ou proxima as encontradas na batelada sem metanol, agora discutida.
Desta forma, o metanol influenciou negativamente na degradacdo do MP, enquanto que o uso
de glicose favoreceu o decaimento do inseticida, assim como proporcionou maior velocidade

de seu consumo.
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Figura 34 - Remocdo de MP ao longo da batelada com biomassa dispersa, sem adi¢do de
metanol e variadas concentracdes de glicose.
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Legenda: RFP — Reator com MP, fungo; RFGP 0,5 - Reator com MP, fungo e glicose na concentragdo de 0,5 g
L% RFGP 1 - Reator com MP, fungo e glicose na concentragdo de 1 g L'™*; RFGP 2 - Reator com MP, fungo e
glicose na concentracéo de 2 g L™*; RFGP 3 - Reator com MP, fungo e glicose na concentracéo de 3 g L™; RFGP
4 - Reator com MP, fungo e glicose na concentracdo de 4 g L™; RFGP 5 - Reator com MP, fungo e glicose na
concentracdo de 5 g L™. Fonte: Autora, 2016.

O pH apresentou comportamento semelhante aos demais experimentos, sendo que
a excecdo daqueles que ndo tiveram adicéo de glicose, houve diminui¢do ao longo dos tempos
reacionais. O menor valor encontrado foi de 2,5 nos reatores com 5 g L™ de glicose, no tltimo
dia de operacgdo dos reatores (9 dias) e o maior foi 4,8, nos reatores sem glicose, também com
nove dias de operacdo, como apresentado na Figura 35.

O aumento do pH nos reatores sem glicose pode ser devido ao consumo de acidos
no meio, pois de acordo com Raimbault (1998), o aumento do pH é atribuido a alcalinizacéo
do meio via retirada dos acidos presentes. Cabe mencionar que mesmo com esse aumento, a
faixa de pH nos RFP ainda manteve-se em meio 4cido.

Em estudo desenvolvido por Chen et al. (2012), os autores avaliaram a capacidade
da espécie Cladosporium cladosporioides Hu-01 em degradar o pesticida clorpirifés,
inseticida organofosforado largamente utilizado no mundo. Os melhores resultados de
remogao dos poluentes encontrados no referido estudo foram identificados em pH &cido, o
que, de acordo com os autores, confere uma vantagem a utilizacdo de fungos no tratamento de

compostos recalcitrantes, o que também pode ser observado na presente pesquisa.
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Figura 35 — Variagéo de pH ao longo da batelada com biomassa dispersa de MP, sem adicédo
de metanol e variadas concentracdes de glicose.

14+
124

104

pH

e e el

0 T T T T T T T

Semglicose  05gL 1gL? 2gL? 3gL? 4gL7t 5gL7

Fonte: Elaboragdo propria, 2016.

Na analise da remocéo de DQO nos reatores com metil paration, sem adi¢do de
metanol, as remocdes ocorreram  observadas foram de 25, 26, 8,5, 12 e 18,5%,
respectivamente nos RFP , RFGP 0,5, RFGP 1, RFGP 4 e RFGP 5, ndo sendo observada
remogdes nos reatores com adicdo de 2 e 3 g L™ de glicose.

Usharani e Muthukumar (2013) utilizaram a espécie Fusarium sp para verificar
sua capacidade de degradar metil paration de matriz aquosa. Os autores trabalharam com a
concentracdo de 1 mg L™, pH 6,5, DQO inicial de 41,95 mg L™ em erlenmeyers de 250 mL,
a 120 rotagOes por minuto, durante 144 h. O resultado obtido, em termos de remogdo de MP
foi de 93% e para DQO a remogdo foi de 80%. A baixa remocdo de DQO nesta pesquisa, em
comparacdo ao estudo acima reportado, pode estar atrelada & grande disponibilidade de fonte
de fécil assimilacdo de carbono, pois as maiores remoc¢des de DQO foram verificadas nos
reatores RFP e RFGP 0,5.
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4.4 Etapa V - Reator em bateladas sequenciais (RBS)

As concentragdes de glicose utilizadas nesta etapa foram baseadas naquelas
usadas nas bateladas com biomassa dispersa e com variagdo de glicose, o que indicou uso

inicial dos valores de 0,5, 1 e 2 g L™ de glicose.
4.4.1 Atrazina

A imobilizacdo da espécie fungica proporcionou remocdes médias de remogéo de
atrazinade 59 £ 11,7,32 +6,6, 20£0,6,7 +5,1e 14,5+ 21,2% paraosciclos I, II, llI, IV e
V, respectivamente, com 0,5 g L™ de glicose como cossubstrato. Para a condigdo de 1 g L™ de
glicose, as médias de remocéao foramde 58 £ 3,1,35+4,3,23 £28,115+41e95+6,1%
para os ciclos I, II, I, IV e V, respectivamente.

A condicdo menos favoravel para degradacdo do poluente foi o incremento de 2 g
L™ de glicose a0 efluente sintético, visto que no primeiro ciclo de operacéo sob a referida
condigéo, ndo houve remocéo de atrazina do meio. O processo de dessorgdo foi observado em
todos os tempos estudados do ciclo I, havendo incremento na concentragdo de ATZ durante o
referido ciclo. Os ciclos 11, 111, IV e VV obtiveram médiade 45+0,6,15+1,9,32+125¢e11
* 6% de remocao, respectivamente. Na Figura 36 estdo apresentadas as variagdes de remogéo
media obtidas no reator com biomassa imobilizada.

A imobilizacdo de biomassa em reatores apresentou-se como alternativa de
incremento nos percentuais de remogdo de poluentes deste estudo, como os de Sharma e
Gupta (2012) e Rodriguez et al. (2009). Dentre as principais vantagens para 0S micro-
organismos, tém-se, minimizacao de toxicidade, melhor crescimento, maiores probabilidades
de sobrevivéncia e pode intensificar a producéo de &cidos quando comparados & processos
feitos com células ou esporos livres. No entanto, na presente pesquisa, essa hipdtese néo foi
verificada, visto que 0s percentuais de remogdo da etapa com biomassa dispersa foram
superiores a etapa com imobilizagdo dos esporos, inclusive naquela em que houve presenca de

metanol no meio.
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Figura 36 — Percentual de remocéo de ATZ nos ciclos de | a V, com as concentracGes de
glicose 0,5gL™ 1 gL"e2gL™ no reator com ATZ, com biomassa imobilizada
em espuma de poliuretano.
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Fonte: Autora, 2016.

Observou-se que a proposicdo de Sharma e Gupta (2012), que consistiu em
afirmar que a imobilizacdo da espécie A. niger em processos de batelada possui desempenho
superior aquele que utiliza células livres, ndo pode ser corroborada. Os autores atribuiram o
melhor desempenho da espécie fangica a diminuicdo do tempo de adaptacdo ao poluente em
que o micro-organismo foi exposto, fenol no referido caso.

As menores concentragdes registradas no efluente nesta etapa da pesquisa, foram
de 12 mg L™ no ciclo 1 e 13,9 mg L™ no ciclo V com 1 g L™ de glicose e 12,9 mg L™* no ciclo
I com 0,5 g L™ de glicose. As maiores foram registradas na etapa com presenca de 2 g L™ de
glicose. Esse comportamento pode indicar que a maior disponibilidade de carbono de fécil
assimilacdo pode ndo ter sido suficiente para promover melhor desempenho da espécie
fungica.

Ao contrario da presente pesquisa, Fontana e Silveira (2012) relataram que a
presenca de glicose favoreceu o crescimento celular de Aspergillus oryzae e, em
consequéncia, poderia subsidiar melhores remocdes de poluentes, assim como maior
producao de subprodutos de interesse econdmico, como écido citrico. E salutar mencionar que

0 estudo reportado utilizou meio sintético com variacdo de glicose e pectina para producdo de
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enzimas endo e exo poligalacturonase, um meio sem adicdo de compostos considerados
recalcitrantes, fato que pode indicar o resultado diferente ao deste estudo.

Sobre a variacdo de pH, observou-se valor médio de entrada da agua sintética de
6,9 + 0,17 ao longo dos 15 ciclos operacionais. Na Figura 37 estd apresentada a variagdo do

pH ao longo da operagdo do reator.

Figura 37 — Variacdo de pH nos ciclos de 1 a V, nas as concentracdes de glicose 0,5 g L™,
1gL'e2gL"no reator com ATZ, com biomassa imobilizada em espuma de
poliuretano.
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Fonte: Autora, 2016.

A acidificacdo do pH nas etapas com 0,5 e 1 g L™ de glicose pode estar ligada ao
consumo da atrazina e da DQO no efluente, uma vez que durante a degradacédo da atrazina,
um dos subprodutos é a formagao do &cido ciandrico - C3H3N3;O3 (PEREIRA, 2011) e durante
0 consumo da glicose h4 a formagéo de &cidos organicos, podendo deixar assim o meio com
carater acido.

Os menores valores de pH observados foram 2,8 (ciclo | com 1 g L™ de glicose), 3
e 3,75, nos ciclos I e Il com0,5¢g Lt de glicose, e 4,5, 4,3 e 4,5 nos ciclos II, Il e IV, com 2 g

L. Nos demais ciclos o pH manteve-se proximo da neutralidade. Nos primeiros ciclos de
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cada etapa houve acidificacdo do meio, possivelmente pela maior disponibilidade de matéria
organica, visto que a remocdo de DQO foi elevada nas duas primeiras etapas, sendo
observada média de remocdo, por etapa, de 85 + 5,11, 91 + 2,5 e 53 + 13,7%, respectivamente

com 0,5, 1 e 2 g L™ de glicose, conforme apresenta a Figura 38.

Figura 38 — Variacdo da remogéo de DQO em termos de percentual nos ciclos de | a V, nas as
concentracdes de glicose 0,5 g L, 1 g L* e 2 g L™ no reator com ATZ, com
biomassa imobilizada em espuma de poliuretano.
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Fonte: Autora, 2016.

Na Figura 39 esta a representacdo da concentracdo de matéria organica expressa
em termos de DQO no efluente, a qual foi, em média de 109,5 + 41,8, 100 + 29,5, e 460 +
165,8 mg L™, respectivamente com 0,55, 1 e 2 g L™ de glicose, sendo os referidos valores
baseados nas concentragdes do 7° dia de operacdo do reator ao longo de 5 ciclos operacionais.
Todos os ciclos das etapas com 0,5 e 1 g L™ estiveram com a concentracéo abaixo de 200 mg
L™, valor limite estipulado pela Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente do Cearé —
SEMACE em sua Resolugdo 154/2002 para lancamento de efluentes industriais em rede
coletora (CEARA, 2002).
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Figura 39 — Variagdo da concentracdo de DQO nos ciclos de | a V, nas as concentracdes de
glicose 0,5gL™ 1 gL"e2gL™ no reator com ATZ, com biomassa imobilizada

em espuma de poliuretano.
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Fonte: Autora, 2016.

A imobilizacdo das células da espécie Aspergillus niger AN 400 ndo foi
preponderante para o alcance de maiores percentuais de remocdo de ATZ, ndo sendo
verificado também influéncia positiva da adicdo de glicose nas concentracdes de 1 e 2 g L™ de

glicose como fonte priméria de carbono.
4.4.2 Metil Paration

A concentracdo média afluente de MP foi de 30 + 0,76 mg L™ nos reatores com
biomassa imobilizada de A.niger AN 400. As concentracbes médias de MP analisadas no
efluente final foram de 2,2 + 1,64, 1,4 £+ 0,6 e 1,65 + 1,1 mg L™, respectivamente para as
fases com adicdo de 0,5, 1 e 2 g L™ de glicose. No que se refere as etapas, aquela com adigéo
de 1 g L™ de glicose foi a que obteve menor concentragdo média de MP no efluente (1,4 + 0,6
mg L.

Em termos de remocdo do MP, observou-se que a melhor condi¢do para operagao
do reator fungico foi quando houve adicdo de 1 g L™ de glicose no meio, com média de 95 *
1,9% de remocao, conforme mostrado na Figura 40. As demais etapas obtiveram médias de

92,5 +5,5% e 94,5 + 3,6%, respectivamente para 0,5 e 2 g L™ de glicose. Os percentuais de
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remogdo encontrados nesta etapa foram superiores aos obtidos com o tratamento com
biomassa dispersa, sendo a maior média 92%, registrada durante o uso de 3 g L™ de glicose e

sem adicdo de metanol ao meio.

Figura 40 — Percentual de remogdo de MP nos ciclos de | a V, com as concentracdes de
glicose 05 g LY, 1 gL" e 2 g L" no reator com bhiomassa imobilizada em
espuma de poliuretano.
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Fonte: Autora, 2016.

No tocante ao aspecto imobilizacdo, o reator com MP comportou-se de modo
diferente ao que continha atrazina, pois o processo de confinamento das células proporcionou
melhoria no desempenho do processo em batelada, conforme previram Sharma e Gupta
(2012). Essa diferenca pode ser devida & maior afinidade do micro-organismo pelo MP em
detrimento da ATZ.

Rodrigues (2013) analisou a remo¢do de MP de meio liquido por fungos
marinhos, Penicillium citrinum e Fusarium proliferatum, isolados da ascidia Didemnum
ligulum. A concentragdo utilizada pela autora foi de 30 mg L™ em erlenmeyres de 250 mL,
com volume Gtil de 100 mL e agitacdo de 130 rpm ao longo de 10, 20 e 30 dias. Com 20 dias
houve remocéo total do MP, no entanto, a autora fez uma ressalva, visto que nos reatores
abioticos a degradacdo foi similar aquela encontrada nos reatores com as espécies flngicas.

Esse resultado foi atribuido as condices de pH e temperatura, 8 e 32°C, respectivamente, as
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quais propiciaram a hidroélise do MP a p-nitrofenol. No presente trabalho a hidrélise ndo foi
favorecida, visto que o pH do meio tendeu sempre a acidez e a temperatura mantida foi
temperatura ambiente, £+ 28°C, o que sugere que a degradagdo do poluente foi feita via
mecanismos biol6gicos da espécie A.niger.

Os valores de remocdo de DQO, assim como os de pesticida, também foram
expressivos. A média de remocao de matéria organica do efluente foi de 82 + 10,8 ,92+ 4 e
85 + 7%, respectivamente para as etapas com 0,5, 1 e 2 g L™ de glicose. Assim como para
remocdo do pesticida, a etapa com adicdo de 1 g L™ de glicose foi aquela em que houve

melhor desempenho, como esta apresentado na Figura 41.

Figura 41 — Variacdo da remocéo de DQO em termos de percentual nos ciclos de | a V, nas as
concentragdes de glicose 0,5 g L™, 1 g L™ e 2 g L™ no reator com metil paration,
com biomassa imobilizada em espuma de poliuretano.
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Fonte: Autora, 2016.

O pH de entrada do reator com MP esteve, em média, em 6,8 + 0,17, como
apresentado na Figura 42. Ao longo dos ciclos operacionais observou-se que o pH final
tendeu & neutralidade na maioria do ciclos, & excegéo do ciclo I com 0,5 g L™ de glicose, ciclo
I 1 g L™ de glicose , e com ciclo I, IV e V com 2 g L™ de glicose, sendo os valores
encontrados, respectivamente, 2,9 com 24 e 48 h; 2,8 e 3,0 com 48 e 72 h e 3,7 e 3,9 nos

tempos de 96 e 144 h no ciclo 11, e 3,8 com 72 h nos ciclos IV e V.
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Figura 42 — Variacdo de pH nos ciclos de | a V, nas as concentracdes de glicose 0,5 g L™,
1gL"e2gL™ no reator com MP, com biomassa imobilizada em espuma de
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Fonte: Autora, 2016.

4.5 Etapa V - Planejamento experimental
4.5.1 Atrazina

O resultado obtido atraves do planejamento experimental pode ser visualizado na
Tabela 14. Observou-se que 0 aumento na concentragdo de ATZ no afluente ndo resultou em
maiores percentuais de remog&o, enquanto que a glicose, nas concentragdes testadas, pareceu
ndo propiciar melhora no desempenho da espécie fangica. A recalcitrancia da ATZ ja foi
relatada por muitos trabalhos, a saber, Sampaio (2005), Henn (2009), Leme (2010), Pereira
(2011), Xie et al. (2013), Kolekar et al.(2014), Vacondio (2014), e o resultado do
planejamento fatorial para reatores com biomassa imobilizada comprovou sua dificil remocéo

por via bioldgica.



Tabela 14 — Remocé&o de atrazina nas condigdes do planejamento experimental.

Concen_tragéo de ng(i$tzra:1t;§o Remogao de Concent_ragéo
Teste* Glicose o removida
gL afluen_Ee ATZ (%) (mg L)
(mgL™)
1 2,75 5 80 4+0,45
2 0,5 5 40 2+0,6
3 2.75 17,5 34 63,1
4 2,75 17,5 34 66,3
5 2,75 30 27 8+4,6
6 2,75 17,5 40 735
7 5 30 27 8+79
8 5 17,5 23 4t
9 0,5 17,5 17 3x21
10 5 5 60 3+0,85
11 0,5 30 73 22+88
12 2,75 17,5 17 3x17

100

Fonte: Autora, 2016. * S6 houve remogdo no ultimo dia do ciclo.* Cada teste ocorreu em uma semana,
perfazendo total de 12 semanas.

O pH medio de entrada no reator com ATZ foi de 6,8 £ 0,16, ficando em meio

acido nos Testes 1, 2, 3, 7, 8 e 10. Nos demais Testes o pH ficou em torno da neutralidade,

conforme Figura 43.

Figura 43 — Variacdo do pH no reator com ATZ, com biomassa imobilizada ao longo do
planejamento experimental.
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Os ciclos onde o pH ficou mais acido foram aqueles em que a presenca da glicose
foi maior (2,75 e 5 g L™, podendo esse fato corroborar com a hipdtese de que a presenca de
glicose no meio pode levar a liberacdo de acidos pelos fungos, além da proposicéo de Pereira
(2011), que consiste na liberacdo de acido ciandrico a partir do consumo de ATZ.

A excecdo ao comportamento relatado acima foi o T2, no qual a concentragéo de
glicose afluente foi de 0,5 g L™. O pH do meio, ao final do Gltimo dia operacéo do reator foi
de 4,5, podendo esse valor ser explicado tanto pela remogéo de 40% de ATZ quanto pelos
4cidos presentes restantes do ciclo anterior, no qual havia 5 g L™ e a remogdo média de ATZ
do meio foi de 80%.

Para analisar a significancia do efeito da glicose e da concentracdo de ATZ foi
gerado Diagrama de Pareto. A analise dos resultados encontrados ocorreu quando estes foram
diferentes de zero; foi realizado o teste t de Student, com nivel de confianca de 95%. No
diagrama de Pareto, os valores que excederam a linha disposta na vertical foram aqueles
considerados significantes, com 95% de confianca.

Na Figura 44, na qual esta a representacdo da relacdo entre concentracdo de
glicose e concentracdo de atrazina pelo Diagrama de Pareto, verificou-se que a concentracéo
do pesticida influenciou diretamente nos percentuais de remocdo. A partir do diagrama
também foi possivel perceber que a presenca de glicose, no intervalo testado neste estudo, ndo

influenciou de forma significativa o tratamento.

Figura 44 — Diagrama de Pareto do efeito padronizado em termos de degradacdo de ATZ.
Standardized Pareto Chart for ATZ
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Fonte: Autora, 2016.

Em acordo com o presente estudo, Tebbouche et al.(2015) avaliaram o potencial
da espécie Aspergillus niger em degradar fenol de agua residuéria sintética e identificaram

que a concentracdo do poluente alvo foi a Unica variavel significante para o tratamento. Os
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autores usaram o planejamento fatorial para investigar a influéncia da concentragdo do
poluente, do pH e da temperatura no processo. Ao final de 8 experimentos, observaram que a
Unica varidvel que mais influenciou no processo foi a concentragdo do fenol, a qual variou
entre 100 mg L™ a 1000 mg L.

4.5.2 Metil paration

Os testes realizados no planejamento experimental apresentaram remocgéo de MP
elevadas. Os percentuais, ao final dos testes foram de 94, 92, 97, 99, 97, 95, 98, 99, 95, 98,5,
99 e 94,5%, respectivamente para os testes T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, T10, Tll e
T12. Os percentuais obtidos de remocgdo do iseticida metil paration e sua concentragdo
removida ao longo do testes estdo elencados na Tabela 15. A condi¢do em que houve maior
remocdo de metil paration foi aquela em que a concentrago do pesticida foi de 17,5 mg L™ e
a glicose foi 2,75 g L™. Essa condicdo teve 4 repeticdes, e 0s percentuais de remogao obtidos
foram de 95; 93; 93 e 87 %.

Tabela 15 — Remocéo de metil paration nas condi¢des do planejamento experimental.

Concentracao de Concentracao de ~ Concentracao

Teste* Glicosge MP no aflaente Remogg/o de MP removidg

(gL?) (mg L") () (mg L")
1 2,75 5 93 4,7 +£0,24
2 0,5 5 90 45+0,18
3 2.75 175 95 16,6 + 0,50
4 2,75 175 93 16,3 + 0,56
5 2,75 30 93 270+1,91
6 2,75 175 94 16,6 £ 0,65
7 5 30 93 28,0+ 1,85
8 5 175 91 16,0+ 1,35
9 0,5 175 87 15,0 + 3,20
10 5 5 93 4,7 +0,49
11 0,5 30 85 25,6 +5,34
12 2,75 175 87 15,2+ 2,25

Fonte: Autora, 2016. * Cada teste ocorreu em uma semana, perfazendo total de 12 semanas.

E valido ressaltar que as remogdes obtidas nos doze testes foram consideradas
elevadas, principalmente pela caracteristica de recalcitrancia do poluente. Na Figura 45 est a
representacdo do grafico de Pareto para 0 MP. E possivel perceber que as variaveis estudadas

influenciaram significantemente na remogao do composto.
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Figura 45 — Diagrama de Pareto do efeito padronizado em termos de degradacao de MP.
Standardized Pareto Chart for MP

B:Conc Pesticida e -

A:Conc Glicose

AB

0 10 20 30 40 50 60
Standardized effect

Fonte: Autora, 2016.

O pH médio afluente do reator utilizado para o tratamento de MP foi de 6,8 +
0,19. Na Figura 46 é possivel observar acidificagdo do meio nos testes T1, T2, T6, T7, T8 e

T10, onde as condices foram de 2,75 e 5 g L™ de glicose no meio.

Figura 46 — Variagdo do pH no reator com MP, com biomassa imobilizada ao longo do
planejamento experimental.
14

124

104

pH

P

190paLT [ 75

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti1 T12

Fonte: Autora, 2016.

Apenas o teste T2 tinha uma baixa quantidade de glicose (0,5 g L™) e foi
acidificado também, o que pode ser atribuido ao consumo do MP.
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4.6 Etapa VII - Teste bioldgico

A contagem de Unidades Formadoras de Colonias - UFC, realizada com os
efluentes dos reatores utilizados durante o planejamento experimental, indicou prevaléncia
dos fungos em quase todas as 12 condigdes propostas pelo planejamento, sendo excecdo a

condicio de 5 g L™ de glicose + 5mg L™ de atrazina, conforme apresentado na Tabela 16.

Tabela 16 — Teste biol6gico realizado no reator com ATZ no planejamento fatorial —
contagem de bactérias e fungos.

Condicao Bactéria Fungo
0,59 L™ glicose + 5 mg L™ pesticida 1,5*10* 22,75*10"
0,5 g L™glicose + 17,5 mg L™ pesticida 1,5*10* 33*10*
0,5 g L™glicose + 30 mg L™ pesticida 5,7*10" 79*10*
2,75 g L™ glicose + 5 mg L™ pesticida 6,2*10" 1150*10*
2,759 L glicose + 17,5 mg L™ pesticida 3,25*10* 66,5*10%
2,759 L glicose + 17,5 mg L™ pesticida 1,2*10* 15*10*
2,759 L™ glicose + 17,5 mg L™ pesticida 104*10* 210*10*
2,75 g L glicose + 17,5 mg L™ pesticida 65*10* 245*10*
2,75 g L™ glicose + 30 mg L™ pesticida 67*10" 290*10*
5 g L™glicose + 5mg L™ pesticida 36*10* 29,5*10*
5 g L™glicose + 17,5 mg L™ pesticida 25*10* 32*10*
5 g L* glicose + 30 mg L™ pesticida 2,75*10* 4,2*10*

Fonte: Autora, 2016.

Observou-se presenca de bactérias em todas as condicBes de contagem; embora
em menor quantidade, elas participaram do tratamento em batelada sequencial. As bactérias
presentes nos dois reatores podem ter sido advindas da 4gua de abastecimento utilizada para
confecgdo do efluente sintético, e ndo foram consideradas prejudiciais ao desempenho dos
reatores, visto que néo se objetivou condi¢do asséptica.

No reator com atrazina o aumento de glicose no meio proporcionou maior nimero
de bactérias no efluente, chegando a ultrapassar a quantidade de fungos em apenas uma
condicdo (5 g L™ de glicose + 5 mg L™ de atrazina), sendo o niimero de col6nias de bactérias
de 36.10" e 29,5.10° UFC, respectivamente para bactérias e fungos. Na mesma condigao,
observou-se proximidade entre a concentracdo de fungos e bactérias nas condigdes de 5 g L™
com 17,5 mg L™ e 30 mg L™, respectivamente 25.10* e 32.10" e 2,75.10* e 4,2.10* UFC.
Esse comportamento pode indicar que em maiores concentragdes de glicose, outros micro-

organismos podem aparecer em maior concentragao.
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Com relagdo ao reator que tratou 4gua dopada com metil paration, em nenhuma
condicdo estudada a concentracdo dos fungos foi ultrapassada pela de bactérias, conforme
Tabela 17.

E necessario ressaltar que a presenca de bactérias também foi verificada nesse
reator, e assim como para o0 reator com atrazina, elas podem ser oriundas da agua utilizada

para o preparo do efluente sintético.

Tabela 17 — Teste bioldgico realizado no reator com MP no planejamento fatorial para
contagem de bactérias e fungos.

Condicéao Bactéria Fungo

0,5 g L™ glicose + 5mg L™ pesticida 88,5*10" 900*10*
0,5 g L™glicose + 17,5 mg L™ pesticida 225*10* 240*10*
0,5 g L™glicose + 30 mg L™ pesticida 175*10* 370*10*
2,75 g L™ glicose + 5 mg L™ pesticida 6,5*10" 790*10*
2,75 g L™ glicose + 17,5 mg L™ pesticida 65,5*10* 332*10*
2,75 g L™ glicose + 17,5 mg L™ pesticida 155*10* 530*10*
2,75 g L™ glicose + 17,5 mg L™ pesticida 1,75*10* 36,5%10*
2,75 g L™ glicose + 17,5 mg L™ pesticida 21,5*10* 56*10"
2,75 g L™ glicose + 30 mg L™ pesticida 58,5*10* 425*10*
59 Lglicose + 5mg L™ pesticida 150*10* 330*10*

5 g L'glicose + 17,5 mg L™ pesticida 64*10" 150*10*
59 L* glicose + 30 mg L™ pesticida 1,9*10* 2,5*10*

Fonte: Autora, 2016.

4.7 Etapa VIII - Teste de toxicidade com efluente final

Ao final do planejamento experimental (Teste 12), o efluente dos reatores foi
submetido ao contato com as raizes de cebolas - Allium cepa L., para que se pudesse observar
0 grau de toxicidade/fitotoxicidade do mesmo. Na Tabela 18, pode-se constatar que o
tratamento bioldgico conferiu polimento & &gua dopada com ATZ e MP, visto que o
crescimento das raizes ndo foi verificado na caracterizacdo que continha ATZ e na que
continha MP o crescimento foi de apenas 0,25 cm.

Com o tratamento, apds 7 dias de contato do efluente com o0s micro-organismos,
as raizes expostas ao efluente cresceram 1,25 + 0,35 cm na amostra que continha o efluente

com ATZ e 2,2 + 0,42 cm com o efluente oriundo do reator que tratou o metil paration.
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Tabela 18 — Crescimento das raizes das cebolas utilizadas para o teste de toxicidade
com o efluente dos reatores e com o branco (adgua de abastecimento).

Amostra Crescimento médio Inibicédo de
(cm) crescimento (%)
Branco 2,8+0,2 0
Caracterizacdo ATZ 0,0 100
Caracterizagdo MP 0,25+ 0,35 91
ATZ 7 dia 1,25+ 0,35 55
MP 7 dia 2,2+042 215

Fonte: Autora, 2016.

Bolle et al. (2004) analisaram a capacidade da atrazina em promover
clastogenicidade na espécie Allium cepa em ensaio utilizando as concentragfes de 1 a5 pg L’
! de atrazina no meio liquido. Observou-se que a concentracéo de 5 pg L™ promoveu a quebra
dos cromossomos da cebola, o que pode provocar mutagdes na espécie. O resultado
encontrado pelos autores confirma o potencial xenobi6tico da ATZ. No presente estudo pode-
se verificar que nas cebolas colocadas em contato com a caracterizagdo ndo houve

crescimento das raizes das cebolas, como apresentado na Figura 47.

Figura 47 — Teste de toxicidade com cebolas para os reatores com atrazina e metil paration.

Atrazina [caracterizagio) Atrazina [pds tratamento)

£C E0

Metil paration (caracterizagio) Metil paration |pds tratamento)

00 el

Torres (2012), objetivando aplicacdo de esgoto na agricultura, também avaliou a

Controle

Fonte: Autora, 2016.

toxicidade de efluente sanitario tratado por processos bioldgicos. Foi observado 68% de
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inibicdo de crescimento radicular com o efluente bruto, e depois do tratamento anaerébio
registrou-se apenas 40%, sendo ent&o o tratamento considerado eficiente pelo autor.

No presente trabalho, o efluente do reator com atrazina obteve 55% de inibicéo
de crescimento, e se comparado ao de Torres (2012), condi¢do em que o esgoto foi domestico,
o tratamento com fungos pode apresentar vantagem, visto que o herbicida é considerado
xenobidtico, e esgoto doméstico nao.

Andrade (2012) investigou a eficiéncia de tratamentos fisico-quimicos, radiacéo
UV e processo UV/H,0, para remogdo de metil paration (30 mg L) presente em efluente
sintético através de teste de genotoxicidade com Allium cepa. A autora conseguiu percentuais
de remocéo de 83 e 99% para radiagdo UV e processo UV/H,0,, respectivamente, no entanto,
no que se refere ao teste de exposicdo das cebolas ao efluente depois do tratamento,foi
observado aumento na genotoxicidade do efluente, o que culminou também no néo
crescimento das raizes das cebolas. J& no presente trabalho observou-se melhoria do efluente
depois do tratamento, indicando que o uso da espécie flngica pode ser uma alternativa para o
tratamento do metil paration.

Silva (2008), analisando a qualidade de aguas do rio Criciima, observou que no
ponto que houve langamento de esgoto industrial in natura, o crescimento das raizes das
cebolas teve inibicdo de 68,07% quando comparado com &gua natural. O autor justificou o
elevado percentual de inibigdo com a recalcitrancia dos esgotos industriais. No presente
estudo, a inibicdo do crescimento na caracterizagdo da atrazina e do metil paration
confirmaram a hipotese de recalcitrancia destes pesticidas, e indicam que o tratamento

bioldgico pode ser uma alternativa considerada.
4.8 Etapa IX - Teste de saturagéo na biomassa e no meio suporte

Para cada grama de espuma de poliuretano foram adsorvidos 17,6 mg de ATZ,
como indicado na Tabela 19. Como nos reatores havia 15 g de meio suporte, a massa de ATZ
que ficou adsorvida foi de 265,2 mg de pesticida. A quantidade adicionada de ATZ durante o
periodo de operagdo do reator em bateladas sequenciais foi de 453,5 mg, assim, 30,23 mg de
ATZ por grama de espuma foi a relacdo encontrada no reator, e foi superior a capacidade de

saturacéo do meio suporte, indicando que os fungos foram capazes de degradar a ATZ.
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Tabela 19 — Saturagdo da ATZ na espuma de poliuretano.

-I;?nr?r?)o Co(mgL") Ce(mgL") Co-Ce(mgL™ Co (gz;( v
0 30,5 0 0 0
10 30,5 24,2 6,3 25,2
20 30,5 16,9 13,6 54,4
30 30,5 9,6 20,9 83,6
40 30,5 51 25,4 101,6
50 30,5 30,4 0,1 0,4
60 30,5 30,5 0 0
z 265,2

Co: Concentragéo inicial de ATZ; Ce: Concentragdo do efluente no tempo.Fonte: Autora,
2016.

Para o reator com MP, observou-se menor adsor¢do na espuma, sendo que para
cada grama foram adsorvidos 13,4 mg de MP. A massa total de pesticida adsorvida no reator
foi de 200,4 mg. Durante o experimento, foram colocados 449 mg de MP no reator,
percebendo-se uma relacdo de 29,93 mg de MP por grama de meio suporte, também superior

a capacidade de saturacdo da espuma utilizada.

Tabela 20 — Saturagdo do MP na espuma de poliuretano.

Tempo (min)  Co (mg L™) Ce (mg L™ Co-Ce (mg LY Coigz )x Vv
0 28,4 0 0 0
10 28,4 19,2 9,2 36,8
20 28,4 11,4 17 68
30 28,4 4,6 238 95,2
40 28,4 283 0.1 0.4
50 28,4 28,4 0 0
z 200,4

Co: Concentragéo inicial de MP; Ce: Concentracdo do efluente no tempo.Fonte: Autora, 2016.

Sobre o teste de saturacdo na biomassa, observou-se que foram adsorvidos 1,05 mg de
ATZ por grama de biomassa e 0,43 mg de MP para cada grama de biomassa. O reator com
ATZ tinha 8,3 g de biomassa, enquanto que o reator com MP apresentou 14,6 g, assim a
adsorcdo para o reator com ATZ foi de 8,7 mg e 6,6 mg de MP para o reator com MP. Os
valores de adsor¢do na biomassa indicaram remogéo via adsor¢éo micelial de 1,9% de ATZ e

1,5% de MP, valores baixos em comparacdo com as remogdes bioldgicas.
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4.9 Etapa X - Identificacdo, caracterizacdo morfoldgica e molecular

Na Figura 48 estd apresentada a identificagdo morfolégica macroscépica e
microscopica da espécie flngica usada no estudo, crescida em meio MEA e CYA.

De acordo com Prakash e Jha (2014), a visualizagdo morfolégica da espécie
A.niger em crescimento em placas indica que a superficie possui coloragdo preta e seu reverso
deve possuir cor de branca a amarelada, sendo observada no presente estudo a coloracgéo

amarelada (quando exposto em meio CYA e em MEA).

Figura 48 - Identificacdo morfol6gica macroscépica e microscépica da espécie predominante
nas amostras.

CYA frente MEA frente Microscopio 40x MEA

CYA verso

Fonte: Autora, 2016.

Caracteristica tipica do género Aspergillus é a vesicula em forma esférica, sub-
esférica ou eliptica. Na Figura 49 é possivel visualizar que a vesicula é sub-esférica, as células
conididgenas sdo biseriadas, metulas cobrem toda a superficie da vesicula e sdo maiores que
as fialides, condizentes com a morfologia descrita de Aspergillus niger (HOUBRAKEN et al.,
2014).
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Figura 49 — Estrutura apresentando a vesicula, fidlides e conidios da espécie isolada em
aumento de 400 vezes.
o

Fonte: Autora, 2016.

O tamanho dos esporos foi medido por ferramenta disponivel no microscopio
Optico e observou-se que a média dos esporos da espécie isolada foi de 4,41 um, conforme
pode ser observado na Figura 50. No género Aspergillus, os esporos sdao produzidos por hifas
vegetativas, e ndo sdo ramificados, terminando na vesicula, conforme indicou Prakash e Jha
(2014).

Figura 50 — Tamanho dos esporos da espécie isolada.

Fonte: Autora, 2016.
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Para biologia molecular utilizou-se inicialmente a técnica de amplificacdo do
DNA, sendo realizada com éxito como apresentada na Figura 51, com a banda em evidéncia

na eletroforese em gel.

Figura 51 — Amplificagdo do DNA depois da PCR.
T —

Fonte: Autora, 2016.

Depois de amplificagdo, o sequenciamento foi realizado e as sequéncias de
nucleotideos foram comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank Nucleotide
Database usando o programa de pesquisa BLAST. A comparacdo alocou a espécie isolada
como Aspergillus niger AN 400, e a partir das sequéncias da espécie, pode-se criar a arvore
filogenética apresentada na Figura 52, na qual se observou com clareza a aglutinacdo da

espécie encontrada na sec¢do nigri.
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Figura 52 — Agrupamento da espécie encontrada.
Aspergillus_awamor_JCM2261

‘{ Aspergillus_foetidus_ NRRL4797
Aspergillus_foetidus var.acidus_[TEM4507-T

‘{ Aspergillus_tubingensis_NERL4750

- Aspergillus_acidus_CBS564.65-T
Aspergillus_luchuensis_KACCA6772

“ Aspergillus_coreanus_CBS119883

Aspergillus_piperis_CBS112811-T
Aspergillus_tubingensis_CBS5134.48-T
Aspergillus_costaricaensis_CBS115574-T
M L Aspergillus_vadensis_CBS113365-T
Aspergillus_brasiliensis_ CBS101740-T

Aspergillus awamori_CBS557 65-T
Aspergillus_niger_CBS554.65-T
Aspergillus_niger CB5117.80

Aspergillus niger_ANA400

| Aspergillus_carbonarius_ CBS111.26-T

| Aspergillus_sclerotioniger CBS115572-T

]
0.08 0.04 0.02 0.00

Fonte: Autora, 2016.
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5 CONCLUSOES

A espécie Aspergillus niger AN 400 foi capaz de crescer em todas as
concentracdes usadas no teste de toxicidade dos pesticidas metil paration e atrazina, tendo
sido observado crescimento menor nas placas com 40 mg L™ de ATZ e nas placas com 40 e
50 mg L™ de MP;

O aumento na velocidade rotacional de 80 para 150 rpm proporcionou alcance de
maiores percentuais de remocao de ATZ e MP, em todas as fases do estudo;

O uso de metanol como cossubstrato néo possibilitou melhoria no desempenho do
Aspergillus niger AN 400, possivelmente por sua elevada carga organica;

A adicdo de glicose como cosubstrato para degradacdo de metil paration e de
atrazina com biomassa dispersa de Aspergillus niger AN 400 em batelada aerada
proporcionou as melhores remogdes com 3 g L™ de glicose para os reatores com ATZ e MP
sem presenca de metanol, e para os reatores com metanol e MP. Para 0s reatores com
metanol, a melhor concentraco de glicose para diminuicéo da ATZ foide 2 g L™ de glicose ;

A realizacédo das bateladas sequenciais com biomassa imobilizada de Aspergillus
niger AN 400 proporcionou melhoria no desempenho da degradagéo de MP, no entanto, ndo
foi favorével para remogdo de ATZ;

A glicose nas concentragdes de 0,5 g L™ e 1 g L™ néo influenciou positivamente
na degradagdo de atrazina e metil paration em bateladas sequenciais com biomassa
imobilizada. A concentragdio de 2 g L™ de glicose, no RBS com ATZ influenciou
negativamente na remocéo do pesticida;

O planejamento experimental indicou que o principal fator de interferéncia no
reator com ATZ foi a concentracdo do herbicida, visto que quanto maior sua concentragdo no
meio, menores as remogdes obtidas. Para 0 MP observou-se que o Aspergillus niger foi capaz
de se adaptar a todas as variagdes de condigdes do planejamento, e de remover o MP do meio;

O teste biologico realizado com os reatores utilizados no planejamento
experimental indicou prevaléncia dos fungos em detrimento das bactérias ao longo da
operacédo dos reatores. Observou-se que a maior concentracdo de pesticidas possibilitou maior
concentracdo de fungos, enquanto que o aumento de glicose no meio favoreceu o crescimento

de bactérias;
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O teste de toxicidade com cebolas com o efluente dos reatores usados no
planejamento experimental indicou diminuigédo da toxicidade dos efluentes com ATZ e MP,
indicando que o tratamento realizado foi positivo para possivel diminuicdo do impacto desses
poluentes no ambiente;

A identificacdo genética da espécie fungica utilizada no estudo indicou a presenca
da espécie Aspergillus niger.

O uso da espécie Aspergillus niger AN 400 apresentou-se como uma alternativa
para o tratamento de &guas contaminadas com atrazina e metil paration. Observou-se que 0
uso do metanol pode interferir negativamente no processo e que a imobilizagdo da biomassa

ndo trouxe melhoria nos percentuais de remog&o de atrazina.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, sugere-se:

o Realizar estudos com atrazina em variadas concentracbes em reatores com
biomassa dispersa e imobilizada;

o Auvaliar a producéo de enzimas flngicas, como lacase e manganés peroxidase;

o Identificar os subprodutos da degradacéo de ATZ e MP;

o Realizar bateladas com tempo de reacéo de 30 dias com atrazina;

e Verificar o desempenho de reatores com ATZ e MP utilizando etanol como
cossubstrato;

o Utilizar efluente in natura de industria de fabricacéo de pesticidas em reatores
inoculados com Aspergillus niger;

o Auvaliar a eficiéncia de remogao de metil paration em reator de fluxo continuo;

o Utilizar variadas concentracdes de glicose em batelada agitada com 80 e 150
rpm para verificar a influéncia de cossubstrato de facil degradagéo na remogéo
de ATZ e MP.
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