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O estudo da biodegradagédo de solos
impactados pelo derramamento de
petréleo, usando fungos filamentosos
é um desafio que nosso grupo de
pesquisa vem enfrentando com o
auxilio de microrganismos isolados
de solos contaminados. Até o
presente momento foram realizados
estudos em microcosmos (Pereira e
Lemos, 2003) que permitiram
estabelecer pardmetros importantes
como a temperatura, capacidade de

1.INTRODUCAO

retengéo de agua (CRA) e pH), tanto
para 0 metabolismo do fungo como
para ofimizagdo do  processo
bioldgico em biorreator. Os dados
experimentais mostraram que dentre
as condigbes estudadas o melhor
resulfado de biodegradagdo foi
alcangado utilizando  biorreator
estatico, com o qual foi atingido 20%
de remogdo de matéria orgénica
quando comparado ao resultado
alcangado com o biorreator de eixo
rotaivo que foi de 13 %.

1.1.BIORREMEDIAGAO POR FUNGOS FILAMENT0S0S

A utilizagcdo de tecnologias inovativas de tratamento, contempla em suas
formas mais variadas, a utilizagdo de biorremediagdo. Entende-se por
biorremediacdo a utilizagdo de um ou mais consorcios microbianos,
indigenas ou ndo, para a degradagdo de contaminantes organicos, entre eles
os hidrocarbonetos de petroleo. Estes microrganismos “quebram” os
hidrocarbonetos de petréleo visando utiliza-los no seu metabolismo. Os
parametros temperatura, umidade, fluxo de oxigénio, pH, e os nutrientes
(fésforo e nitrogénio), podem ser empregados para implementar o processo
de biodegradagéo através do bioestimulo (PANDEY et al., 2000).



1.2. FERMENTAGAO EM SUBSTRATO SOLIDO E BIORREATORES

Os fungos filamentosos por possuir uma peculiar capacidade de crescer em
locais de baixa umidade relativa e, na auséncia de agua livre, séo por estas
razbes, os que melhor se adaptam ao processo fermentativo em substrato
solido (FSS). Fermentagdo em substrato soélido pode ser definida como o
processo que refere-se a cultura de microrganismos sobre ou dentro de
particulas em matriz sélida (substrato ou material inerte), onde o contetdo do
liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ela esta a um nivel de
atividade de &gua que, assegure o crescimento e metabolismo das células e,
por outro lado, ndo exceda a maxima capacidade de ligacdo da agua com a
matriz s6lida (DURAND et al., 1988).
Os processos de FSS, sdo realizados em biorreatores classificados como
reatores em fase ndo-aquosa, que podem ser:

Reatores estaticos (Reator em Bandeja);

Reatores com agitagao;

Reatores com leito fixo;

Reatores com leito fluidizados gas-sélido.

1.3. VARIAGAO DE ESCALA

No desenvolver de um processo, quando sdo encontradas condigdes
econdmicas adequadas de operacdo em escala de bancada, as quais com
freqliéncia correspondem & obtengdo de valores elevados para a
produtividade e rendimento do produto de interesse, sob o ponto de vista
econdmico, hé a necessidade de se ampliar a escala de produgéo até uma
escala industrial (EINSELE et al., 1978).

O desenvolvimento da maioria dos processos, parte de uma escala de
produgdo menor para uma escala maior. Esta variagdo € denominada de
aumento de escala ou “scale-up”. Quando o sentido € o inverso 0 chamamos
de reduc&o de escala ou “scale-dwon”.

Contudo, o estudo da variagdo de escala dos processos se encarrega de
examinar os problemas associados com a transposi¢ao de dados obtidos em
equipamentos de escalas de laboratério e piloto, para escala de produgao
industrial.

O desenvolvimento tradicional dos processos fermentativos € usualmente
executado em trés estagios ou escalas:



Escala de bancada:
Escala piloto;
Escala industrial.

No trabalho colocaremos em foco os ensaios realizados em escala de
bancada, tanto em microcosmos, como os efetuados em biorreatores. Por ter
em vista sua maior flexibilidade e menor custo de operacdo, os dados
basicos sobre o processo devem ser levantados dentro do maior nivel de
detalhes possiveis. Nessa escala sdo realizadas tarefas basicas, como a
selecdo do microrganismo e escolha das condigbes de temperatura, pH,
umidade e nutrientes para o processo, assim como a forma de operagéo do
biorreator e a concentragdo de microrganismo a ser inoculado.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo a realizagdo inicial de ensaios,
empregando A. versicolor como agente de degradagcdo em microcosmos,
para uma posterior comparagdo e aumento de escala do processo de
degradagdo de hidrocarbonetos de petrleo em biorreatores agitado e
estatico.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ENSAIOS EM ESCALA DE BANCADA

3.1.1.MICROCOSMO

Os ensaios foram realizados em periodos de 42 dias em kitasatos de 250
mL, contendo 50 g de solo contaminado, proveniente de Guararema, SP. As
amostras foram submetidas a uma temperatura de 40°C, pH natural do solo
de 4.76 e a 100% da CRA.

3.1.1.LRELAGAO CARBONO / NITROGENIO

As relagbes C/N, utilizando extrato de levedura como fonte de nitrogénio
foram avaliadas nas seguintes proporgdes: 100/4.55 (relagéo inicial no solo);
100/10; 100/15; 100/20 e 100/25. Sendo todos os frascos acondicionados em
temperatura de 40°C, 100% da CRA e pH natural do solo (pH=4,76).



3.1.1.2.TAMANHO DE INGCULO

As porcentagem de indculo estudadas foram: 25%; 50%; 75%; e 100% (v/v).
Sendo todas as amostras submetidas a temperatura de 40°C e relagdo C/N
de 100/25, utilizando extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

3.1.2. BIORREATOR ESTATICO (TIPO BANDEIA)

As condicdes testadas no protétipo de biorreator, do tipo bandeja, sédo citados
a seguir, tendo sido selecionadas a partir dos resultados obtidos nos testes
€m microcosmos.

Os ensaios foram conduzidos num periodo de 42 dias, utilizando solo
contaminado proveniente de Guararema , SP.
- 1kg de solo seco, espessura da camada de solo variando entre 1.0cm e
1.5¢cm;
teor inicial de umidade igual a 100% da CRA;
pH natural do solo (pH=4.76);
relagdo C/N/P = 100/10/0.0045 mantida através da adigao de extrato de
levedura como fonte de nitrogénio e sem alteragdo na concentragéo de
fésforo;
adicéo de indculo contendo A.versicolor, em concentragdo de 50% (v/v);
temperatura de incubagao de 30°C ( condicionamento em estufa).

3.1.3. PROTOTIPO DE BIORREATOR / CETEM

As condigbes especificas do ensaio realizado no biorreator com agitagéo
(Santos et al., 2003) sdo descritas a seguir, e foram escolhidas a partir dos
resultados obtidos em testes realizados em microcosmos.

Os ensaios foram realizados num periodo de 42 dias, utilizando solo
contaminado proveniente de Guararema, SP.

8 kg de solo seco, correspondendo a uma taxa de ocupagao de 50%;
inicialmente com teor de umidade de 100% da CRA;

pH natural do solo (pH=4.76);

relagdo C/N/P = 100/20/0.0045 mantida através da adigéo de extrato de
levedura como fonte de nitrogénio, e sem adigao de fonte de fosforo;



adicdo de inéculo contendo Aspergillus versicolor na concentragéo de
25% (viv);

agitacéo intermitente em ciclos de 15 minutos a cada hora, durante 7
horas por dia e 5 dias por semana, a 12 rpm;

aeracdo aplicada por 1 hora/dia, vazdo de 20 L/min.

3.2.METODOS ANALITICAS

3.2.1. DETERMINAGAO DE TPH

A andlise de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) foram realizadas pela
Analytical Solution por cromatografia gasosa de alta resolugdo, conforme o
método EPA 8015B. As condigdes de operagdo do cromatdgrafo estdo
especificadas a seguir:

cromatdgrafo: Aligent 6890 series com injetor Aligent 7683 series;
temperatura inicial = 60°C;

rampa = 9°C/min até 310°C;

fluxo de hélio: pressédo = 6.07 psi, fluxo = 1.1 mL/min, velocidade média
=21cmis.

Condicdes do detector (FID):

temperatura = 310°C;

fluxo de hidrogénio gas = 35 mL/min;
fluxo de Ar Sintético = 350 mL/min;
fluxo de nitrogénio gas = 35 mL/min.

3.2.1. DETERMINAGAO DE MATERIR ORGANICA POR IGNIGAO

A determinagdo de matéria organica foi realizada através de incineragdo em
mufla, a 440C, por um periodo de 12 horas. As amostras estavam secas e
devidamente maceradas.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o estabelecimento de parametros que regulam o metabolismo flingico
foram avaliadas condigbes consideradas relevantes no mesmo processso
bioldgico. Dest forma, o gréfico da Figura 1 mostra os resultados referentes
as relagbes carbono/nitrogénio empregadas nas amostras de solo
contaminado. Analisando os resultados, observamos que com o aumento da
proporcao de nitrogénio, em relacdo a amostra controle (100:4.55), houve um
aumento ascendente na variavel de eficiéncia de biodegradagéo. Logo, o
melhor resultado foi verificado para a relagdo 100:25, fixando-se este
parametro para 0 préximo ensaio, referente a sele¢do do tamanho de inéculo
adequado a biorremediag&o.
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Figura 1 - Eficiéncia de biodegradagao por A . versicolor utilizando relagéo
carbono / nitrogénio ( extrato de levedura como fonte de nitrogénio).

Os resultados obtidos na avaliagdo da influéncia do tamanho do in6culo de
Aspergillus versicolor, estao apresentados na Figura 2.

Das concentragbes estudadas a que apresentou um melhor resultado em
eficiéncia de biodegradagéo foi a de 25% (v/v), ficando claro que o aumento
da populago fungica influenciaria negativamente o processo de degradagao.
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Figura 2 - Eficiéncia de biodegradagdo empregando diferentes concentragoes de
indculo de A . versicolor.

Uma vez fixados e otimizados os pardmetros mencionados a seguir:
concentragdo de indculo 25% (v/v); relagdo carbono/nitrogénio 100:20; e
temperatura de 30°C, foi realizado em seguida um teste em biorreator de
bancada de eixo rotativo. Os resultados do teste estdo apresentados no
gréafico da Figura 3.
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Figura 3. Monitoramento dos testes em biorreator de eixo rotativo por TPH.

Observando os resultados conseguidos através da determinagdo de TPH
podemos constatar que os mesmos seguem uma linha de tendéncia que



varia na faixa de 32 mg/g de solo a 26 mg/g de solo de TPH, apés decorridos
42 dias de teste. Isso implica num decréscimo de hidrocarbonetos de
aproximadamente 20%.

Dando sequéncia a proxima etapa da pesquisa que previa a utilizagdo de
biorreatore estatico, do tipo bandeja foram feitas novas avaliagdes dos
resultados levando em cosideragdo as analises de TPH referentes aos
ensaios em microcosmos, anteriormente realizados.

Os resultados em TPH e eficiéncia de biodegradagdo para o ensaio
empregando as relagdes de C/N, s&o apresentados no grafico da Figura 4.
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Figura 4. Biodegradagao de hidrocarbonetos totais e as suas respectivas
eficiéncias em TPH, para os experimentos avaliando as relagdes C/N.

Através da analise da figura acima verificamos que a relagdo 100:10 foi a que

alcangou uma melhor eficiéncia de biodegradagdo, com um percentual em
torno de 20%.

Quanto ao tamanho de inéculo (Figura 5) os resultados apontaram a
concentragéo de 50% (v/v) como a mais adequada a biodegradagéo quando
comparadas a de 25 e de 100% (v/v).

Dando continuidade aos experimentos foram estabelecidas as condigoes
para o ensaio realizado em biorreator estatico, usando como base os
melhores resultados apontados nos graficos das Figuras 4 e 5. Em relagéo a
temperatura foi selecionada aquela igual a 30°C por considerar que esse
valor ndo implicaria em acréscimos excessivos nos custos do processo de
biodegradagdo. Embora experimentos realizados previamente tenham



conduzido a resultados inferiores em eficiéncia de biodegradagdo, quando
comparados aos obtidos a 40°C.
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Figura 5. Biodegradagao de hidrocarbonetos totais e as suas respectivas
eficiéncias em TPH, para os experimentos avaliando o tamanho de inéculo.

O gréfico da Figura 6 representa a porcentagem de remogdo de matéria
organica obtida através de incineragao das amostras a 440°C. No gréfico, ao
efetuar a comparag&o do resultado da bandeja (20%) com o do biorreator de
eixo rotativo (13%), observamos que com a utilizacdo do reator estatico os
resultados apresentam um ganho de mais de 5% em remog&o. Acredita-se
que a movimentagdo possa acarretar a ruptura mecanica do micélio,
interferindo no desenvolvimento dos fungos. Vale ressaltar que, o0 ensaio
realizado em bandeja a 30°C obteve uma taxa de remogdo semelhante a
alcangada em microcosmos na temperatura de 40°C, que se mostrou mais
favoravel a degradagéo do que a efetuada a 30 °C, também realizada em
Microcosmos.

Esse resultado nos leva a pensar que o biorreator estatico constitui a melhor
opgdo para a degradagéo dos hidrocarbonetos de petroleo, uma vez que
potencializou a sua biodegradagdo, mesmo os microrganismos trabalhando
em temperatura mais baixa do que a considerada adequada para o processo.
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Figura 6. Remocéao de matéria orgénica a 440 °C para experimentos em
microcosmos, biorreator de eixo rotativo e biorreator estatico.

5. CONCLUSOES

Com base nos resultados podemos concluir que, o processo de
biorremediagéo utilizando fungos filamentosos deve ser levado a cabo em
biorreator estatico, pois foi 0 que mostrou uma melhor eficiéncia de remogao
de matéria orgénica (20%), empregando as condi¢bes inicialmente
selecionadas em escala de laboratério, visando sempre a viabilidade
econdmica da tecnologia empregada.
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