Biodegradag¢ido de Fenol por Candida parapsilopsis em

Reator Continuo (CSTR) Pressurizado

Phenol degradation by Candida parapsilopsis in a
Pressurized Continuous Reactor (CSTR)

Mauricio Rigo
Prof. Dr. Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO)
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEALI)
manriciorigo@yahoo.com.br
Moénica Ronobo Coutinho
Prof®. Dr*. Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO)
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEALI)

David Chacén Alvarez
Prof. Ms. Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO)
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEALI)

José Raniere Mazile Vidal Bezerra
Prof. Dr. Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO)
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEALI)

Ivanise Guilherme Branco
Prof*. Dr*. Universidade Estadual de Maringa (UEM)

Ranulfo Monte Alegre

Prof. Dr. Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas
ranulfo @, fea.unicamp.br

Resumo: Nesse trabalho foi estudada a degradacao de fenol por Candida parapsilopsis
em reator continuo (CSTR) pressurizado. O reator operou por 24 dias consecutivos e
a entrada de afluente no reator apresentou concentracoes de fenol na faixa de 300 a
900 mg/L. Durante 16 dias, o reator funcionou em regime permanente, com a
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eficiéncia de remocao de fenol atingindo 100 % e a produtividade volumétrica média,
nesse petiodo, foi de 10 mg/Lh.

Palavras-chave: fenol, biodegradacio, Candida parapsilopsis, agua residuaria,
tratamento aerobio, reator CSTR.

Abstract: A study of Phenol degradation by Candida parapsilopsis in a pressurized
continuous reactor CSTR is reported. The reactor was on for 24 consecutive days
and its flow inlet had phenol concentration ranging from 300 to 900 mg/L. The
reactor functioned permanently for 16 days, with phenol removal efficiency reaching
100% and average volumetric yield of 10mg/Lh during this period.

Key words: phenol, biodegradation, Candida parapsilopsis, wastewater, aerobic
treatment, CSTR reactor.

1 Introducgao

O fenol e seus compostos sao considerados produtos de dificil tratamento, no
que tange a sua remog¢ao ou degradagao do meio ambiente ou de efluentes
industriais, e as alternativas para recupera¢ao de ambientes contaminados por esses
compostos necessitam do desenvolvimento de tecnologias inovadoras, buscando a
eficiéncia e baixo custo do processo (TORNISIELO, 1996).

Dois processos tradicionais em tratamentos de efluentes industriais siao
adsor¢ao em carvao ativado e air stripping. A adsor¢ao em carvao ativado é um
processo de separagao liquido-sélido, cujas aplicagdes envolvem controle de esgoto e
odor, além da remocdo de compostos organicos especificos tais como
organoclorados e aromaticos (URANO et al, 1991). Embora, o carvio ativado
apresente boa capacidade de adsor¢ao de aromaticos halogenados, a frequente
necessidade de reativacio do carvao torna esse processo economicamente
inconveniente. “Air stripping” é um processo de separacao liquido-gas, eficiente para
remog¢ao de compostos organicos halogenados volateis. Entretanto, o maior
problema com o uso destes dois processos é que ambos envolvem somente a
transferéncia de poluente de uma fase para outra (CLARK et al., 1988). Dentre as
alternativas técnicas mais eficientes propostas para degradagao de compostos
organicos de efluentes, a biodegradacio ¢ a técnica mais usada.

Um dos principais problemas estudados na ecologia contemporianea ¢ a
degradacio, biotransformagao e assimila¢ao de xenobiéticos. Fenol e seus derivados
sao tipicos representantes desses grupos. Muitos estudos com varios microrganismos
ja foram feitos, tais como Pseudomonos sp, Alcaligenes sp, Streptomyces sp, Bacillus
steorothermophilus, Rhodopsendomonas polistris, Candida tropicalis, Phanerochaete chrysosporinm,
os quais revelaram seus potenciais de degradacao de fenol na faixa de concentragao
de 0,3 a 0,5 g/L (GODJEVARGOVA et al,, 2000). Entretanto, nesses estudos a
degradacio de hidrocarbonetos aromaticos ocorreu através da agao de culturas puras
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ou mistas em ambiente asséptico, com temperatura, pH e concentragao de oxigénio
dissolvido controlados, além de meio nutriente suplementado com sais e vitaminas, o
que ¢ inviavel economicamente quanto a ampliagao de escala. Daf a necessidade de se
estudar como biodegradar fendis em aguas residuarias usando um sistema de
tratamento que opere sob condicdes nao assépticas, com presenca de
microrganismos adaptados ao ambiente de tratamento.

O emprego de hidrocarbonetos aromaticos produzidos pela induistria quimica
tem ocasionado inevitavelmente sua liberagao para o ambiente. Tal problema tem se
intensificado ultimamente mesmo que considerada a interven¢do governamental.
Neste escopo, muitos trabalhos estio sendo desenvolvidos objetivando apresentar
possiveis solugoes para a reducao da presenca de poluentes no ambiente.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a capacidade da levedura
Candida ~ parapsilopsis degradar fenol em meio sintético num reator continuo
pressurizado por longo periodo de tempo.

2 Materiais e métodos

2.1 Composigao da agua residuaria sintética

Na tabela 1, é apresentada a composi¢ao da agua residudria sintética usada no
ensaio com reator continuo (RIGO 2005).

Tabela 1 — Composicao da dgna residudria sintética empregada no ensaio continno

Componente Concentragio (mg/L)
Glicose 84
Uréia 80
Caseina hidrolisada 2,8
Na,HPO, 6,4
K,HPO, 5
(NH,),HPO, 2,5
MgSO, .7 H,0 2,5
MnSO, . 7 H,O 0,14
FeSO, . 6 H,O 0,60
CaCl, .2 H,0 3,8

Fenol variavel
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2.2 Ind6culo

O meio de cultura sintético utilizado para a pré-fermentagao do ensaio
continuo de biodegradacao de fenol foi preparado segundo procedimento descrito
por Yang e Humphrey, 1975. A fonte de carbono deste meio de cultura foi fenol, o
qual foi acrescentado ao meio antes de seu uso até atingir a concentra¢ao de 50 mg/L
para a pré-fermentagio nimero 1 e de 250 mg/L na pré-fermentagao numero 2. O
microrganismo empregado foi Candida parapsilgpsis obtida em trabalho anterior
(RIGO e ALEGRE, 2004). Ambas as pré-fermentacdes foram executadas em
Erlenmeyer de 250 mL com aproximadamente 100 mL de meio de cultura, a 30°C
com agitagao de 150 rotagdes por minuto. O meio de cultura proveniente da pré-
fermentagao numero 2 foi adicionado no reator até aproximadamente 30 % de seu
volume util.

2.3 Produtividade volumétrica e eficiéncia de remogao de fenol

Assumindo como hipdtese que o reator operou com vazao constante, as
equagdes 1 e 2 foram empregadas para calculo de produtividade volumétrica de
remocao de fenol (P), e de eficiéncia de remocao de fenol (R) foram:

P= (Eq. 1)
R= (Eq. 2)

Em que:

P = produtividade volumétrica de remocao de fenol (mg/Lh);
R = eficiéncia de remogao de fenol (%);

F = vazio (ml./min);

V = volume de liquido do reator (mL);

Sa = concentracio de fenol no afluente (mg/L);

Se = concentragao de fenol no efluente (mg/L).

As equagoes empregadas para calculo de produtividade volumétrica especifica
de remogao de DQO (demanda quimica de oxigénio) e de eficiéncia de remogao de
DQO foram analogas as apresentadas acima, alterando-se as concentrag¢oes de fenol
no afluente e efluente pelas suas respectivas concentragoes de DQO.

2.4 Analises

2.4.1 Fenol

O meio de cultura liquido foi centrifugado para separar as células e, entdo, foi
feita a determinacao de fenol segundo procedimento de YANG e HUMPHREY,
1975.



RIGO, M. et al 157

A curva padrio foi feita com solucao de fenol em 4dgua destilada com
concentracoes variando de 0 a 600 mg/L. Para amostras que continham mais de 600
mg/L de fenol, foram feitas diluicGes para atingir a faixa de concentracio de fenol
varrida pela curva padrio.

2.4.2 Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Para determinacio de DQO na agua residuaria sintética e nos efluentes dos
reatores, foi empregado o método colorimétrico, o qual se baseia na reagdo da
amostra com uma quantidade conhecida de dicromato de potassio em presenca de
acido sulfarico, por duas horas a 150°C em bloco digestor. A matéria organica da
amostra ¢ oxidada e o dicromato que inicialmente tem cor amarela e reage gerando
fons Cr"™ de cor verde. O sulfato de prata em meio 4cido é o catalisador (APHA,
1976).

A reacdo envolvida no processo segue abaixo:
Cr,0,? + 14H" +6elétrons — 2¢t” 4+ 7THO

A DQO foi determinada pela absorbancia da amostra a 620nm ap6s digestao,
sendo expressa em mgDQO/L.

2.4.3 Massa celular seca

As amostras de efluentes coletadas dos ensaios continuos foram filtradas em
membrana Millipore (0,22pm) previamente pesadas, as quais foram levadas a estufa a
vacuo por 24h, a 70°C, pesadas e, por diferenca de peso, foi calculada a massa celular
seca de cada amostra.

O filtrado obtido, dessa operacdo, foi congelado para posteriormente ser
empregado para determinagao de fenol e DQO.

2.5 Montagem e instalagdo do reator de mistura (CSTR) pressurizado

Na figura 1, é apresentado o esquema geral de instalagio do reator de mistura
pressurizado a uma faixa de 0,6 2 0,9 kgf/cm” (manométrica). O reator foi formado
por uma coluna de acrilico com diametro de 12 cm, altura de 16 cm e volume total
de 1,6 L. A agitacao do meio liquido foi realizada através de um agitador magnético.
A base do reator dispunha de entradas individuais para a agua residudria sintética e ar.
A oxigenacao da fase liquida do reator foi promovida pela vazao de ar fornecida por
um compressor e aplicada através de uma pedra porosa na base do reator. Antes de
entrar no reator, a vazdo de ar era medida num rotametro e permaneceu durante o
ensaio na faixa de 0,3 a2 0,6 L./min.

No topo do reator, foram postas uma tampa de acrilico com um mandmetro,
uma valvula de alivio de pressao regulada para manter a pressio manométrica no
interior do reator entre 0,6 e 0,9 kgf/cm” e dois fios de prata de 3mm de didmetro
ajustada a uma altura de liquido de 12cm e responsavel pelo acionamento da valvula
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solendide que permitia a saida do efluente do reator e mantinha o volume util do
reator constante em 1500 mL.

A agua residudria sintética utilizada no ensaio foi acondicionada em béquer de
5 L e mantida em banho refrigerado a 5°C, enquanto era bombeada para o interior
do reator pela sua base por uma bomba positiva que funcionava intermitentemente,
pois estava ligada a um temporizador, para promover a vazao de afluente desejada. A
cada dois dias, a agua residuaria sintética do béquer de 5 LL era renovada.

Figura 1 — Instalacao do reator de mistura pressurizado utilizado no ensaio

3 Resultados e discussao

Os resultados de produtividade volumétrica e eficiéncia de remocio de fenol
sao apresentados nas figuras 2 e 3. O reator foi alimentado com agua residuaria
sintética contendo fenol na faixa de concentracio de 300 a 900 mg/L e operou por
24 dias consecutivos, sendo coletadas amostras diarias de 100 mL para determinagao
da concentragao de fenol, DQO e massa celular seca .
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Figura 2 — Reator de mistura pressurizado entre 0,6 ¢ 0,9 kgf | e’
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Figura 3 — Reator de mistura pressurizado entre 0,6 ¢ 0,9 kgf | cn’
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Considerando-se os primeiros 18 dias de operagao do reator, a concentragao de
fenol no afluente foi de aproximadamente 350 mg/L e a eficiéncia de remogao de
fenol foi de 100 % até o 20° dia de operagdo. Entre o primeiro dia de opera¢io do
reator e o 12° dia o tempo de detencao hidraulica permaneceu na faixa de 25230 h e
a produtividade volumétrica de remog¢ao de fenol manteve-se na faixa de 8 a 10
mg/Lh. A partit do 12° dia, o tempo de deten¢io hidriulica do meio no reator
comegou a declinar até atingir a faixa de 9 a 10 h entre o 17° dia de operacio e o 22°
dia. Entre os dias de operagao 17 e 19, a produtividade volumétrica de remogao de
fenol foi de 30 mg/Lh.

A partir do 19° dia de operacao do reator, a concentragao de fenol no afluente
foi aumentada até estabilizar em aproximadamente 800 mg/L. no 21° dia de
operagao. Com isso, a eficiéncia de remogao de fenol declinou até atingir o valor de
50 % no 23° dia. A produtividade volumétrica de remoc¢io de fenol no 21° dia
atingiu seu valor maximo de 70mg/Lh, mas nao se manteve nos dias seguintes neste
patamar. Portanto, o sistema bioldgico ndo entrou em estado estacionario depois da
elevagao na concentragdao de fenol do afluente e também nao foi capaz de degradar
com alta eficiéncia a carga organica de fenol que entrou no reator. O que ocorreu,
nesse caso, foi um choque no sistema biolégico ocasionado pela abrupta elevagao da
concentragao de fenol do afluente, contribuindo para a diminui¢ao da atividade das
células de levedura responsaveis pela degradagao de fenol. A massa celular seca dos
ultimos cinco dias de operagao do reator permaneceu dentro da faixa de 250 a
406mg/L, mas através da analise microscépica vetificou-se que a concentracio de
bactérias aumentou e, em contrapartida, a concentragao de levedura filamentosa
diminuiu.

Durante todo periodo de operagiao do reator, a eficiéncia de remogao de DQO
ficou entre 70 e 90% e a curva de produtividade volumétrica de remogao de DQO
em fungao do tempo de operagio teve comportamento analogo a curva de
produtividade volumétrica de remogao de fenol, mas com valores aproximadamente
adicionados de 10 unidades.

Anselmo e Novais (1992) investigaram o uso de Fusarium flocciferum, em
fermentagoes continuas, para biodegradacao de fenol. Os experimentos continuos
foram feitos assepticamente em reatores de 1 L de volume util, a 25 °C, pH
controlado na faixa de 4,0 a 4,5, agitagao de 300 rotagGes por minuto e saturagao de
oxigeénio maior que 60 %. O meio de alimentagdo do reator continha concentragao
inicial de fenol de 500 mg/L, e a taxa de dilui¢io vatiou de 0,02 até 0,13 h', porém
obtiveram remocio total de fenol até a taxa de diluicio de 0,08 h”'. Os melhores
resultados que os autores obtiveram foram eficiéncia e produtividade volumétrica de
remocao de fenol de 100 % e 40 mg/Lh, respectivamente, na vazao volumétrica de
1,3 mL/min. O lixiviamento das células do reator ocotreu na taxa de diluicao de 0,11
h''. Assim, os autores verificaram a capacidade do fungo em degradar fenol na forma
livre, e inferiram que para o emprego em escala industrial, o sistema foi estavel até a
vazao volumétrica de 1,3 ml./min, possibilitando a determinacio de patametros
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relevantes do reator, apesar dos fungos filamentosos nao serem facilmente adaptados
em culturas submersas continuas, devido sua caracteristica morfologica de
crescimento, cuja reten¢ao de biomassa no reator ocasiona instabilidade no estado
estacionario e o meio ter comportamento nao-Newtoniano, entre outros problemas.
Mas por outro lado, esse fungo tem grande importancia na area da biotecnologia
devida sua capacidade de degradar compostos toxicos.

Nesse trabalho, as melhores respostas obtidas para o bindémio, eficiéncia e
produtividade volumétrica de remocio de fenol, foram de 100 % e 10 mg/Lh,
respectivamente, que sio valores inferiores aos reportados por ANSELMO e
NOVAIS (1992), entretanto, no presente trabalho nio se empregou condi¢oes
assépticas na operacao do reator, simulando desta forma condi¢des mais realistas no
que tange o emprego pratico do sistema proposto para biodegradagao de fenol.

4 Conclusodes

A carga organica removida do reator foi medida em termos da produtividade
volumétrica de remocio de fenol, a qual vatiou entre 5 ¢ 70 mg/Lh e a eficiéncia de
remogao de fenol foi de 100 % até o 20° dia de operagaio.

O desenvolvimento do reator continuo, com a levedura selecionada para
degradacao de fenol, mostrou-se satisfatorio, uma vez que foi possivel obter a
estabilidade operacional do reator por 18 dias consecutivos com eficiéncia de
remocao de fenol de 100 %.

O reator pressurizado entre 0.6 e 0,9 kgf/cm® apresentou valores médios do
binémio produtividade volumétrica de remogao de fenol e eficiéncia de remogao de
fenol de 100% e 10 mg/Lh nos 16 primeiros dias, o que demonstrou a estabilidade
operacional por mais de duas semanas.
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