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O objetivo deste trabalho foi estabelecer parametros para a degradacéo
bioldgica de varias amostras de chorume obtidas de um aterro sanitario da regiao
metropolitana de Campinas, determinar os tipos de microrganismos mais
comumente encontrados nestas amostras e estudar o metabolismo dos mesmos.
Inicialmente 323 linhagens foram isoladas utilizando-se 0 meio de cultura R2A.
Estas linhagens foram testadas quanto a sua resisténcia frente a compostos
toxicos e crescimento sobre lignina. Foram realizados 8 experimentos mudando-se
as caracteristicas de cultivo e alguns parémetros foram observados, tais como
degradacéo de fenol, degradagéo de compostos toxicos presentes no chorume,
reducao da demanda quimica de oxigénio (DQQ) e diminui¢éo da cor. Do total de
linhagens analisadas, 4 linhagens flungicas mostraram-se mais adequadas para
conseguir degradar os compostos altamente poluentes presentes no chorume. As
linhagens 74, 100, 108 e 184 foram testadas e a linhagem 184 destacou-se como
sendo a melhor em quase todos os testes. Uma linhagem bacteriana (254)
também atingiu bons resultados em alguns testes e merece outros estudos. O
maximo de redugéo da DQO foi conseguido pela linhagem 184 nos experimentos
IV (51,8%) e V (50,4%). As melhores taxas de degradacao do fenol também foram
atingidos pela linhagem 184 nos mesmos experimentos (729% e 63,7%
respectivamente). A linhagem 100 também apresentou bons resultados e reduziu
a DQO em 36,8% no experimento lll e 38,6% no experimento IV. Quanto a
degradagéo do fenol, a mesma linhagem conseguiu taxas de degradacgéo de 50,1
% no experimento IV. O chorume ndo autoclavado serviu melhor aos
experimentos, bem como a adicdo de glicose e extrato de leveduras como

nutrientes de crescimento.

Palavras-chave: chorume, destoxificacdo, residuo urbano, enzimas ligninoliticas.

XXV



e e e eroms

Ll £ EE & = i
(IR SR R S LS R L S O M

The purpose of this work was to stablish parameters for the biological
degradation of several leachate samples from a Campinas region’'s municipal
sanitary landfill, to determine the kind of microorganisms commonly found on these
samples and to study their metabolism. Initally 323 strains were isolated using R2A
medium. These strains were tested to toxical compounds resistance and ability to
growth on lignin. Degradation of total leachate compounds, phenol degradation,
DQO reduction and colour reduction were analysed in eight different culture
conditions. Four (4) fungal strains were more prepared to degrade the highly
toxical leachate compounds. Strains 74, 100, 108 and 184 were tested and the
strain 184 appeared to be the best in almost all the conditions. One bacterial strain
(254) also showed good results in some tests and deserves a detailed study. The
maximum of DQO reduction was reached by the 184 strain in the experiments IV
(51,8%) and V (50,4%). The best rates of phenol degradation were also reached
by the strain 184 in the same experiments (72,9% and 63,7% respectivelly). Strain
100 also presented good results and reduced the DQO around 36,8% in
experiment lll and 38,6% in experiment IV. The same strain degradaded about
50,1% of phenol in the experiment IV. Non sterilized leachate added with glucose
and yeast extract was better metabolized compared to non-added and sterilized
leachate.

Key words: leachate, detoxification, municipal solid waste (MSW), ligninolytic enzymes.
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Introducéo

O aumento descontrolado da densidade populacional nos grandes centros
urbanos favorece a produgcdo de grande quantidade de lixo e dejetos que sao
habitualmente despejados em lixdes rudimentares ou em aterros sanitérios mais
elaborados. Varios s&o os produtos que compdem o lixo urbano e, como
conseqléncia, muitos problemas podem surgir dependendo da forma como esses

materiais organicos ou inorganicos séo devolvidos a natureza.

Pode-se definir um aterro sanitario como sendo a reintrodu¢do ao meio
natural, e isso nas melhores condigdes possiveis, dos residuos solidos que nao
foram objeto de outros tratamentos de valorizacdo ou de eliminagdo (CASTILHOS
Jr.,, 1991). As regras de disposicao nos aterros sanitarios, escolha do local,
condicdes de operacdo e natureza dos residuos admissiveis tém se tormado cada
vez mais rigidas na tentativa de minimizar os efeitos negativos destes aterros sobre a
natureza, uma vez que varios compostos quimicamente téxicos sdo gerados durante
a estabilizacdo do conteudo total de carbono presente nos lixdes e aterros sanitrios.

Hoje é grande a preocupacédo em tomo do lixo urbano, ndo sé pelo aumento
crescente de sua producao, mas também pela sua complexidade estrutural. Nele séo
encontradas desde substancias inertes até substéncias altamente toxicas, que
podem ser carreadas pela agua das chuvas, gerando uma grande quantidade de
chorume, ou seja, um liquido lixiviado colorido e rico em substancias téxicas que
podem contaminar os lengois de aguas subterraneas trazendo sérios riscos a saude
humana, bem como contaminar rios ou corregos, invadindo a cadeia alimentar do
homem (REITZEL et al., 1992).

A degradagao dos residuos urbanos quando dispostos nos aterros sanitarios
ou nos lixdes € muito lenta devido a complexidade dos substratos encontrados e a
variacao das condigbes atmosféricas (ROSS, 1990). As caracteristicas do chorume
variam de acordo com a idade do aterro sanitario, assim o chorume da fase acidica
(chorume jovem) é caracterizado por altos niveis de poluentes organicos,
principalmente acidos graxos volateis. Esse ambiente acidico também gera grandes
quantidades de metais pesados (DIAMADOPOQULOS, 1994). Na fase metanogénica
do periodo de decomposicdo anaerdbia, bactérias formadoras de gas metano

degradam os acidos graxos volateis diminuindo a for¢a organica do chorume
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produzindo grandes quantidades de biogds. O carbono orgénico que sobra apos esta
biodegradacao encontra-se na forma de substancias com alto peso molecular, como
por exemplo a lignina, celulose e derivados de lignocelulose que s&o menos

suscetiveis a degradacdo bioldgica microbiana, resultando entdo num chorume
‘velho”.

Vérios s&o os tipos de tratamento destinados a diminuir a toxicidade dos
residuos e do liquido percolado, sendo os mais utilizados a recirculagdo do chorume
(DIAMADOPOULOS, 1994), métodos eletroquimicos (CHIANG et al., 1995), e
meétodos biodegradativos (WALL & ZEISS, 1995, KUPFERLE et al., 1995
MANOHARAN et al., 1992; ZINEBI et al., 1994 e NEDWELL & REYNOLDS, 1996).

Uma vez conhecido o problema do chorume, os objetivos principais a serem
esclarecidos com este trabalho foram:

» Caracterizagdo bioquimica temporal do chorume, ou seja, a monitoracdo e
doseamento dos compostos presentes no chorume em duas estagdes climaticas
distintas (veréo e inverno), para verificagéo do efeito da constituicdo do chorume
sobre a biodegradabilidade;

» Selecdo de fungos, bactérias e leveduras naturalmente presentes no chorume e
locais por ele contaminados e estudo do possivel envolvimento destes

microrganismos na biodegradacao dos compostos toxicos presentes no chorume;

» Utilizacdo de microrganismos ligninoliticos reconhecidos como degradadores de
poluentes ja isolados no Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana da
Unicamp;

» Estudo do sistema ligninolitico destes microrganismos quando crescidos em
meios de cultura contendo compostos do chorume, sob condicdo aerdbia e
microaerofilica; e,

» Estudo da descolorizagao e biodegradagao do chorume.
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2.1. HISTORICO

Do ponto de vista histérico, os problemas relacionados aos residuos soélidos
surgiram no dia em que os homens passaram a viver em grupo, fixando-se em
determinados locais e abandonando os habitos de andar de lugar em lugar a procura
de alimentos ou pastoreando rebanhos. Os residuos produzidos neste periodo eram,
sobretudo, excrementos e biomassa morta. Os materiais utilizados nas diversas
atividades eram substancialmente de origem natural e 0 ambiente nao tinha maiores
dificuldades em reabsorvé-los. Além disso, uma vez que a populagdo e as
concentragdes das substancias eram pequenas, ndo existiam problemas especificos
com cargas pontuais excessivas, como por exemplo, nas grandes metropoles
modernas. A partir dai, processos para eiiminagéo dos residuos soélidos passaram a
ser motivo de preocupacao, embora as solugdes visassem unicamente transferir os
residuos produzidos para locais afastados das aglomeragdes humanas primitivas
(PRODAM, 2000).

GANDOLLA et al. (1997) afirmam que o crescente desenvolvimento de
tecnologias para o tratamento de residuos, como aterros sanitarios, incineradores e
outros, sdo um exemplo evidente das afirmagdes anteriores.

Atualmente, com o aumento exagerado da densidade demografica mundial, a
problematica dos residuos sdlidos transformou-se, juntamente com a falta de agua
potavel, a geragdo de alimentos e a destruicdo da camada de ozbnio, nos maiores
desafios do homem contemporaneo.

Oito em cada dez seres humanos vivem nas cidades. Se a proporgéo assusta,
mais espantoso ainda € constatar que, neste novo milénio, todos os caminhos
levardo a um planeta mais urbano. Atualmente 80% da populagao brasileira tem
agua encanada, mas o residuo urbano ainda € um problema. Muitos municipios nem
sequer contam com aterros sanitarios. “Nos proximos anos precisaremos concentrar

esforgos para combater o problema do lixo” (GANDOLLA et al. 1997).

Os problemas criados por uma estrutura urbana tipica de cidades de paises
em desenvolvimento s&o inumeros. O poder publico se vé afligido por falta de
recursos humanos e financeiros para atender as demandas dos centros urbanos,
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quanto aos equipamentos de infra-estrutura, comunicagdo, energia elétrica,
abastecimento de agua, rede de esgoto, servico de limpeza publica, tratamento do
lixo, entre outros. Segundo OGATA (1983), o papel dos residuos sdlidos, no
amontoado de problemas de metropoles de paises em desenvolvimento no passa
de um mero detalhe, sendo relegado a segundo plano, o que Ihe confere um
tratamento nao adequado, quando observado, de um modo geral, sob o ponto de
vista econémico: “Eliminar a maior quantidade possivel de detritos sélidos ao mais
baixo custo”. Deste modo, pouco valor se d& ao prisma estético e sanitario, de
grande importancia para a qualidade de vida da populacao urbana.

Sabe-se que no Brasil, a cada 24 horas sao produzidas 240.000 toneladas de
residuos sdlidos — sujeira que seria suficiente para lotar 1.160 avides Boeing 747. O
volume de residuos sélidos domésticos duplicou nos Gltimos quinze anos em virtude
do aumento do poder aquisitivo e do perfil de consumo dos brasileiros. Hoje,
compram-se muito mais produtos industrializados que na década passada, incluindo
alimentos e bebidas. Sao toneladas de embalagens do tipo longa vida, montanhas de
copos de iogurte, de garrafas de plastico e fraldas descartaveis entre outros. O
problema é que, enquanto a populagio brasileira adquire habitos de Primeiro Mundo
€ consome produtos de melhor qualidade, o tratamento de lixo continua sendo de
pais pobre. Hoje, 95% de tudo o que é jogado fora ndo recebe nenhum tipo de
tratamento e vai parar em lixdes, onde ira alimentar ratos e urubus, poluird o solo e
as aguas subterraneas (REVISTA VEJA, 1997). Do nascimento & morte um individuo
brasileiro ira gerar 25 toneladas de lixo. Dessa forma curiosa, o lixo tomou-se um
indicador de desenvolvimento da nacdo, ou seja, quanto mais pujante for a
economia, mais sujeira o Brasil ird produzir (Figura 1).

Os residuos urbanos acumulados de maneira continua no meio natural ndo
sdo inativos. Esta mistura de grande variedade quimica, sob a acao de agentes
naturais como as chuvas e os microrganismos, sofre evolucdes muito complexas. De
fato, a degradag&o dos componentes orgénicos e inorganicos dos residuos urbanos
€ um fendmeno constituido essencialmente pela superposicdo de mecanismos
fisicos, quimicos e microbiolégicos (CASTILHOS Jr, 1991).
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(Fonte: REVISTA VEJA, 1999)

Figura 1: Expectativa de geracéo de lixo por um individuo brasileiro ao longo de sua vida.

Para a minimizacdo desses problemas faz-se necessario conhecer os varios
agentes causadores e utilizar-se do saneamento basico e outros métodos corretivos,
ou ainda melhor, utlizar-se de metodologias de disposicdo final de residuos
preventivas no que diz respeito ao impacto ambiental e ao impacto social, uma vez
qgue, quando o lixo é descartado de forma inconsequente, pode trazer sérios riscos a
saude humana.

2.2. CONCEITOS

Segundo ODUM (1988), impactos ambientais sao modificagbes sofridas pelo
ambiente em tal profundidade que desenvolvam forgas que impegam seu retorno as

condicdes de equilibrio.

A resolugdo do CONAMA n°01/86 define impacto ambiental como qualquer
alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do meio ambiente, causada
por qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas que,
direta ou indiretamente, afetam a saude, a seguranca e o bem-estar da populacéo;
as atividades sociais e econdmicas,; a biota; as condi¢des estéticas e sanitarias do
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meio ambiente e a qualidade dos recursos ambientais. O relatério da HIGESA
(Conder/Higesa 2000) conceitua impacto ambiental como qualquer alteragao das
condicbes ambientais existentes ou criagdo de um novo conjunto de condigdes
ambientais, adversas ou benéficas, causada ou induzida por uma acgao ou ainda, de
um conjunto de acbes sob consideragdo (empreendimentos, politicas, programas,

projetos de lei, entre outros).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde — OMS, saneamento € o controle
de todos os fatores do meio fisico onde o homem habita, que exercem ou podem
exercer efeitos prejudiciais ao seu bem estar fisico, mental ou social (MANSUR &
MONTEIRO, 2000).

2.3. GERENCIAMENTO DA COLETA DE RESIDUOS SOLIDOS NO BRASIL

No Brasil, o gerenciamento eficaz do residuo urbano & um dos mais
importantes desafios a serem enfrentados para se evitar estes impactos ambientais.
S6 para se ter uma idéia, a pesquisa nacional do IBGE indica que 23,4% dos
municipios da Regido Norte ndo contam com nenhum sistema de coleta de lixo. Além
disso, em 1990, a coleta de lixo atingia 78,4% de todo o pais e em 1995, ao invés de
avancar, o sistema apresentou uma queda de 9,2%, caindo para 69,2%. O que mais
preocupa os ambientalistas e especialistas da area é que nesta década tem sido
evidente a tendéncia de crescimento da geragao de residuos sdélidos, ndo apenas em
termos absolutos (toneladas/dia), mas também em termos relativos (kg/hab/dia)
(CEMPRE/IPT, 1995).

Como maneira de evitar problemas decorrentes do mau gerenciamento da
limpeza publica no Brasil, na Figura 2 séo propostas agdes corretivas e preventivas.

As acbes do topo da piramide devem prevalecer sobre as outras, sendo que
as acbes da base servem como forma de se evitar o aumento da geragdo de
residuos sodlidos e dos problemas decorrentes do mau gerenciamento destes

residuos.
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Reutilizar

[ Reciclar ]

Reducéo do volume
(aproveitamento de energia)

Reducéoc de Volume (sem aproveitamento de
energia)

Destinacéo Final

(Fonte: PRODAM, 2000)

Figura 2: Gerenciamento correto e sustentavel dos residuos soélidos.

2.4. COLETA DE RESIDUOS SOLIDOS NO BRASIL, ESTRATEGIAS DE
DESENVOLVIMENTO E A LIMPEZA URBANA, NA IMPRENSA BRASILEIRA, NOS
ULTIMOS ANOS

Enquanto cidades como Belo Horizonte, Curitiba e Porto Alegre iniciaram ha
cerca de dez anos programas bem sucedidos de coleta seletiva de lixo e reciclagem,
S&do Paulo ainda despacha tudo o que produz para dois aterros com os dias
contados. No aterro de Bandeirantes, a sucata gerada pela cidade de Sao Paulo
levard 500 anos para se decompor e custara aos cofres publicos R$60,00 por
tonelada. Se cair nas maos clandestinas de catadores, rendera R$ 1.000,00/ton e
voltaré reciclada a prateleira dos supermercados em 45 dias. Com o dinheiro que
poderia ser aproveitado do lixo gerado diariamente na cidade (R$ 1,3 milh&o) daria
para se construir 30 escolas num periodo de um més (REVISTA EPOCA, 2001).

Um dado alamante € o numero de menores que trabalham nos lixdes. De
acordo com a UNICEF (Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia), no Brasil, 50 mil
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criangas e adolescentes tiram o seu sustento e o de suas familias do lixo. Dessas,
30% nao estudam e recebem de um a seis reais por dia, vendendo o lixo coletado
(UNISANTA, 1999).

O habito, ou a necessidade, de sobreviver da catacdo de lixo & um fato
presente na regiao do aterro que gerou o chorume deste trabalho. Além de
economicamente providencial — ha quem diga que se ganhe até R$ 1 mil mensais
com o lixo, a dependéncia em relacdo ao aterro j& é enraizada no préprio cotidiano
da comunidade local. E junto ao mau cheiro e & matéria em decomposi¢do do aterro
que os jovens do bairro fazem a catagdo e também passam o tempo livre,
empinando pipas ou consumindo drogas. Neste ambiente, os catadores tém dezenas
de barracas permanentemente montadas junto ao lixo. Nestas instalacdes, feitas de
lona e arestas de madeira, pais, maes e filhos, muitas vezes pequenos, fazem a
selecdo do material coletado (CORREIO POPULAR, 2000). Por outro lado, no lixao
de Sao Vicente, pessoas disputam espaco com cdes e urubus. A concorréncia é
grande, e aumenta ainda mais com a descarga do hipermercado Carrefour. De 3
surge grande quantidade de alimentos aproveitaveis, pois ndo estdo com o prazo de
validade vencido, mas apresentam defeitos na embalagem, por exemplo. O ruim é
que o lix@o recebe cerca de 200 ton/dia de detritos domésticos misturados aos
residuos sépticos de farmacias e hospitais da cidade (UNISANTA, 1999), podendo
trazer sérios riscos a salide dos que trabalham na area contaminada.

Em Campinas, na area de um aterro encerrado (Parque Santa Barbara), no
inicio de 2001 estava havendo deposicdo ndo autorizada de detritos provenientes
das obras de prolongamento da Rodovia dos Bandeirantes (SP-348), o que poderia
Causar supressao de lencdis de aguas subterrdneas. Apds o encerramento das
atividades deste aterro, toda a disposicéo final do lixo coletado em Campinas passou
a ser feita no Delta 1 que se encontra na regido sudoeste. A partir de entdo, o local
passou a ser alvo de diversas denuncias de irregularidades, entre elas a de despejo
clandestino de lixo industrial, sendo que o aterro era destinado, inicialmente apenas
a deposicéo de detritos urbanos. Hoje a situagdo do Delta 1 ndo é nada confortavel e
a prefeitura esta tendo que procurar um local para construcdo de outro aterro,
conforme parecer da CETESB (CORREIO POPULAR, 2001).
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No Rio de Janeiro, a Secretaria de Saneamento e Recursos Hidricos estima
que, diariamente, 400 toneladas de matéria organica sdo depositadas na area que
vai de S&o Gongalo a cidade do Rio. Outras 64 toneladas de lixo industrial seguem o
mesmo caminho, além de 300 quilos de metais pesados e 6 toneladas de lixo
doméstico “in natura”. Nao ha nenhum programa coordenado para controlar essas
emissoes de poluentes. Por conta disso, todos os dias sao despejados 800 metros
cubicos de chorume diretamente na Baia de Guanabara (EPOCA, 2000).

Outro problema que surge da ma destinacdo do lixo € o acumulo de metais
pesados provenientes de lampadas fluorescentes e de baterias de telefones
celulares. Falando recentemente na Firjan — Federagc@o das Industrias do Rio de
Janeiro, um engenheiro ambientalista advertiu para o risco que apresentam estas
lampadas fluorescentes, talvez o produto mais consumido no Brasil de hoje, o pais
de poucas luzes. Ele diz: "Sera que as prefeituras tém conhecimento de que, se
forem lancadas em aterros sanitarios, o0 mercurio nelas contido nao se decompoe,
contamina o solo €, mais tarde, os cursos d’agua, chegando a cadeia alimentar?”.
Pergunte-se a um usuario comum se ele sabe os riscos que corre tentando atarraxar
uma lampada dessas num bocal (EPOCA, 2001). Outra pergunta que se faz
constantemente €: “O que fazer com os milhdes de baterias velhas de telefone
celular?”. O Ministério do Meio Ambiente calcula que 11 toneladas de baterias sédo
depositadas por ano em lixdes — o ideal seria a reciclagem destes residuos. Sabe-se
que os metais pesados nao sdo degradados pelos microrganismos e se acumulam
no ambiente. Com o passar do tempo, as baterias descartadas deixam vazar um
liquido que pode contaminar rios e lengois fredticos. Existe lei especifica para o
destino correto destes residuos, mas o que se vé € que continua o descaso da
populacdo. Empresas como a Motorola recolhem as baterias de seus clientes
(EPOCA, 1999). Atualmente estas baterias estdo sendo enviadas a Franga para

reciclagem.

Os incineradores também merecem atenc&o especial. As fumacas oriundas de
incineradores antigos e mal operados também representam um impacto ambiental
importante. No caso do incinerador Vergueiro, uma enorme chaminé expele
diariamente e sem qualquer filtragem a fumaga da queima de 170 toneladas de lixo
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hospitalar da cidade de Sao Paulo. “Um dos seus subprodutos sdo as dioxinas’,
afirma Anthony Wong, do Centro de Assisténcia Toxicolégica do Hospital das
Clinicas de S&o Paulo. Os efeitos das dioxinas sdo muito perigosos, podendo causar
cancer nos rins, figado, puimdes e seios, endometriose (tecido igual ao do Utero
aparece em outros 0rgaos), cloracne (erupgdes semelhantes & acne surgem pelo
corpo) e a produgé@o de insulina é alterada, podendo causar Diabetes (EPOCA,
1999). Em fevereiro de 1998, por uma falha da Prefeitura de S&o Paulo, mais de 400
toneladas de lixo hospitalar deixaram de ser recolhidas e incineradas. O risco de
proliferagédo de doencas aumentou consideravelmente, pois o material ficou exposto
ao ar livre. O Hospital das Clinicas, o maior complexo hospitalar da América Latina,
chegou a ficar com quase 30 toneladas de material contaminado em sua lixeira. Esse
assunto gerou uma discuss&o em torno do incinerador, que gera poluicdo, mas que
nao pode parar, pois os transtornos seriam enormes (ISTO E, 1998)

Até na Antartida o problema do lixo tem preocupado as autoridades.
Representantes de 24 paises se reuniram em janeiro de 1999, no local, para discutir
Os problemas ambientais do continente, e futuras politicas de preservacao. De
acordo com o texto, as principais ameacas sdo: o lixo gerado em excesso, a pesca
predatdria e o buraco da camada de ozénio que aumenta o risco da calota polar se
derreter. O Brasil ndo pdde participar deste encontro, mesmo tendo sido convidado,
devido a contencéo de despesas do govemo (ISTO E, 1999).

Enquanto se discute a melhor destinacdo dos residuos domésticos o govemo
brasileiro gasta milhdes de ddlares em projetos mal acabados ou com problemas
técnicos. Nove anos atras, o sopro ecolégico da Rio 92 fez nascer a maior usina de
tratamento de lixo do mundo. Situada no Caju e orcada em 23 mihdes de ddlares,
teria capacidade para receber 25% do lixo da cidade do Rio de Janeiro, o que totaliza
8.300 toneladas por dia. Mal fora inaugurada, a Usina do Caju (Figura 3) fechou
devido a problemas técnicos. Resultado: as lixeiras cariocas continuam sendo
despejadas diretamente nos aterros de Gramacho, em Duque de Caxias e Bangu.
N&o é sé. Financiado pelo Banco Interamericano de Desenvolvimento (BID) e pelo
fundo japonés The Overseas Economic Cooperation Fund, desde 1997 o Programa
de Despoluicdo da Baia de Guanabara (PDBG) destinou 4 milhdes de reais para

12
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erguer usinas de tratamento de lixo em Niter6i, Sdo Gongalo e Mageé. A previséo era
de comecarem a funcionar em margo de 1999, mas até agora, nada: estéo
abandonadas. O total de 1.400 toneladas de detritos dos trés municipios jamais
passou por uma esteira de tratamento (VEJA, 2001).

(Fonte: REVISTA VEJA, 2001)
Figura 3: Usina desativada de Caju. 23 milhdes de délares mal aplicados.

Mesmo com toda esta situagdo, 0s governantes parecem néo se incomodar
com a situagdo do aterro de Gramacho. A poluicdo causada pelo aterro esta na mira
do Ministério PUblico Federal. Segundo um documento intemo da Queiroz Galvao -
administradora do aterro, a capacidade de recebimento de lixo estd esgotada.
Segundo a empresa Geoprojetos, que realiza uma auditoria no local, existe o risco
de um acidente geotécnico (por exemplo, um deslizamento), com graves
consequéncias ambientais (Figuras 4 e 5). O aterro de Gramacho esta localizado
sobre um solo pouco resistente — caracteristico das regidbes de manguezal. O
despejo de lixo na area, de 1200 metros quadrados, comegou em 1977. Desde
entdo, Gramacho ja recebeu 37 6 milnGes de toneladas. “O peso do lixo ja afundou o
solo em 27 metros. A superficie naquela area ndo tem como sustentar o peso brutal
existente. O terreno esta no limite”, avalia Luiz Mario Queiroz Lima, especialista em
engenharia hidraulica e saneamento (VEJA, 2001).

Mas boas noticias também estdo surgindo. O Brasil estd comegando a
resolver um de seus mais sérios problemas de saude publica: o tratamento do lixo
retirado dos hospitais, como seringas e outros produtos contaminados.

13
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Figura 5: Vista panoramica do aterro de Gramacho.

Os sanitaristas estimam que 80% dos residuos hospitalares sdo hoje

despejados em aterros ou lixdes a céu aberto, sem nenhum tratamento especial,
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algo que n&o deveria ser feito nem com dejetos comuns. No entanto, em 1998
chegou ao pais uma nova tecnologia, considerada na época a mais eficaz para
resolver o problema. A unidade estd em funcionamento e tem capacidade de tratar
até 90 toneladas de lixo hospitalar por dia. Trata-se de um tipo de forno microondas
gigante que esquenta e destrdi a estrutura molecular dos microrganismos sem
queimar o lixo nem produzir fumaca. Na verdade, este tipo de tecnologia acaba com
0 potencial patogénico do lixo, mas ndo resolve o problema de sua destinacao final
(VEJA, 1998).

Curitiba novamente deu exemplo quando estendeu o programa de coleta
seletiva e reciclagem de lixo implantado na capital para metade dos municipios do
estado. Mais de 150 cidades receberam os equipamentos necessarios para a
reciclagem e tiveram seus lixdes substituidos por aterros sanitarios, num
investimento de 23 milhGes de reais. Com essa iniciativa atingiu-se a marca de 3.000
toneladas de lixo reciclado por dia, levando o Parana, sozinho, a reciclar mais lixo
que o resto do pais junto (VEJA, 1999).

Em Belford Roxo, uma das cidades mais pobres da Baixada Fluminense, o
projeto Vida Limpa recicla o lixo e o entulho que os moradores recolhem das ruas,
numa iniciativa da prefeitura. Os moradores fazem as trocas e recebem alimentos de
acordo com uma tabela idealizada pelos organizadores do projeto. Em janeiro de
2000, o projeto ja havia beneficiado 3 mil pessoas de baixa renda e recolhido mais
de 250 toneladas de entulho, e 0 que € melhor, ndo ocorreram mais enchentes
decorrentes de entulhos jogados no cérrego que passa pela cidade (ISTO E, 2000).

Em Brasilia, jogar papel no chéo deixou de ser apenas falta de educacéo. O
corriqueiro ato de sujar ruas e calgadas passou a ser ilegalidade punida com multas
em dinheiro, assim como ocorre em S&o Paulo. A punicdo atinge motoristas e
pedestres e ja estd mudando os velhos habitos dos moradores da cidade. Alguns
shoppings que distribuiram panfletos, bem como organizadores de um show tiveram
que pagar multas de R$ 900,00 a R$ 3.000,00 reais pela poluicdo visual causada
(ISTO E, 1996).
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2.5. RESIDUOS SOLIDOS : ASPECTOS AMBIENTAIS E DE SAUDE PUBLICA

Normaimente, os residuos sdlidos s@o definidos segundo sua origem e
classificados de acordo com o seu risco em relagédo ao homem e ao meio ambiente e
o impacto ambiental causado por estes vai depender da sua composi¢ao. Dentre os
materiais que formam o lixo, estdo presentes a madeira, papel e papelao, tecidos,
couro e borracha, folhas, mato e restos de arvores, metais (latas, aluminio), louca,
ceramica e pedras, restos organicos de comida, vidros, e pos (terra, areia, pequenos
graos, etc).

Na Tabela 1 vé-se a distribuicdo destes tipos de residuos sdélidos na formagao
do lixo doméstico, nas principais cidades brasileiras e do mundo.

Tabela 1 : Composicao fisica percentual dos residuos urbanos de vérias localidades.

Localidade Vidro Metal Plastico Papel Outros

Séo Paulo 1 32 12,1 14,4 69,2
Rio de Janeiro 2,0 3,0 13,0 27,0 550
Salvador 4.0 4.0 11,0 19,0 62.0
Fortaleza 33 7.3 82 2286 58,6
Belo Horizonte 2,1 3,2 1,9 16,9 76,0
Nova York 9,0 13,0 10,0 35,0 26,0
Londres 8,0 8,0 2,0 00 38,0
Roma 4,0 3,0 40 18,0 71,0
Singapura 1,0 3,0 8,0 43,0 37,0
Brasil 3,0 4,0 3,0 250 65,0
Estados 82 87 6,5 41,0 35,6
Unidos

Holanda 14,5 6.7 6,0 22.5 50,3
Alemanha 10,4 3,8 5,8 18,8 61,2

(Fonte: INSTITUTO DE PESQUISAS TECNOLOGICAS, 1995)

Segundo LIMA (1991), os residuos solidos produzidos diariamente, quando

dispostos de forma inadequada, podem trazer conseqiéncias graves para o
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ambiente e a saude da populag&o. Provocam a poluigéo do solo, da dgua superficial
e subterranea e do ar, através de processos naturais, como a biodigestdo e a
combustao espontanea dos residuos.

O lixo domestico possui caracteristicas que irdo determinar a sua capacidade
de degradagcao biologica e quimica (MANSUR & MONTEIRO, 2000). Estas
caracteristicas podem ser divididas em:

» Fisicas: composicdo gravimétrica, peso especifico, teor de umidade,
compressividade e geragao per capita;

» Quimicas: poder calorifico, potencial de hidrogénio, teor de cinzas, matéria
organica, carbono, nitrogénio, potassio, calcio, fosforo, residuo mineral
total, residuos minerais sollveis, gorduras, relacdo C/N e outros. E muito
importante conhecer estes parametros quando o lixo vai ser destinado a
algum tipo de tratamento disponivel; e,

» Biolégicas: Estudo da populagcdo microbiana e dos agentes patogénicos
presentes no lixo urbano.

Com base nas caracteristicas citadas acima, os residuos urbanos poderdo
sofrer deteriorac@o biologica e quimica, na area dos aterros, num tempo que podera
variar de poucos dias, no caso de residuos organicos, até varios anos e décadas,
como o plastico. Na Tabela 2 estdo citados os tempos meédios de degradacgao
biologica de cada tipo de residuo.

2.6. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DECORRENTES DA DISPOSICAO DOS
RESIDUOS DOMESTICOS

CARVALHO (1980) afirma que o lixo pode se transformar em uma perigosa
pega da estrutura epidemiolégica de um aglomerado humano. NAIM, citado por
MACHADO & PRATA (1999) propde um esquema das vias de contato lixo-homem,
que, resumidamente explica as trajetdrias pelas quais pode ocorrer a transmissao de
doencas oriundas da disposigao inadequada dos residuos solidos urbanos.

Em fungdo da diversidade de vias, e, especiaimente, a agcdo de vetores
biolégicos e mecanicos, o raio de influéncia e os agravos sobre a saude mostram-se

de dificil identificacao.
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Tabela 2: Tempo médio de estabilizacdo dos varios tipos de residuos encontrados nos aterros

sanitarios.

Tipo de residuo

Tempo de Degradac¢ao

Jornais
Embalagens de papel
Cascas de frutas
Guardanapos
Pontas de cigarro
Fésforos
Chicletes

Nylon

Latas de aluminio
Pilhas

Copos plasticos

Garrafas: vidro/plastico

2 a6 semanas
1a4 meses
3 meses
3 meses
2 anos
2 anos
5 anos
30 a 40 anos
100 a 500 anos
100 a 500 anos
200 a 450 anos

Tempo indeterminado

(Fonte: http:/mwww.geocities.com/Yosemite/Gorge/7224/lixo.html)

LIMA (1991) destacando as muitas possibilidades de comprometimento do

meio ambiente que colocam em risco a vida do homem modemo, apresenta a figura

B, ilustrando a relacao lixo-ambiente-satide.

Via direta HOMEM
LIXO
Aur, solo, agua
1 Virus, bactérias Fontes
Via indireta Moscas, mosquitos primarias
Baratas
Roedores
uinos, caes, gatos, ave
Fonte: LIMA, 1991

Figura 6: Diagrama das vias de acesso de agentes patogénicos para o homem através do lixo

disposto inadequadamente.
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Ainda, segundo LIMA (1991), o lixo exerce uma forte atragdo sobre
algumas espécies que o utilizam como nicho ecoldgico, por oferecer disponibilidade
simultanea de agua, alimento e abrigo. Observa-se a predominancia de vetores
transmissores de doengas entre os seres que habitam o lixo, como ratos, baratas.
suinos, etc. Outro aspecto importante é a presenga de microrganismos patogénicos e
parasitas no lixo. Na Tabela 3 é apresentado o tempo de sobrevivéncia de alguns
destes organismos no lixo.

Tabela 3: Tempo estimado de sobrevivéncia de microvetores no lixo.

Organismo Tempo (Dias)
Salmonella tiphy 20-70
Entamoeba histolytica 8-12
Ascaris lumbricoides 2000 - 2500

Leptospira interrogans 15-43

Poliovirus 20-170

Micobacterium tuberculosis 150 -180
Larvas de vermes 25-40

(Fonte: Suberkropp & Klug citados por LIMA, 1991)

WESTLAKE et al. (1995) isolaram 37 bactérias celuloliticas obtidas de um
aterro sanitario. Destas, nove linhagens foram diferenciadas por suas caracteristicas
morfologicas. As bactérias isoladas apresentaram crescimento 6timo numa faixa de
pH préximo ou superior a 7, e sob temperatura termofilica (proxima de 50°C). Os
géneros encontrados foram Eubacternium e Clostridium.

Na cidade de Recife, SILVA et al. (2000), realizaram uma pesquisa de
levantamento da contaminac¢ao de aguas residuarias do aterro de Muribeca, durante
0 ano de 1998. Em 14 pontos de amostragem de aguas residuarias foram
determinados, em trés periodos diferentes, coliformes totais e termotolerantes por
testes de tubos mdltiplos e numero de bactérias aerobias heterotréficas meséfilas.
Quarenta e dois por cento das amostras (42%) apresentaram-se inodoras e limpidas
enquanto todas as outras apresentavam-se putridas. Foi detectado em 66% das

amostras analisadas a mesma variagdo no numero mais provavel de coliformes
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totais e fecais por 100 mL da amostra (NMP), atingindo valores de 10* a 10" UFC.
Apenas em 34% das amostras, a ordem de grandeza dos coliformes fecais foi 10
vezes menor que dos coliformes totais. Sob condigado climatica ensolarada durante o
periodo de coleta, as amostras apresentaram alto indice de contaminagio, com
relacao aos coliformes encontrados.

Ainda como consequéncia do armazenamento inadequado dos residuos
solidos nos aterros, surgem os problemas de incidéncia de céncer em pessoas
moradoras das redondezas desses locais. GOLDBERG et al., (1999) destacaram os
rscos de se desenvolver cancer quando se passa a maior parte do tempo perto de
locais contaminados por chorume. Neste trabalho foi determinado o quanto pode ser
prejudicial ao homem conviver com o chorume. Em Montreal, Canada, foi provado
que a incidéncia de cancer foi menor em pessoas que moravam em locais mais
remotos do aterro da cidade. Nas areas mais proximas, houve pequena incidéncia de
nsco de cancer de figado, pancreas e prostata. Também houve casos de risco de
linfoma de Hodgkins. Os riscos estavam associados aos compostos presentes no
chorume, e foram estatisticamente estudados.

2.7. TIPOS DE TRATAMENTO DE RESIDUOS SOLIDOS
2.7.1. Incineragao

Segundo a ABNT, a incineragdo de residuos sélidos & o processo de oxidacao
a altas temperaturas, que destréi, reduzindo o volume, ou recuperando materiais ou
substancias neles presentes (Figura 7). Alguns fatores importantes no custo da
incineracao s&o a forma fisica do residuo, a concentragdo de compostos organicos
(pentaclorofendis, dioxinas), o calor de combustdo, a umidade, a concentracdo de
compostos halogenados, sulfatados e fosforados, e a presenca de metais. Também
a viabilidade do processo € influenciada pela infraestrutura para transporte e
instalacao, tais como disponibilidade de espaco para instalagéo, fonte de energia e
agua necessarios para o processo e consumo humano. (McCORMICK & DUKE,
1989).
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O método de incineragdo apresenta algumas vantagens em relagao aos outros
métodos de disposicao final dos residuos, uma vez que diminui consideravelmente a
quantidade de lixo (as cinzas resultantes do processo representam 25% no maximo
do peso total). O calor obtido através da queima mantém-se e nao ha gastos de
energia para a manutengdo da queima. A simples introdugéo de lixo no incinerador
alimenta a combustdo. Neste processo a temperatura chega a atingir 850°C em
média, 0 que é muito importante para a inativacéo de patégenos, tais como bactérias
e virus. Seus custos operacionais s&o altos em relagdo aos aterros sanitarios, e 0s
gases gerados apds a combustdo podem conter furanos e dioxinas, que sao
altamente indesejaveis, por se tratar de compostos carcinogénicos e teratogénicos
(PRODAM, 2000).

(Fonte: PRODAM/SP)

Figura 7: Incinerador Vergueiro (A) inaugurado em 1968, em operacao até hoje; e, B) Incinerador do
Arac4, na regido de Sumaré, zona oeste de Sao Paulo, inaugurado em 1913 e desativado em 1940.

PINTO (1979) citado por FERRUCIO (1997) relata como vantagens da
incineracdo a necessidade de uma area menor do que O aterro ou usina de
compostagem, permite a recuperagdo de calor e metais e nao e afetada por
condicées meteoroldgicas, que sdo a maior causa da formacao do chorume nos

aterros sanitarios.
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2.7.2. Triagem e compostagem

Este tipo de metodologia consiste na segregacéo dos diversos componentes
do lixo. Os residuos orgénicos, compostos por restos de podas de arvores, alimentos
e folhas, sdo separados dos residuos inertes ou de dificil biodegradacdo. Estes
residuos organicos seguem o proposto no fluxograma apresentado na Figura 8:

Residuos Gerados em um
Municipio

| Triagem ]

e |

Residuos
Economicamente Residuos Organicos
Viaveis - !
A S
Tnturagéo
Reciclagem 5

Montagem da Pilha

Com posto Cru

Composto Curado

)
]
|
)
)

(Fonte: DIAS & VAZ, 1998)

Figura 8: Esquema de operaco realizada para a compostagem de residuos domésticos.

O monitoramento da compostagem consiste na verificacdo constante da
temperatura. Nos primeiros 35 dias, as leiras de compostagem atingem de 50°C a
65°C, periodo chamado de fase de oxidacdo ou termofilica. Apds este periodo, na
fase de maturacdo, ocorre uma estabilizagdo e conseqliente abaixamento da
temperatura, para faixas de 30 a 45°C. Qualquer desajuste nestas temperaturas
pode ser letal para o processo. Enquanto isso, a umidade € um dos parametros

basicos da vida, e deve ser rigidamente controlada, uma vez que o processo de
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compostagem & realizado por bactérias, fungos e actinomicetos, em sua grande
maioria, muito dependentes de umidade e aeracgéo adequados. O reviramento das
leiras permite @ entrada de oxigénio em camadas mais profundas de composto, &
desfaz a condigdo anaerobia, responsavel pelo desprendimento de odores
desagradaveis (DIAS & VAZ, 1998).

2.7.3. Aterros sanitarios, controlados e lixdes

Os aterros s&o métodos de disposicao final de lixo bastante empregados. A
técnica consiste na utilizacdo de principios de engenharia para se espalhar e
compactar o lixo no menor volume possivel, recobrindo-0 com material inerte, terra.
Mesmo as instalagcbes de reciclagem, incineragdo e compostagem precisam de um
jocal onde sejam descartados, de forma apropriada, as sobras e refugos
provenientes do processamento do lixo (PRODAM, 2000).

Os maiores problemas para a boa implantagdo de aterros s&o: a) a
possibilidade de se poluir o solo e cursos d’agua superficiais ou subterraneos; b) a
necessidade de superviséo constante de modo a garantir a manutencgéo das minimas
condicbes ambientais e de salubridade; c) a geracao de gases a partir da
decomposigcdo do lixo aterrado; d) a necessidade de termrenos disponiveis para a
instalagdo do aterro proximos aos locais de produgéo de lixo, ja que O custo de
transporte € muito elevado na limpeza urbana em virtude do baixo peso especifico do
lixo; e, e) a resisténcia dos moradores nas cercanias do aterro que, muitas vezes, por
ndo serem ouvidos e devidamente esclarecidos quanto ao problema, acabam por

criar impasses desgastantes para a Administracdo Municipal (PRODAM, 2000).

O processo de elaboragado e operagdo de um aterro sanitario € bastante

conhecido, e pode ser visualizado na Figura 9.

Existem algumas poucas, mas importantes diferengas entre o que vem a ser
um aterro sanitario, um aterro controlado e um lixdo. Aterro sanitario € um processo
utilizado para a disposicéo de residuos solidos no solo, particularmente, lixo

domiciliar que fundamentado em “critérios de engenharia e normas operacionais
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especificas, permite o confinamento seguro em termos de controle de poluicdo
ambiental e protec&o a salde publica” (PRODAM, 2000).

(Fonte: PRODAM, 2000)

Figura 9: Implantacéo de um aterro sanitario. A) Identificagdo do lencol fredtico e nascentes da
regido, B e C) Drenagem das nascentes, D) Terraplanagem para desmatamento e regularizagéo da
area, E e F) Camada de regularizacéo e instalacdo da manta, G) Drenos para coleta do liquido
percolado (chorume); e, H) Acumulagdo do chorume para tratamento.
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O lixdo caracteriza-se pela disposicgo inadequada de residuos sdlidos, por
simples descarga sobre o solo, sem medidas de protecdo ao ambiente. Recebe
também o nome de descarga & céu aberto. Ja os aterros controlados preocupam-se
com a minimizag&o dos impactos ambientais. Utiliza-se dos mesmos principios de
engenharia dos aterros sanitarios, mas nao dispoe de impermeabilizagio de base e
nem drenos para o chorume, o0 que acarreta contaminacdes de aguas subterraneas,
do ar e das aguas superficiais, controlando somente os vetores.

2.8 GERACAO DE CHORUME

O lixo representa um sério problema ambiental e pode provocar efeitos
negativos devido a aspectos fisicos (no caso das enchentes, onde se acumula em
canais de drenagem da agua, causando inundagdes), aspectos quimicos (a queima
do lixo em plantas de incineracdo pode levar & formacg&o de gases poluentes e
compostos quimicos nocivos a saude); e agentes bioldgicos (pois quando o lixo é
mal acondicionado pode atrair ratos e outros animais transmissores de doengas).

Segundo FERREIRA (1999), a definicdo de chorume é a seguinte: Chorume.
S. m. 1. Banha, gordura, pingue: “e os olhos, os olhos como grandes pingos de
chorume amarelo sobrenadando, sobressaindo, trementes como uma geléia”. (Jodo
Guimaraes Rosa / Corpo de Baile / I, p.531). 2. Fig. Abundancia, opuléncia. Uma
definic@o bastante romantica, tendo em vista todos os riscos decorrentes do contato
do homem com o chorume. Do ponto de vista ambiental, o chorume pode ser
definido como a fase liquida da massa de lixo aterrada que lixivia através desta,
removendo materiais dissolvidos ou suspensos (Figura 10). Na maioria dos aterros
sanitarios, o chorume é composto basicamente pelo liquido que entra na massa
aterrada de lixo, advindo de fontes extemas, tais como sistemas de drenagem
superficial, chuva, lencol freatico, nascentes e aqueles resultantes da decomposigao
do lixo (HAMADA, 1998).

Devido a presenca de diferentes tipos de materiais, o chorume vai se
apresentar de formas variadas entre diversos lixdes e aterros, conservando assim
sua caracteristica peculiar de ser uma matriz totalmente diferenciada em cada lugar
que se forma.
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Fonte: CASTILHOS Jr, 1991

Figura 10: Esquema da formacao do chorume em aterros sanitarios.

O chorume é gerado por liquidos contidos nos residuos urbanos assim que
sdo introduzidos no aterro e € aumentado pela agua das chuvas, ou ainda, pela neve
em derretimento, nos paises de inverno rigoroso e antes que seja feita a cobertura
final da massa de residuos. O chorume, como substancia quimica, carrega 0s
componentes do residuo sdlido enquanto o lixivia. Dessa forma, nao existe um
chorume ‘“tipico”, e suas caracteristicas serdo as mesmas do tipo de residuo
armazenado (KOERNER & SOONG, 2000).

Atualmente, um dos maiores problemas associados ao lixo € o tratamento
deste liquido lixiviado, ou chorume, produzido nos aterros. Na cidade de Sao Paulo,
considerando os processos ja conhecidos, a Prefeitura Municipal implantou e
experimentou quase todas as técnicas disponiveis para o tratamento do chorume:
lagoas de estabilizacdo, aeradores de lagoa, construiu uma usina piloto para
tratamento pelo método bioldgico, testou a osmose reversa, porém a legislacao
ambiental acaba inviabilizando os sistemas devido a relagdo custo / beneficio. No

momento os aterros possuem lagoas de estabilizagdo que procuram dar um pré-
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tratamento aerdbio, mas como a estabilizagdo demanda tempo e a vazdo é continua,
Isso requer areas de lagoas que nos aterros acabam sendo escassas. A opgao é o
transporte de chorume para as estagdes de tratamento de esgoto da SABESP que o
dilui no esgoto que esta recebendo tratamento (PRODAM, 2000).

Segundo PACHECO E MATOS (2000), DENT & KNIGHT (1998), e MARINHO
(1998), os cemitérios também podem ser fonte geradora de chorume, causador de
impactos ambientais. A localizacdo e operagdo inadequadas de necrdpoles em
meios urbanos podem provocar a contaminacdo de mananciais hidricos por
microrganismos que proliferam no processo de decomposi¢céo dos corpos. Estudos
de investigacdo dos cemitérios Vila Nova Cachoeirinha e Vila Formosa, em Sao
Paulo, mostraram que o aquifero livre encontra-se contaminado por microrganismos.
Em alguns locais, o nivel freatico encontra-se préoximo da superficie (= 0,50m),
fazendo com que alguns corpos fiqguem imersos nas aguas subterraneas, propiciando
a saponificagao dos mesmos.

A polémica em torno da possivel contaminacédo que os cemitérios causam ao
ambiente fez com que a Promotoria de Defesa do Meio Ambiente voltasse a fiscalizar
os cemitérios de Curitiba e regido metropolitana. A intencao é avaliar se eles se
enquadram nas exigéncias de preservagcdo ambiental que prevé a instalacdo de
pogos de monitoramento de aguas, além de drenagem e de coleta do lixo. A questao
€ tdo grave que ha cerca de um ano a Promotoria ja havia notificado varios
cemitérios localizados proximos das margens de rios que se encontravam com
tumulos mal conservados e até abertos expondo cadaveres e com vazamento de
chorume para o lencol freatico. Segundo o cientista americano Payal Sampat, do
World-Watch Institute, 97% da agua doce do mundo esta aftmazenada em aquiferos
freaticos. A taxa de recarga dos aquiferos € muito lenta em comparacéo com a das
aguas superficiais, o tempo médio de reciclagem dos lengdis freaticos é de 1.400
anos, contra apenas 20 dias para as aguas dos rios (FOLHA DO MEIO AMBIENTE,

internet).
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2.9. PROCESSOS TECNOLOGICOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DE AREAS
DEGRADADAS POR RESIDUOS SOLIDOS

2.9.1. Remediagao

LIMA (1991) cita que a remediacdo de um lixdo compreende 0s processos que
visam reduzir, 0 maximo possivel, os impactos negativos causados pela disposicao
inadequada do lixo urbano no solo, considerando-se a decisdo de terminar a

operacao no local.

A técnica de remediagéo a ser empregada em um sitio contaminado depende
fortemente da natureza, concentracdes e estado fisico dos poluentes presentes,
assim como do tipo de solo e aspectos especificos do sitio. Os poluentes podem ser
subdivididos em dois grupos: metais pesados e poluentes organicos, podendo se
apresentar como particulas separadas no liquido, adsorvidos nas particulas do solo,
formando um filme em torno das particulas do solo ou estarem agregadas a
substancias organicas contidas no mesmo. No tocante & remediacdo, os poluentes
podem ser removidos do solo e do sitio de acordo com quatro diferentes principios:
separacao molecular, separacdo de fases, destruicdo quimica e biodegradacéo.
Todas as técnicas fazem uso das diferengas nas propriedades especificas entre
poluentes (ou particulas poluidas). As propriedades dos poluentes nas quais uma
técnica de remediagéo pode ser baseada, incluem: volatilidade, solubilidade em agua
ou solvente orgénico, instabilidade quimica/térmica, biodegradabilidade,
propriedades magnéticas ou elétricas, comportamento absorvente/adsorvente,
propriedades superficiais € tamanho, forma ou densidade das particulas poluentes
(RULKENS et al. 1998).

2.9.1.1. Tecnologias de remediacao

A Environmental Protection Agency — Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente,
(EPA, 1990) criada pelo govemno dos Estados Unidos para monitorar os processos
de poluicdo do meio ambiente, classifica as tecnologias de remediacdo em 6 grandes
grupos, conforme a Tabela 4:
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Tabela 4: Varios tipos de remediag&o utilizados na descontaminagéo de poluentes e de locais
contaminados.

Classificacao dos Descrigao

Processos

Tratamento térmico - incinerador de leito fluidizado
- Incinerador de fluido rotativo
- pirdlise
- desgaseificacdo

- oxidacao catalitica

Extracao - lavagem do solo com agua
- lavagem com produtos quimicos
- extracao de vapor de solo com ar
- extracdo de vapor de solo com vapor d'agua
- dessor¢@o de compostos volateis da agua com ar, “air stripping”
- dessorcao de compostos volateis da agua com vapor d'agua, “steam
stripping”

Processos quimicos - oxidacado
- reducéo
- descloragéo com glicolato
- 0Zzonizagéo

Estabilizacdo/solidificacao - polimerizacéo
- microencapsulamento com termoplasticos
- sorcao
- vitrficacao
Contencao - cobertura superficial
- cobertura sub-superficial
- barreiras verticais
- metodos hidraulicos

Biorremediagéo - aerébio
- anaerobio

(Fonte: EPA - Environmental Protection Agency, 1990)

Com o passar dos anos, as técnicas foram sendo aprimoradas e substituidas
por processos menos agressivos ao ambiente. A biodegradacgao ou biorremediacao é
um processo bastante utilizado atualmente, ecologicamente correto e ainda bastante
inexplorado.

2.9.2. BIORREMEDIAGCAO

Os problemas ambientais s&o decorrentes, principalmente, do grande avanco
tecnologico e do crescimento populacional, sendo a contaminacdo do solo um dos
grandes problemas da sociedade modema. Segundo dados de 1991, no Brasil, 99%

dos residuos solidos sao dispostos no solo, 0,9% sdo compostados e 0,1%
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incinerados, sendo que em muitos municipios a disposicéo é realizada a céu aberto
(IBGE, 2001). Devido a grande problematica existente com a contaminagéo dos
solos (com possivel contaminagdo de dguas subterraneas), foram desenvolvidos
varios métodos de remediacao dos mesmos (como descrito anteriormente na Tabela
4), sendo a biorremediacdo uma reconhecida alternativa para este propdsito.

A mineralizagdo ou completa biodegradagdo de uma molécula orgénica em
agua ou solos contaminados quase sempre resulta de atividade microbiana. Poucos
mecanismos abidticos de importancia na natureza conseguem converter compostos
com algum grau de complexidade como a lignina e poluentes em produtos
inorganicos. Quando convertem o substrato organico em produtos inorganicos, as
populagbes responsaveis fazem uso de alguns dos carbonos do substrato e
transformam-nos em constituintes de organelas celulares. Ao mesmo tempo, energia
é liberada e as populagdes crescem em nimero e biomassa uma vez que assimilam
0 carbono e adquirem energia para a biossintese. Como conseqiiéncia, a
mineralizacdo é tipicamente um processo decorrente do crescimento microbiano
(ALEXANDER, 1981).

A biorremediacdo utiliza um catalisador (enzima) que ¢é fornecida por
microrganismos para realizar a destruicdo de compostos toxicos especificos (Figura
11) Este tratamento pode ocorrer no préprio local — “in situ”, ou pode-se remover a
area contaminada para tratamento em outro local — “ex situ”. Nestes processos as
prinCipais reacbes sao as de oxi-redugdo, pois fornecem energia para os
microrganismos. Os microrganismos apresentam regras especificas para
mineralizacdo de compostos organicos, sua habilidade de degradar compostos
organicos € um reflexo primario de sua versatilidade metabdlica. No entanto, para
ocorrer a biorremediacdo, € necessario adequar as condicoes para acdo dos
microrganismos. Em outras palavras, a biomremediagdo requer compreensao,
otimizac&o e controle biolégico e quimico do sistema (COOKSON, 1995).

Segundo COOKSON (1995), biorremediagdo € a aplicagcdo de um processo
com principio biolégico para o tratamento de &guas subterrdneas, solo e lama
contendo substancias toxicas.
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Figura 11: Principios gerais do metabolismo microbiano em processos de biorremediagdo

A EPA (EPA - 1990) define biorremediacdo como um processo natural de
limpeza de compostos toxicos presentes no ambiente. Microrganismos presentes no
solo ou aguas subterraneas se alimentam de certas substancias toxicas, como as
encontradas nos derramamentos de petréleo e gasolina. Quando os microrganismos
as digerem, estas substancias s&o transformadas em agua e gases inofensivos como
o diéxido de carbono.

BITTAR (2000) explica que biorremediacdo consiste no uso de
microrganismos naturais como bactérias, fungos e leveduras para degradar
substancias muitas vezes perigosas para os seres humanos, transformando-as em
substancias com pouca ou nenhuma toxicidade. Estes microrganismos, da mesma
forma que seres humanos, metabolizam substéncias organicas, das quais obtém
nutrientes e energia. Depois de degradar os contaminantes (combustiveis, chorume,

solventes, petréleo), a populacdo de microrganismos volta aos niveis normais, uma
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vez que se esgota seus substratos para crescimento. Os processos biologicos de
tratamento estdo intrinsecamente relacionados ao metabolismo dos microrganismos
presentes no reator (COOKSON, 1995). Em outras palavras, os biorreatores que
operam sob condicdes de aeracdo selecionam o desenvolvimento de
microrganismos aerdbios, que através da respiracdo aerdbia oxidam as moléculas
orgéanicas. Nos biorreatores anaerobios, por sua vez, sédo selecionados
microrganismos capazes de crescer através do metabolismo fermentativo ou
respiracao anaerobia. Portanto, a oxidacdo dos compostos organicos pode ocorrer
por diferentes vias do metabolismo microbiano, possibilitando o desenvolvimento de
varios aspectos da engenharia dos biorreatores e resultando em variantes dos
processos tradicionais aerobios e anaerobios.

As tecnologias de biorremediacado utilizadas para o chorume resultam em
efeitos benéficos para o ambiente, porém, alguns fatores afetam a
biodegradabilidade do chorume, tais como: a) composigdo do lixo doméstico, b)
idade do aterro, c) tipo de operagao do aterro, d) clima, e) condigdes hidrogeoldgicas,
e) atividades quimicas e biolégicas no aterro, como temperatura, mistura dos
componentes, grau de estabilizagdo, etc (FARQUHAR, 1987). Devido a essas
inconveniéncias, s&o propostos alguns métodos convencionais de tratamento.

Os trés tipos mais conhecidos de tratamento de chorume sdo: a) retirada de
amonia (air stripping), b) lagoas aeradas, c) colunas de carvao ativado; e, d)recircu-
lacao do chorume. A retirada de amdnia do chorume pode se dar por processo fisico,
utilizando calor proveniente da queima do biogas gerado no proprio aterro, e sua
remocao pode ser facilitada pelo ajuste do pH. Este tipo de tratamento € desejado
guando se quer remover grandes quantidades de ambnia, sem a retirada
concomitante de metais pesados e outros nutrientes (ORGANICS, 1997).

As lagoas aeradas s&o simples de operar e removem DBO, DQO e amonia.
Existem dois tipos de bactérias envolvidas no tratamento aerébio do chorume. As
heterotréficas e as autotroficas. As bactérias heterotréficas, além de consumirem os
compostos orgéanicos para produzirem CO» e agua, também realizam uma reacéo
entre o carbono e a aménia, em ambientes com auséncia de oxigénio, produzindo

nitrogénio gasoso, CO, e agua. As espécies autotroficas irdo converter a amoénia em
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nitrito (Nitrosomonas) e nitrito em nitrato (Nitrobacter), combinando-o com o oxigénio.
Geralmente este tipo de tratamento é limitado pelo pouco espaco existente nos
aterros. E, por fim, as colunas com carvao ativado s&o utilizadas primeiramente para
a reducao da DQO, diluindo o chorume, retirando elementos téxicos em pequenas
quantidades. Colunas de carvédo sdo utilizadas também apds o tratamento bioldgico,
para uma limpeza final do chorume antes de devolvé-lo & natureza (ORGANICS,
1997).

Os sistemas biolégicos de tratamento sdo operados sob condicdes aerdbias
ou anaerdbias, dependendo da natureza dos residuos organicos a serem
degradados, da dimens&o dos reatores, além de outros requerimentos especificos.
Além disso, nos processos bioldgicos que ocorrem dentro dos sistemas é possivel
observar mais de um metabolismo microbiano ativo, como pode ser observado nos
Lodos Ativados, pela existéncia da respiragéo aerdbia e nitrificagdo por diferentes
espécies bacterianas (VAZOLLER et al., 1989).

Os sistemas bioldgicos mais comumente utilizados como exemplo dos
processos aerobios s&o conhecidos como Lodos Ativados. No entanto, sua descricao
microbiana € bastante semelhante para outros sistemas, como os filtros bioldgicos,
as lagoas aeradas e os valos de oxidag&o. A caracteristica principal da massa celular
produzida nos Lodos Ativados é a formacéo de aglomerados bacterianos (flocos),
que possibilitam a separagéo das células floculadas do meio liquido no tanque de
aeragdo. Nas estagbes de tratamento, a floculagéo do lodo é conseqiiéncia direta da
operacao do reator, que promove condigdes de estresse nutricional, conduzindo a
menor atividade de parte das células no sistema, ou induzindo o metabolismo
enddégeno celular. A baixa atividade das bactérias favorece a floculacdo no reator,
bem como a auto-oxidagéo das células, o que em certo ponto auxilia na diminuicao
da massa celular (COOKSON, 1995).

Ainda segundo COOKSON (1995), os fungos ndo sdo comuns aos sistemas
de Lodos Ativados, mas quando presentes, pertencem ao grupo dos Deuteromicetos
(fungos imperfeitos). No entanto, podem predominar quando o tratamento de aguas
residuarias de origem industrial, ou do chorume, resultam em valores extremos de
pH no meio, ou limita a disponibilidade de fontes nitrogenadas.
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Os microrganismos mais facimente encontrados em lodos ativados estao

representados na Tabela 5:

Tabela 5: Alguns exemplos de microrganismos presentes nos sistemas de lodos ativados.

Tipos de Microrganismos  Espécies

Bactérias heterétrofas Pseudomonas sp, Zooglea ramigera, Achromobacter sp,
Flavobacterium sp, Bdelfovibrio sp, Mycobacternium sp, Alcaligenes sp,
Arthrobacter sp e Citromonas sp.

Bactérias flamentosas Sphaerotillus natans, Beggiatoa sp, Thiothrix, Leucothrix sp, Microthrix
parvicelfa, Nocardia sp, Nostocoida fimicola, Haliscomenobacter
hydrossis e Flexibacter sp

Bactérias nitrificantes Nitrobacter sp e Nitrosomonas sp.
Fungos Aspergillus sp, Penicillium sp, Fusarium sp e Geotrichum sp.
Protozoarios Amebas, Arcella discéides, Aspidisca costata, Trachelophyllum sp,

Paramecium sp, Didinium sp, Chilodenella sp, Spiromonas sp, Bodo sp,
Euglena sp, Monas sp, Cercobodo sp.

(Fonte: VAZOLLER et al., 1989 e JENKINS et al., 1993).

Ja nos processos anaerobios ou, nos sistemas de biodigestdo anaerdbia, a
degradacdo da matéria orgénica envolve a atuagdo de microrganismos procarioticos
anaerdbios facultativos e obrigatérios, cujas espécies pertencem ao grupo de
bactérias hidroliticas fermentativas, acetogénicas produtoras de hidrogénio e
metanogénicas (Figura 12). A bioconversao da matéria organica poluente com
producdo de metano requer a cooperagdo entre culturas bacterianas. Na atividade
microbiana anaerdbia em biodigestores, como também em habitats naturais com
formacdo de metano (sedimentos aquaticos, sistema gastrintestinal de animais
superiores, pantanos, etc), o que se observa é a ocorréncia da oxidagdo de

compostos complexos, resultando nos precursores do metano, acetato e hidrogénio.
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(Fonte: VAZOLLER et al,, 1989)

Figura 12: Esquema que representa o fluxo de carbono durante a decomposigéo anaerébia da
matéria organica complexa a metano.

2.10. ESTUDOS DE DEGRADAGAO DO CHORUME

ROBINSON & GRANTHAM (1988) operaram um dos primeiros experimentos
‘on site” de tratamento aerdbio de chorume. Uma planta piloto de tratamento de
liquidos percolados foi construida no distrito de Montgomery, Inglaterra. A planta foi
projetada por uma empresa particular — Aspinwall & Co , e colheu dados altamente
positivos tanto no aspecto técnico quanto no econémico, em trés anos de operacgéo.
A estacao de tratamento era centrada em uma lagoa aerada com um longo periodo
de retencdo (maior que 10 dias); e um sistema de controle que podia ser
acompanhado de maneira quase automatica, com atencdo minima do pessoal
técnico da estacdo. Durante os primeiros 30 meses de operagdo continua da
estacdo, incluindo dois verdes e trés invemnos, a demanda bioquimica de oxigénio do
chorume antes do tratamento excedia 10.000 mg/L, e apés o tratamento, raramente,
atingiu um valor maior que 50 mg/L. Quanto a DQO, cerca de 97% de reducéo foi
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conseguida, também com grande reducdo das quantidades de amoénia, manganés,
ferro e zinco.

HWANG et al., (1993), demonstraram a atividade de biodegradacdo em agua
subterranea. As analises revelaram que a agua subterranea obtida de um local
contaminado por chorume proveniente de um aterro sanitario da Geodrgia continha
altas dosagens de tolueno (6,9 mg/L), xileno (2,3 mg/L) e cloreto de metila, além de
outros como o naftaleno (150 ug/L), formaldeido (41 mg/L), benzeno (15 mg/L) e
cloroformio (40 mg/L). Amostras desta agua subterrénea foram transferidas para
garrafas de vidro previamente lavadas tomando-se o cuidado de encher as garrafas
por completo, para evitar ou minimizar a degaseificacdo de volateis. Antes de se
completar o volume, foi adicionado p-cresol marcado com C'*. Durante o periodo de
incubac&o, o numero de bactérias presentes na amostra foi monitorado e verificou-se
que este permanecia constante. O "CO, formado foi coletado e a radioatividade foi
medida com um contador de cintilografia ou espectrofotometro de cintilagéo liquida.
A degradag&o microbiana de p-cresol nas amostras controle e em amostras de agua

atingiu 0,1 e 0,01 ug/L h™', respectivamente.

DIAMADOPOULOS (1994) investigou a caracterizagdo e o tratamento de
chorume de aterro sanitario estabilizado por recirculagdo. O chorume obtido de
residuos sdlidos dispostos recentemente no aterro foi tratado pela recirculagéo
através de areas com deposigao de residuos antigos. O efluente estabilizado formou
uma lagoa no ponto mais baixo do aterro. Este chorume foi caracterizado, obtendo-
se DQO de 1141 mg/L, valor médio de DBOs de 85 mg/L e razdo DBOs:N:P de
100/312/0,3. A razao DBO/DQO atingiu valor abaixo de 0,1, o que excluiu a
possibilidade de tratamento bioldgico. Alguns métodos fisico-quimicos foram
empregados no tratamento do chorume recirculado, tais como coagulag&o, adsorcao
em carvao ativado e “air stripping” de amodnia. Apds a coagulagdo com aluminio,
atingiu-se o maximo de reducéo de DQO (35%) com dosagem de aluminio de 15
mmol/L. Nas provas de adsor¢géo com carvao ativado a DQO diminuia a medida que
se aumentava a concentragdo do carvao ativado. E, por fim, nos experimentos com
“air stripping” de aménia, 95% de remocdo de ambdnia foi atingida, ainda que o alto
nivel de remogé&o tenha exigido 24 horas de experimentacao.
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O uso de condicionamento de chorume e recirculagdo “in situ” é um processo
muito utilizado e tem transformado os aterros sanitarios convencionais em sistemas
de biorreatores controlaveis. Estes sistemas sdo operados para promover o
sinergismo do consércio microbiano existente naturalmente no chorume e controlado
para acelerar as fases seqlenciais de estabilizacdo dos residuos. As principais
transformacGes em biorreatores de chorume sdo similares aquelas que ocorrem em
outros processos anaerobios, mas sdo mais evidentes por causa de suas zonas
reacionais mais controladas e contato maior, particularmente quando ha recirculagao
do chorume (POHLAND & KIM, 1999).

Uma vez que os aterros sanitarios ocupam, freqiientemente, uma area de 10 a
25 hectares, estes apresentam grande capacidade de armazenamento de liquidos, o
que favorece o sistema de recirculagéo. Desta forma, espera-se que os engenheiros
responsaveis por aterros sanitarios nos varios paises do mundo, utilizem-se da
recirculagdo do chorume pelo menos quando sua geracdo estiver alta em
decomréncia de época de chuvas e demetimento de neve (KOERNER & SOONG,
2000).

LEE et al. (1986), POHLAND & HARPER (1987), OTIENO (1994) e
REINHART & TOWSEND (1998), citados por JONES-LEE & LEE (2000) discutem
que o chorume recirculado tem sido utilizado por muitos anos como um meio de
disposicdo final do chorume nos aterros municipais e também na tentativa de
melhorar a “fermentac&o” da frag&o organica nos residuos sélidos municipais. Estes
pesquisadores recomendam que a recirculagdo do chorume seja uma pratica diaria,
visando aumentar as taxas de estabilizagdo do chorume, diminuindo sua carga
organica e os riscos para a saude humana.

Cientistas britanicos do meio-ambiente estdo experimentando um novo
meétodo de destoxificac&o do chorume através de biorreatores com imobilizacdo de
bactérias que convertem a amoénia ao nitrogénio gasoso. WHEATLEY et al. (2000)
estdo trabalhando com trés géneros de bactérias, Nitrobacter, Nitrosomonas e
Pseudomonas. O primeiro género oxida a amonia até nitrito; o segundo oxida nitrito
a nitrato e o ultimo converte o nitrato a nitrogénio gasoso. O processo todo é

anaerdbio. O primeiro grande obstaculo é fornecer os nutrientes necessarios ao bom

37



Revis&o Bibliogréfica

desenvolvimento das bactérias. Uma vez encontradas as concentragdes otimas de
nutrientes, foram construidos 4 reatores em sequéncia, com 5 m> cada, no aterro
sanitario de Nuneaton, Reino Unido.

No Aterro Sanitéario de S&o Giacomo, em Caxias do Sul/RS, os liquidos
percolados sédo tratados utilizando-se um filtro biolégico anaerdbio associado a
técnica de recirculagéo de liquidos para o interior das células de aterramento. A
adocdo desse procedimento tem o objetivo de reduzir a concentragdo de mateéria
organica degradavel por meio de atividade biolégica desenvolvida no interior da
célula de aterramento. Paralelamente, a recirculacdo dos liquidos destina-se ao
favorecimento da manutencdo de condi¢bes ambientais (pH, umidade e nutrientes)
adequadas ao desenvolvimento das espécies anaerdbias presentes no interior das
celulas (PESSIN et al., 1998). A recirculacdo do chorume favorece os processos
fisicos, quimicos e fisico-quimicos associados a neutralizacdo, adsorcéo e
precipitacdo das espécies inorganicas presentes nos liquidos. Embora de dificil
execucdo e requerendo cuidados especiais para sua realizagdo, a recirculagao
apresenta-se de forma benéfica ao sistema, uma vez que auxilia na redugéo de
carga organica do percolado, e consequentemente, viabiliza a etapa posterior de
tratamento (fisico-quimico) dos liquidos percolados.

BIDONE et al. (1998) estudaram, em escala laboratorial, o tratamento de
lixiviado de aterro sanitario antigo, utilizando filtros bioldgicos ou percoladores
precedidos de pré-filiros. O meio suporte dos pré-filtros foi constituido de brita
granitica, anéis PALL 1” e cacos de tijolos macigos com granulometria semelhante a
da brita granitica. Nos filtros percoladores utilizou-se areia regular, carvao ativado,
argila nodulizada, brita granitica e aparas de couro curtido “wet blue” . As taxas de
aplicacéo de lixiviado foram de 28,5 cm/dia para os pré-filtros e 16 cm/dia para os
filtros percoladores. O sistema foi operado com esgoto bruto durante os 45 dias
iniciais da experimentacéo, objetivando-se a formacéo prévia do biofime ativo; apds
este periodo, o sistema recebeu lixiviado proveniente do Aterro Sanitario Zona Norte,
de Porto Alegre/RS, por mais 120 dias. Os resultados obtidos mostraram que os pré-
filtros tiveram pequena interferéncia no processo; ja, os filtros percoladores

mostraram altas eficiéncias na remogéo da carga organica e nitrogénio amoniacal,
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com significativos niveis de nitrificagéo, notadamente nos filtros de carvao ativado e
aparas de couro curtido “wet blue”’, o que recomenda estas ultimas como excelente
alternativa de baixo custo para meio suporte de filtros.

A principio, todos os residuos, quer sejam de origem animal ou vegetal, s&o
bioestabilizados anaerobiamente. No caso dos residuos de origem vegetal, somente
os componentes contendo lignocelulose n&o podem ser estabilizados
anaerobiamente, ou sdo estabilizados microbiologicamente com muita dificuldade
(BAADER,1991). LEITE et al. (1998) fizeram uma pesquisa apresentando modelos
de bioestabilizacdo anaerdbia da fragdo organica dos residuos solidos urbanos e da
fracdo organica dos residuos sélidos urbanos inoculada com lodo de esgoto
sanitario. Os modelos foram estabelecidos tomando-se como referéncia a DQO, pH,
acidos graxos volateis (no chorume) e percentual e volume de CH4 (no biogas). A
frag@o putrescivel dos residuos sdlidos urbanos apresentou tempo de estabilizagdo
anaerobia superior a 600 dias. Como o parametro de composigéo fisico-quimica do
percolado foi padronizado, atribui-se ao indculo a redugdo no tempo de
bioestabilizagao da matéria organica, favorecida possivelmente por uma relagao mais
equilibrada de nutrientes e por um ecossistema mais favoravel ao desenvolvimento
das atividades metanogénicas.

KUPFERLE et al. (1995) desenvolveram um sistema de pré-tratamento
anaerobio para chorume contaminado por residuos perigosos. O sistema foi
projetado para minimizar muitos dos problemas associados com o tratamento
aerdbio convencional ou de outros tipos de residuos contendo compostos perigosos
diluidos. Neste estudo utilizou-se um estagio que consistia de um leito de carvao
ativado granular com biomassa anaerdbia imobilizada. Dois sistemas em escala
laboratorial, com vazao de 87 L/dia, foram operados por 332 dias; um tratando o
efluente primério e outro tratando o efluente primario misturado com 5% de chorume
e 14 compostos organicos perigosos. Neste ultimo sistema, cinco dos seis
compostos aromaticos adicionados foram removidos, atingindo taxa de remogao de
95%, e o sexto (fenol) apresentou queda de 85%. A remocao de compostos alifaticos
clorados atingiu 52% para cloreto de metila e 95% para tricloroetileno. A remogao de
ftalatos atingiu aproximadamente 60% e cetonas, 24%. A demanda quimica de
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oxigénio caiu cerca de 40 a 50% em todo o ano do experimento. Em todo o trabalho
nao houve preocupacdo em se determinar os microrganismos presentes no sistema.

A digestao anaerobia de chorume juntamente com lodo digerido de tanques
septicos foi estudada por LIN et al. (1999) em reator de mistura completa. Este lodo
foi misturados ao chorume, nas propor¢des de 1:0, 1:1, 2:1 e 3:1., com base nos
valores de demanda quimica de oxigénio nos digestores. Para cada digestor, os
tempos de retenc&o de sélidos foram controlados a 20, 10 e 5 dias. A fracdo organica
e o teor de solidos volateis foram reduzidos & média de 0,3 — 1,4 kg DQO/m°/dia a
1,79 — 3,7 kg DQO/m*/dia, respectivamente. A presenca do lodo digerido melhorou o
decréscimo da concentragdo de amdnia no chorume em 40%. A producao de metano
aumentou consideravelmente com o aumento da fragdo séptica em relacdo ao

chorume.

Dando continuidade aos trabalhos, LIN et al. (2000) experimentaram uma co-
digestao do chorume com lodo de tanques sépticos utilizando um reator anaerdbio
de fluxo ascendente. O reator foi operado a 35 + 1°C. O lodo e 0 chorume foram
misturados nas proporgdes de 3:1, 2:1 e 1:1 com base nos valores de demanda
quimica de oxigénio. Num tempo de retencdo hidraulica de 1.5 dias e uma
alimentag@o orgénica de 6,73 kg DQO/m*/dia (mistura na proporgdo 1:1), a eficiéncia
de reducéo da DQO foi de 42,2%; da DQO sollvel, 58,1%, sdlidos totais, 45 3%:
solidos volateis, 68,2%; acidos graxos volateis, 73,4%: fosforo total, 44 3%; amonia,
47,8%; carboidratos, 53,7; e, proteinas, 44,4%. Com base nos valores obtidos pelo
reator UASB, chegou-se & conclusdo que este reator poderia ser empregado com
éxito no tratamento de chorume misturado aos lodos de tanques sépticos.

Em Montevidéu, foi desenvolvido um trabalho de remogé&o de matéria organica
utilizando um sistema misto com um reator anaerébio (UASB) e um aerdbio como
pos-tratamento (RBC ou “rotating biological contactor”). A eficiéncia do reator UASB
atingiu valor aproximado de 80% de redugdo da DQO enquanto o reator aerdbio
atingiu valor de 72%. Durante os experimentos, mudancas ocorreram no chorume,
levando a um aumento exagerado do pH. Na investigacédo da acumulacdo de metais
dentro do reator UASB, alguns experimentos adicionais foram realizados. Como
resultado, o reator operando com adicdo de fosforo apresentou diminuicdo no
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acumulo de solidos e aumento de desempenho, provavelmente pela precipitacéo na
entrada do reator ou complexac@o dos metais dentro do reator. O sistema (UASB +
RBC) operou com eficiéncia de remogéo de DQO de 94% (BORZACCONI et al.,
1999).

OZTURK et al. (1999) estudaram o potencial de tratamento anaerdbio do
chorume “novo” de um aterro sanitario de Istambul, utilizando um reator em escala
laboratorial UASBR. O reator operou com uma concentragdo de DQO de 10.250
mg/L e tempo de retencao de 2,84 dias. A taxa de remocgéo atingiu o maximo de
94%, como no experimento realizado pelo grupo uruguaio.

NEDWELL & REINOLDS (1996) relataram seu trabalho de tratamento de
chorume por digestdo metanogénica e redutora de sulfato. O chorume foi tratado
num sistema hibrido de reatores anaerébios do tipo metanogénico e redutor de
sulfato. Sob digestdo metanogénica, a reducdo da DQO foi de 81 a 97%,
dependendo da alimentagao organica. No digestor com reducao de sulfato, o sulfato
foi convertido estequiometricamente em g@as sulfidrico dissolvido, levando a
mineralizacao da matéria organica. Concentragdes de sulfato na amostra de 35, 105
e 175 mM resultaram em eficiéncia de remoc¢ao de sulfato da ordem de 92%, 52% e
35%, respectivamente. Ambos os digestores (metanogénico e redutor de sulfato)
removeram completamente os 100 ppm de cobre, manganés, zinco e niquel
adicionados as amostras, indicando que mesmo o reator metanogénico produziu
suficiente quantidade de sulfeto para precipitar estes metais completamente.

BAE et al. (1999) aplicaram a tecnologia de radiagcdo no chorume obtido do
aterro sanitario de Kimpo para tratar as substancias remanescentes apds tratamento
biolégico com lodo ativado. O chorume foi analisado em termos de distribuicdo do
peso molecular e substancias humicas, antes e apds o processo do lodo ativado e da
radiacdo. Quando o chorume bruto com DBO inicial de 1370 mg/L foi tratado pelo
lodo ativado, houve remogao de 98% da DBO, com tempo de residéncia de 72 h.
Porém, a biodegradabilidade do chorume, definida como razédo DBO/DQO diminuiu
de 1,3 para 0,1 devido a presenca de matéria organica recalcitrante. O fracionamento
da matéria organica usando um aparato de ultrafiltracdo revelou que compostos

organicos com peso molecular acima de 30.000 D. foram os componentes mais
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persistentes. Porém, estes compostos foram bastante reduzidos em presenca da
radiacao, que so foi afetada pelo pH, o principal parédmetro.

WENZEL et al. (1999) construiram uma unidade piloto de tratamento de
pequeno volume de chorume com alta forga iénica através de processos de oxidacao
avancada, tais como: UV/O3z, UV/H;0, e UV/Ox/H,0,. A unidade é equipada com
uma coluna para dissolver o ozénio e um foto-reator de fime fino especialmente
projetado, o qual capacita a degradacéo fotoiniciada de compostos organicos de alta
densidade otica sem qualquer contato com a fonte de radiacdo. O chorume em
estudo possuia alta concentracdo de compostos téxicos como fendis clorados,
hidrocarbonetos poliaromaticos, bifenila policlorada, dioxinas e furanos. A aplicacao
de UV/O3 provou ser uma técnica efetiva para o tratamento do chorume resultando
em taxas de degradacdo de 100% para fendis e hidrocarbonetos, 23-96% para
bifenilas e, ao menos, 74% para dioxinas e furanos.

Como pode ser observado, varias técnicas de degradacdo s3o utilizadas para
tratar o chorume, sendo que a degradagdo microbiana é a técnica que mais cresce
atualmente no meio cientifico.

2.10.1. Estudos cromatograficos

A cromatografia € um importante método para o estudo do resultado da
degradac&o do chorume apés tratamento por remediagdo quimica ou fisico-quimica,
bem como apds processos biotecnoldgicos utilizando microrganismos.

Em 1999, BENFENATI et al. determinaram a constituicdo quimica de chorume
industrial através da utilizacdo de varios métodos quimicos e fisico-quimicos, tais
como: cromatografia gasosa - espectrometria de massa, cromatografia liquida —
ressonancia magnética nuclear e cromatografia liquida — espectrometria de massa. O
estudo ressaltou a importancia, nos dias de hoje, de se obter qualidade no estudo do
chorume, uma vez que varios impactos ambientais podem decorrer deste tipo de
residuo. A cromatografia gasosa foi a melhor técnica para a determinacdo dos
compostos volateis termicamente estaveis, devido a sua eficiéncia de separacéo, sua
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especificidade e sensibilidade de detecgéo. Este método s6 nao apresentou bons
resultados na determina¢do de compostos polares.

BRAS et al., (2000) também se utilizaram da cromatografia gasosa na
identificac&o de pesticidas organoclorados presentes no chorume.

HARMSEN (1983), um dos pioneiros no estudo do chorume, também utilizava
a cromatografia gasosa nos seus estudos. Daqueles tempos até hoje muita coisa
mudou, mas a cromatografia continua sendo uma ferramenta de trabalho bastante
utilizada na determinagéo de compostos em aguas residuarias.

2.11. BIODEGRADAGAO DE LIGNINA E COMPOSTOS DO CHORUME.

Varios sdo os microrganismos descritos na literatura que possuem a
habilidade de degradar compostos poluentes e recalcitrantes encontrados no
ambiente, sendo que os mais estudados sdo os fungos de decomposicéo branca,
principaimente da espécie Phanerochaete chrysosponum (BUMPUS et al., 1985:
HAMMEL et al., 1986). A habilidade do Phanerochaete chrysosporium em degradar
poluentes &, evidentemente, conectada com sua capacidade de degradar a lignina,
um polimero vegetal de ligagbes aleatdrias de sub-unidades de fenilpropanos,
principalmente, alcool coniferilico, alcool sinapilico e alcool cumarilico, que resistem
a metabolizagéo por diferentes microrganismos (MATHIAS et al., 1995). Por ser um
polimero insoluvel, os passos iniciais da biodegradacdo devem ser extracelulares. A
etapa final da mineralizaggdo da lignina, culminando com a liberacdo de CO, é
realizada no interior das hifas fungicas, portanto, as reacdes extracelulares devem
‘quebrar” a lignina em fragmentos pequenos capazes de se difundir através das hifas
e cruzar as membranas celulares. Evidéncias quimicas e fisiologicas mostram que a
degradacdo da lignina, bem como a sua biossintese s&o, predominantemente,
oxidativas, embora reagbes de redugcdo possam, também, participar desses
processos (CHEN & CHANG, 1985).

Estes fungos, em geral, caracterizam-se por apresentar um sistema
enzimatico complexo formado por varias enzimas ligninoliticas responsaveis pela
degradacao da lignina presente na madeira, e estas enzimas seriam as principais
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responsaveis pelo atague oxidativo aos poluentes organicos, tais como o0s
encontrados no chorume (LAMAR et al., 1990; LAMAR & DIETRICH, 1990).

2.11.1. Enzimas participantes da biodegradacao de lignina e compostos
poluentes do chorume

Sendo a lignina um polimero complexo, sua biodegradacao requer interagdes
entre enzimas, para que ocorra uma completa mineralizacéo até CO, e H,O (BONO
et al.,1990). As diferencas estruturais e quimicas no substrato nédo homogéneo de
lignina conduzem a uma especializagao na producgdo das enzimas ligninoliticas dos
microrganismos capazes de degrada-las, que s&o classificados assim em cinco
grupos (TUOR et al., 1995):

1. Fungos de decomposicdo branca que expressam Lignina-peroxidase (LiP).

Manganés-peroxidase (MnP) e lacase. Este grupo contém os mais conhecidos

fungos de decomposic&o branca Coriolus versicolor, P. chrysosporium e Phlebia
radiata. O P. chrysosponium esta neste grupo desde que a producéo de lacase foi
reportada (ANDER et al.,, 1980; ERIKSSON et al., 1983). Entretanto, este fungo
nao é considerado produtor de lacase. Todos colonizam madeiras deciduas, e
somente P. radiata degrada coniferas.

2. Fungos de decomposicdo branca que produzem MnP e lacase. ndo secretam

niveis detectaveis de LiP. S&o potentes degradadores de lignina. Dichomitus
squalens e os fungos comestiveis Lentinula edodes e Pleurotus spp. pertencem a
este grupo.

3. Fungos de decomposicdo branca que apresentam producéo de LiP e outra fenol-

oxidase. Lacase é a fenol-oxidase mais produzida, mas no caso do Corolus
pruinosum foi detectada a producdo de MnP. Estes fungos crescem em madeiras
duras. Excetuando-se Phlebia tremellosus que também degrada coniferas.

4. Quatro fungos de decomposicdo branca que secretam somente LiP. Bjerkandera

adusta, Daedaleopsis confrasa, Phallus impudicus e Polyporus vanus. Sao
degradadores de madeiras duras.
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5. O dltimo grupo consiste de fungos que ndo estio completamente caracterizados.
Fomes lignosus e Trametes cingulata sé@o de decomposicdo branca, mas nao
foram detectados quaisquer das enzimas.

Aparentemente, os fungos de decomposicdo branca degradam a lignina por
diversas combinagGes de peroxidases e oxidases. A degradacdo da lignina por
fungos que secretam principalmente LiP envolve, provavelmente, diferentes vias e
diferentes mediadores, oposto aos fungos que secretam MnP e lacase. Os fungos
podem também expressar diferentes producbes de enzimas em culturas agitadas e
estacionarias (TUOR et al., 1995).

O grupo das enzimas fenol-oxidases inclui, principaimente, trés tipos de
enzimas: peroxidase, lacase e tirosinase. As peroxidases e lacases estdo
diretamente envolvidas na degradagdo da lignina e compostos com estruturas
semelhantes, sendo produzidas extracelularmente, enquanto a tirosinase é produzida
intracelularmente, n&o possuindo importante papel na degradagéao destes compostos
(SZKLARZ et al., 1989).

As enzimas extracelulares envolvidas na degradagao do polimero de lignina
sao lignina-peroxidase (LiP), manganés-peroxidase (MnP), como também lacase e
enzimas produtoras de perdxido de hidrogénio (H20-2), (FIELD et al., 1993). Existem,
ainda, microrganismos que degradam, preferencialmente, os carboidratos da
madeira, sem portanto despolimerizar a lignina (BLANCHETTE, 1995).

2.11.1.1. Lignina-peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

Anteriormente conhecida como ligninase, esta enzima € uma heme peroxidase
com alto potencial redox e pH 6timo de atividade baixo. E capaz de oxidar anéis
aromaticos metoxilados sem a presenca de um grupo fendlico livre, gerando radicais
catidonicos que podem reagir posteriormente por diferentes vias metabdlicas,
incluindo o rompimento da ligagdo C,—Cy , com consequente ruptura do anel
aromatico (BONNEN et al., 1994).
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Esta enzima foi isolada por TIEN & KIRK (1983) e por GLENN et al. (1983),
trabalhando independentemente. E uma glicoproteina, contendo 20-30% de agtcar,
ferro como grupo prostético e requer peroxido de hidrogénio para sua atividade
catalitica (HATAKKA,1994; REDDY & D'SOUZA, 1994). A LiP é produzida por quase
todos os fungos de decomposicao branca. Juntamente com outras enzimas, a LiP &
considerada a maior constituinte do sistema que degrada lignina em Phanerochaete
chrysosporium (GLENN et al., 1983; TIEN & KIRK, 1983). Sua massa molecular é de
aproximadamente 3843 KDa, apresentando ponto isoelétrico entre 3,2 - 4,0 e pH
otimo de atividade préximo a 3,0.

Diversas isoenzimas ja foram isoladas do fungo de decomposicédo branca
Phanerochaete chrysosponum, sendo que sua produgdo € regulada geneticamente
em condicOes limitantes de nitrogénio e carbono. Sua producdo ocorre durante o
metabolismo secundario, em resposta a falta desses nutrientes. Na presenca desses
nutrientes ocorre completa repressao de sua sintese (REDDY, 1993; REDDY &
D’SOUZA,1994).

A LiP catalisa uma grande variedade de compostos modelos de lignina e
poluentes aromaticos, na presenca de H,O» (BUSWELL & ODIER, 1987: HIGUCHI,
1990; VALLI & GOLD, 1991). Essas reagdes incluem oxidacdo do alcool benzilico,
quebra das cadeias laterais, reagdes de abertura de anéis aromaticos, demetilacdes
e descloracOes oxidativas. Todas essas reagdes sao compativeis com o mecanismo
envolvido na degradacéo nao especifica desta enzima (RENGANATHAN & GOLD,
1986; KIRK & FARREL, 1987).

O mecanismo de atuacéo da LiP se da através de oxidacéo pela abstracio de
um elétron da molécula de lignina e compostos semelhantes, resultando na formacgéo
de radicais catidnicos arila (Figura 13). Posteriormente, através de uma série de
reacdes nao enzimaticas os radicais dao origem a uma variedade de produtos finais
(HIGUCHI, 1990; REDDY & D’'SOUZA, 1994).

O alcool veratrilico, um metabdlito produzido por diversos fungos de
decomposi¢ao branca sob condi¢cbes ligninoliticas, desempenha papel importante no

ciclo catalitico desta enzima. Ele atua como agente redutor da enzima e
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aparentemente, a protege da inativag&o por excesso de H,O; (TIEN & KIRK, 1983:
WARIISHI & GOLD, 1990; FIELD et al., 1993).

Atualmente, existe um interesse crescente no estudo desta enzima e também
dos fungos que a produzem, devido ao seu potencial de aplicagdo industrial em
processos de descontaminagdo de ambientes (ERIKSSON, 1990).

| ENZIMA l CoMPOSTO II
. NATIVA H20, H,0
\/ i

RH

R’

RH O
Lo |||=e+3
e >
/\

Excesso H,O

2
ComMmPOsSTO III H,0, CoMPOSTO IllI

RH representa o substrato da enzima em sua forma reduzida, R+ representa o substrato da enzimaem
sua forma radicalar oxidada.

Figura 13: Ciclo catalitico da lignina-peroxidase. (GOLD et al., 1989).

2.11.1.2. Manganés-peroxidase (MnP; EC 1.11.1.7)

Esta enzima é outra heme peroxidase, porém com alta especificidade por Mn
(1) como seu substrato redutor (GLENN & GOLD, 1985). O ion Mn (lll) forma um
complexo com &cidos organicos que se difunde oxidando outros materiais. O
potencial redox desta enzima € menor que o da lignina peroxidase e,
consequentemente, pode nao oxidar modelos de lignina ndo-fendlicos. Os substratos
fendlicos s&o oxidados a radicais fendxi, os quais podem reagir posteriormente por
desmetilacdo, clivagem da ligagdo alquil-fenil, clivagem da ligagdo C,-Cg, ou

oxidacao do C, (REID, 1995). O perdxido de hidrogénio produzido pode ser utilizado
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como co-substrato para a enzima lignina peroxidase ou outras peroxidases oxidando
compostos modelo de lignina (PASZCZYNSKI et al., 1985).

A MnP foi isolada pela primeira vez de culturas de P.chrysosponum
(KUWAHARA et al., 1984). E uma glicoproteina com ferro como grupo prostético,
depende de H,O, para sua atividade, seu ponto isoelétrico € de aproximadamente
4.2-4.9 e seu peso molecular entre 45-47 KDa, sendo o ciclo catalitico semelhante ao
da LiP (GLENN & GOLD, 1985; PASZCYNSKI et al., 1985). A MnP é produzida
simultaneamente com a LiP, durante o metabolismo secundario e é regulada pelas
concentragbes de nitrogénio e carbono no meio de cultura (BUSWELL & ODIER,
1987).

As MnPs participam de reacdes de despolimerizacdo de ligninas e
cloroligninas, desmetilacdo de lignina e deslignificacdo e branqueamento de polpa
(LACKNER et al., 1991; WARIISHI et al., 1991; PEREZ & JEFFRIES, 1992; PAICE et
al., 1993).

A oxidagao de lignina e outros compostos fendlicos por MnP é dependente de
ions de manganés (GLENN E GOLD, 1985; PASZCZYNSKI et al., 1986; GOLD et al.,
1989). Como mostrado na figura 14, a reducdo priméaria do substrato no ciclo
catalitico de MnP & Mn (Il), que eficientemente reduz os compostos | e Il, gerando
Mn (Ill), que oxida o substrato orgéanico. Acidos organicos como oxalato e malonato,
que sao secretados por P. chrysosporium (WARIISHI et al., 1992), estimulam a
reacao de MnP por estabilizar Mn (lll) e assim podendo se difundir para catalisar a
oxidacao via um elétron de compostos fendlicos, gerando radicais fenoxila (GLENN &
GOLD,1985; GLENN et al., 1986; GOLD et al., 1989; WARIISHI et al., 1989:
WARIISHI et al., 1992).
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H202 Hzo cnmm:s*rnl I
Fe lll > FelV=0 (P")
Mn 1|
n I
Q Mn III‘*
coMPosTO 11
Fe V=0

Excesso H,0,
H,0

COMPOSTO |||I

Felll O,""

AH representa o substrato da enzima em sua forma reduzida. A- representa sua forma radicalar
oxidada.

Figura 14: Ciclo catalitico da manganés peroxidase (GOLD et al. 1989).

2.11.1.3. Lacases (Benzenediol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)

A lacase € uma oxidase que contém cobre em seu grupo prostético e ndo
requer peroxido para sua atividade, catalisa a redugdo de O, para H,O (SZKLARZ et
al., 1989; THURSTON, 1994) e foi descoberta em exsudatos de Rhus vernicifera,
arvore japonesa, (YOSHIDA, 1883) sendo subseqlentemente demonstrada como
uma enzima fungica (BERTRAND, 1896; LABORDE, 1896). Como a manganés
peroxidase, ela normalmente oxida compostos de lignina com grupo fendlico livre,
formando radicais do tipo fendxi (Figura 15). Porém, na presenca de ABTS, a lacase
pode oxidar certos compostos n&o fendlicos, provavelmente por abstracdo de
carbonos benzénicos (BOURBONNAIS & PAICE, 1992). A lacase é produzida por
todos os fungos de decomposigédo branca (SZKLARZ et al., 1989), com excecdo de
P. chrysosponum (KIRK & FARRELL, 1987). Entretanto, sob condi¢éo especial, o P.
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chrysosporium foi capaz de produzi-la (SRINIVASAN et al., 1995). As formas
constitutiva e induzida sao conhecidas, sendo que a forma induzida, geralmente,
apresenta maior atividade (LEONOWICZ et al., 1985).

02+4[Qj——+ 4 @} + 2 H,0
a )

Figura 15: Representacdo de uma reacéo catalisada por lacase (SZKLARZ et al. 1989).

A lacase catalisa a oxidagao via transferéncia de um elétron de radicais fendis
para radicais fenoxila. A especificidade da enzima ao substrato oxidado depende da
origem da lacase, assim lacases de diferentes fungos podem oxidar diferentes
substratos, inclusive em diferentes pH’s. Algumas lacases apresentam pH 6timo em
faixas acidas (2,5 - 3,5) enquanto outras apresentam atividade étima em pH neutro (6
- 7) (RIGLING & VAN ALFEN, 1993). A funcao fisioldgica desta enzima néo € clara e
seu papel na biodegradac&o da lignina € incerto, uma vez que ela pode causar
polimerizacdo de lignina (GOLD & ALIC, 1993; THURSTON, 1994). Assim, foi
proposto que a lacase tem um papel na redugcdo da toxicidade dos compostos
fendlicos por reacées de polimerizagdo (BOLLAG et al., 1988).

2.11.1.4. Peroxidases

S&o enzimas extracelulares que contém um grupo heme e requerem peroxido
de hidrogénio para atuar sobre os substratos modelo de lignina. Podem ser
dependentes ou n&o do manganés presente no meio (SZKLARZ et al., 1989) e
desempenham um papel importante durante a degradacao da lignina, diminuindo a
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concentragdo de peroxido do meio, evitando assim a toxicidade para a célula
(SZKLARZ & LEONOWICZ, 1986).

2.11.1.5. Enzimas produtoras de peréxido de hidrogénio

A secregao de H.O2 coincide com o principio da atividade ligninolitica. Os
fungos de decomposicdo branca produzem uma variedade de oxidases que sdo
capazes de gerar H2O,, presumivelmente, para a utiizagcdo por peroxidases
extracelulares durante a degradag¢ao do polimero de lignina.

Uma das enzimas que geram H,O» é intracelular e idiofasica, aril alcool
oxigenase (AAQ). Esta enzima oxida alcodis aromaticos para aldeidos e reduz O,
para HO,. Estudos com Pleurotus eryngii demonstraram o ciclo, representado na

Figura 16:
H202 H-02
Alcool |————Pp Aldeido P Acido
Aril-alcool Avril-aldeido
oxidase oxidase
Alcool Aldeido [@——— Acido
Aril-alcool Avril-aldeido
desidrogenase desidrogenase
| MICELIO

(Fonte: EVANS et al. 1994)

Figura 16: Esquema representativo da producéo de H,O, extracelular, através da atuacéo das

enzimas Aril-Alcool Oxidase, aril-alcool Desidrogenase e Aril-Aldeido Desidrogenase .

AAO n&o € o unico sistema de fungos de decomposicdo branca disponivel
para produzir H>O; extracelular. Muitas outras oxidases extracelulares e
intracelulares sdo conhecidas por fornecer H.O,. A enzima extracelular glioxal-

51



Revis&o Bibliogréfica

oxidase e produtora de H,0, (GOLD & ALIC, 1993). A MnP também pode gerar H.0O>
quando catalisa a oxidacdo de NAD(P)H (ASADA et al., 1986).

Diversas enzimas intracelulares que produzem H,O, tem sido reportadas
incluindo glicose-1-oxidase, piranose-oxidase, metanol-oxidase e acil-COA-oxidase
(GREENE & GOULD, 1984; KELLEY & REDDY, 1988; VOLC & ERIKSSON, 1988;
ERIKSSON & NISHIDA, 1988; VOLC et al., 1991).

A enzima alcool veratrilico-oxidase (AVO) também parece estar envolvida na
producao de H>O,, além de desempenhar um papel na prevencéo da polimerizagédo
dos compostos fendlicos, reduzindo, assim, o peso molecular dos lignosulfonados
soliveis gerados durante a degradacdo da lignina (GUILLEN et al, 1992
MARZULLO et al.,, 1995). Este exemplo de aril alcool oxidase tem sido detectado e
isolado em diferentes culturas de fungos ligninoliticos. Estas enzimas catalisam a
oxidacao dos y-alcodis o-aril e o,B- insaturados aos seus correspondentes aldeidos
com concomitante redugdo de O, a H,O, e aparecem no final da etapa de
crescimento, quando o metabolismo secundario esta no auge de sua atividade. A
AVO esta envolvida na produgéo de perdxido de hidrogénio a ser utilizado pelas
peroxidases (GUILLEN et al, 1992) e, também, previne a polimerizacdo dos
compostos fendlicos, reduzindo assim o peso molecular dos lignosulfonatos solliveis

gerados durante a degradacé&o da lignina (MARZULLO et al., 1995).
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3.1. CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA DO CHORUME

Os métodos utilizados para determinagdo dos compostos presentes no
chorume foram realizados segundo os manuais da MERCK (1975) e APHA (1995).
Para o estudo da biodegradacao do chorume, alguns parametros basicos devem ser

observados, tais como:

» pH;

» Alcalinidade total;

» Temperatura;

» Demanda bioquimica de oxigénio (DBO);
» Demanda quimica de oxigénio (DQO);
» Dureza;

> Solidos totais;

» Solidos suspensos;

» Solidos dissolvidos:

> Nitritos;

» Nitratos;

» Nitrogénio organico e amoniacal;

» Fosforo total;

» Cloretos;

» Sulfatos; e,

» Fenois totais

E com base nas informacdes desta caracterizacdo que podem ser
selecionados os microrganismos aptos a desempenhar uma degradacéo eficiente,
uma vez que alguns parametros da caracterizagdo como pH, temperatura, fendis
totais e outros, fomecem dados importantes sobre os microrganismos que possam
estar presentes, seu metabolismo, e as formas de utilizacdo deste chorume como
substrato de crescimento. Os varios componentes do chorume foram avaliados em
duas estacées climaticas diferentes - verdo e invemo, na tentativa de se obter dados
para o entendimento da dinamica da formag&o do chorume.
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A maioria dos métodos utilizados na caracterizagédo foi retirada dos Métodos
Padrdo de Andlise de Agua e Aguas Residuérias aceitos pela “American Public
Health Association” (APHA), “American Water Works Association”, (AWWA) e “Water
Environment Federation” (WEF), (APHA, AWWA & WEF, 1995) também descritos no
manual de procedimentos do espectrofotdmetro DR/2010 - HACH. Alguns métodos
propostos para o espectrofotdmetro ja trazem modificagdes, que estdo descritas
sempre que ocorreram. Este espectrofotometro foi utilizado para a maioria das
determinacdes neste trabalho. A empresa responsavel pelo aparelho fomece os kits
de determinacdes de nutrientes e compostos orgénicos e inorganicos. Os programas
de leitura, comprimentos de onda e tempos de espera de reacdo estdo todos
armazenados na memaria tomando o uso do aparelho bastante rapido, seguro e
eficiente.

Todas as determinagcdes foram realizadas utilizando-se amostras brutas do
chorume das estagdes de chuvas e de seca. As determinagcbes foram realizadas
sempre gue nova amostra de chorume era coletada, no inicio de cada teste, numa
periodicidade média de 2 vezes por ano.

3.1.1. Determinacao do pH

O pH de uma amostra nos indica inumeros fatores que podem estar
associados ao crescimento de microrganismos, como:. numero de metabalitos,
atividade microbiana, presenca de substratos, etc.

O método utilizado para a determinagao do pH foi o potenciométrico, uma vez
gue o chorume apresenta uma cor bastante escura prejudicando a titulagdo. A
determinacéo do pH é de utilidade, uma vez que uma brusca variagao do seu valor
normal pode indicar uma inibicdo do processo de decomposicéo da matéria organica,
que pode ser causada por adicdo de residuos industriais, que dificultam a
estabilizacdo nommal do teor total de carbono presente no aterro sanitario. As
amostras coletadas no aterro sanitario estavam necessariamente a temperatura
ambiente no momento da medicao e materiais sélidos grosseiros foram filtrados para

evitar a contaminacao do eletrodo e possivel entupimento.
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3.1.2. Alcalinidade total

A alcalinidade de uma amostra é a sua capacidade de neutralizar acidos, é a
medida de um agregado de propriedades de agua e pode ser interpretada, em
termos de substancias especificas, somente quando a composi¢cdo quimica da
amostra € conhecida. E uma soma de todas as bases titulantes. No caso do
chorume, pode ser resultado da presenga de carbonatos, hidréxidos e bicarbonatos.
Uma vez que a alcalinidade de muitas aguas superficiais ocorre primariamente em
funcdo do conteldo de carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos, estes séo levados em
conta como indicagdo de alcalinidade. Os valores medidos podem incluir, ainda,
contribuicoes de boratos, fosfatos, silicatos e outros constituintes presentes.

Devido a elevada turbidez e coloragdes intensas, a alcalinidade foi
determinada potenciometricamente (ALVARES DA SILVA, 1977).

3.1.3. Temperatura

O conhecimento da temperatura do chorume no local de coleta € importante
para determinar o tipo de microrganismos que serdao encontrados nas amostras,
além de fornecer alguns dados como tipos de reacdes que possam estar ocorrendo,
e a taxa destas reacdes. Temperaturas elevadas resultantes de descargas de agua

quente ou de reagdes podem causar impacto ambiental importante.

Para coleta de dados sobre a temperatura foi construido um aparato
rudimentar, onde um termometro com escala de mercurio foi conectado a um frasco
e este amarrado a uma corda. O aparato foi langado vagarosamente até a superficie
do poco de chorume e deixou-se entdo que o chorume enchesse o frasco. Logo apoés
a coleta o chorume foi icado e a temperatura, anotada. Cinco pontos de coleta foram
pesquisados.

3.1.4. Demanda bioquimica de oxigénio (DBO)

A determinac&o da demanda bioquimica de oxigénio € um teste empirico no

qual procedimentos padronizados em laboratério sdo utilizados para determinar o
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requerimento relativo de oxigénio para a degradacao de aguas residuarias, efluentes,
e aguas poluidas quando langcadas em corpos d’agua. O teste mede o oxigénio
molecular utilizado durante periodo de incubag@o especifico para a degradagéo
bioquimica de material organico e o oxigénio usado para oxidar material inorganico
como sulfitos e ion férrico. Pode ser utilizado também para medir a quantidade de
oxigénio necessaria para oxidar formas reduzidas de nitrogénio (demanda de
nitrogénio) a menos que esta oxidacao seja evitada por um inibidor.

A demanda bioquimica de oxigénio, em termos praticos, & representada pela
quantidade de oxigénio consumida pela unidade de volume de um residuo, em
determinadas condicdes, atraves da metabolizacdo da matéria biodegradavel por
organismos vivos ou por suas enzimas. E, portanto, um parametro de medida, que
determina, através de um bioensaio, a quantidade de oxigénio dissolvido consumido
por microrganismos aerébios durante a metabolizacdo da matéria organica
(BRANCO & HESS, 1975; GLAZER & NIKAIDO, 19995).

O método utilizado é o método padrédo de andlise de agua contaminada
apresentado no livro editado pelas entidades APHA, AWWA, WEF, érgéos
fiscalizadores € normativos do controle ambiental dos Estados Unidos.

3.1.5. Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Este teste utiliza o dicromato de potassio em acido sulfurico concentrado
fervente, na presenga de um catalisador de prata, e atua como poderoso agente
oxidante. Sob essas condi¢cdes, a maioria do carbono presente na amostra € oxidado
a CO; e o hidrogénio presente & oxidado a agua. A DQO é utilizada como uma
medida do oxigénio equivalente a concentracdo de matéria organica de uma amostra
que € susceptivel a oxidacdo por um forte oxidante quimico. O método utilizado
(Figura 17) foi o método padrao de analise de agua contaminada da APHA, AWWA,
WEF (1995).
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Preparar tubos: -
1,0 mL agua (branco), ou 0,1 g de catalisador de 2,5 mL de H:SO: conc.
1,0 mL amostra (teste), ou | prata - AgSQO, + +

1,0 mL padrao {padrao).

[ 1,0 mL de H20 destilada ] I { 0,5 mL de KzCrz07 J

[

[ Essa mistura reacional € colocada num reator de aquecimento a 140 °C por 2 horas. Esfriar a temperatura J

ambiente e fazer a leitura @ 620 nm (adicionando-se 4 mL de agua destilada a cada tubo)

Figura17: Esquema representativo da determinagdo da demanda quimica de oxigénio.

3.1.6. Dureza (calcio e magnésio)

Originalmente a dureza de aguas era entendida como a medida da
capacidade da agua em precipitar sabdo. Hoje, a dureza total & definida como a
soma das concentragdes de calcio e de magnésio , ambas expressas como
carbonato de célcio, em miligramas por litro. E a soma dos ions alcalino terrosos
(lons magnésio, calcio, estroncio e bario), fixados em forma de carbonatos, sulfatos,
cloretos, nitratos e fosfatos. Pode variar do zero a centenas de miligramas por litro,
dependendo da fonte e do tratamento que o chorume possa ter sofrido
anteriormente.

O método colorimétrico para medida da dureza € mais preciso que 0 método
de titulacdo convencional pois pode medir niveis baixos de calcio e magnésio. O
corante indicador € a calmagita que forma uma cor purpura em solucdes fortemente
alcalinas e transforma-se em vermelho quando reage com calcio e magnésio. As
determinacgdes de calcio e magnésio sé&o feitas quelando-se o calcio com EGTA para
destruir qualquer cor vermelha devida ao calcio, e depois quela-se com EDTA para
destruir qualquer cor vermelha proveniente de calcio ou magnésio. Medindo-se a
diferenca de cor vermelha nos diferentes estagios, os niveis de calcio e magnésio
sao determinados.
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3.1.7. Sélidos totais

e e e e

E o termo aplicado ao material residual do cadinho de porcelana apds a
evaporagdo de uma amostra e sua subsequente secagem a uma temperatura
conhecida e controlada. Os sdlidos totais incluem os solidos suspensos, ou seja, a
por¢éo dos solidos totais retidos por um filtro e os solidos dissolvidos, ou seja, a

porgao de sdlidos que passa através dos poros do filtro.

Foi sequida a metodologia apresentada em APHA / AWWA / WEF (19995).

3.1.8. Sélidos suspensos

A amostra é filtrada através de um filtro de peso conhecido e o residuo retido &
secado até seu peso constante a 103-1 05°C. O aumento no peso do filtro representa
os sdlidos suspensos totais (APHA/JAWWA/WEF, 1995).

3.1.9. Sélidos dissolvidos

A amostra agitada & passada atraves de um filtro e o filtrado & secado até seu
peso constante em cadinho de porcelana a 180°C. O aumento no peso do cadinho
representa os sélidos dissolvidos totais (APHAJAWWA/WEF, 1995).

3.1.10. Nitritos

O nitrogénio aparece das interconversdes metabdlicas de diversos compostos.
As principais formas nas quais eles se apresentam s&o: nitrogénio amoniacal (NHs"),
nitrito (NO2) e nitrato (NOs). Juntos, estes elementos sao conhecidos como

nutrientes e sua remogao é conhecida como “nutrient stripping” .

O nitrito € um estado de oxidacao intermediaria do nitrogénio, tanto da
oxidacdo da amonia a nitrato como da reducdo do nitrato. O nitrito € o agente
etioldégico da metahemoglobinemia. Em solucdes éacidas pode formar acido nitroso e
este. entdo, reagir com aminas secundarias formando nitrosaminas que sao
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altamente carcinogénicas. E de importancia extrema entdo, dosar estes niveis de
nitrito em agua ou residuos que possam contaminar aguas subterraneas.

Neste metodo (APHA/AWWA/WEF, 1995) o nitrito reage com o &cido
sulfanilico formando um intermediario diazotado. Este por sua vez reage com o acido
cromotropico produzindo um complexo colorido rosa diretamente proporcional &
quantidade de nitrito presente na amostra analisada.

3.1.11. Nitratos

O nitrato geralmente ocorre em quantidades tragos, em &guas naturais, mas
pode atingir altos niveis em aguas subterraneas. Em altas quantidades pode
acarretar metahemoglobinemia em criangas. Ele € um nutriente essencial para
muitos microrganismos autotroficos fotossintéticos e em alguns casos, tem sido
reconhecido como um nutriente limitante de crescimento de microrganismos.

A determinacdo de nitrato € dificil devido a interferéncia de  vérios
constituintes. No método utilizado (APHA/AWWA/WEF, 1995) o cadmio reduz o
nitrato presente na amostra a nitrito. Os ions nitrato reagem em um meio acidico com
acido sulfanilico formando um sal diazotado. Este sal reage com o &cido gentisico
formando um produto final &mbar.

3.1.12. Nitrogénio organico e amoniacal

O nitrogénio organico € definido funcionaimente como o nitrogénio ligado
organicamente no estado trivalente de oxidacdo. Ele ndo inclui todos os compostos
organicos nitrogenados. Analiticamente, nitrogénio & aménia podem ser
determinados juntos como “nitrogénio Kjeldahl”, um termo que reflete a técnica usada
nestas determinacbes. O nitrogénio organico inclui substancias naturais como
peptideos e proteinas, acidos nucléicos e uréia, e numerosos materiais sintéticos.

O nitrogénio do chorume origina-se de muitas fontes, incluindo fertilizantes,
residuos animais, efluentes industriais, etc. Sua presenca na agua residual causa
poluicdo por dois meios. Um grupo de bactérias conhecidas como nitrificantes &
capaz de oxidar o ion amonio a nitrato, e fazendo isso, utiliza-se do oxigénio
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dissolvido na agua, requerendo 4,5 mg de O: para oxidar cada miligrama de aménia.
Como a saturagéo de O. da agua é de somente 9,0 mg O2/L a 20 °C, uma pequena
quantidade de amonia ja & suficiente para abaixar enormemente a saturacdo de
oxigénio dissolvido na &gua, desoxigenando completamente o corpo de &agua
(HORAN, 1991).

A amonia, por sua vez, esta presente naturalmente em aguas subterraneas e
residuarias. Sua concentracdo geralmente é baixa em &guas subterrdneas, pois
aparece adsorvida em particulas do solo e argila, o que torna dificil sua liberagdo. E
produzida pela desaminacao de compostos que contém nitrogénio organico e na
hidrdlise da ureia.

3.1.13. Fésforo

O fésforo ocorre em aguas naturais e residudrias quase sempre na forma de
fosfatos. Estes sao classificados como ortofosfatos, fosfatos condensados e fosfatos
ligados organicamente. Estas formas de fosfatos decorrem de uma variedade de
fontes. Os ortofosfatos aplicados & agricultura ou hortas domésticas, como
fertilizantes, podem ser carreados até os lengdis de Aaguas subterraneas e

superficiais através da chuva.

Em solugéo altamente acida, o molibdato de amonio reage com o ortofosfato
para formar o acido molibdofosférico. Este complexo é entdo reduzido pelo
aminoacido reagente para produzir um composto de molibdénio extremamente azul.

3.1.14. Cloretos

O cloreto & o anion inorganico em maior quantidade em aguas subterraneas,
superficiais e residuarias, bem como no chorume. Neste método
(APHA/AWWA/WEF, 1995) o cloreto da amostra reage com o tiocianato de mercurio
para formar o cloreto mercurico e liberar o ion tiocianato. Os ions tiocianato reagem
com ions férricos para formar um complexo tiocianato-férrico alaranjado. A

quantidade deste complexo € proporcional a concentragido de cloretos na amostra.
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3.1.15. Sulfatos

Os sulfatos sdo largamente distribuidos na natureza e estdo presentes no
chorume em concentragdes variaveis. Na presenca de matéria organica, algumas
bactérias podem reduzir o sulfato a sulfetos, gerando odores desagradaveis. Em
laboratério, as amostras devem ser mantidas em geladeira a 4°C, para evitar esse
tipo de reagéo (LEITH, 1973).

3.1.16. Fendis totais

Fendis, definidos como hidroxi-derivados de benzeno podem ocorrer em
esgotos domésticos, chorume, agua potavel, aguas residuarias e aguas naturais, e
podem trazer serios comprometimentos & saude humana. O método de
determinacdo de fendis totais utiliza extragdo com cloroformio e deteccao
espectrofotomeétrica (APHAJAWWA/WEF, 1995).

O método da 4-aminoantipirina determina todos os fendis orto- e meta-
substituidos, ndo detectando portanto os para-substituidos. Estes fendis reagem com
a 4-aminoantipirina na presenca de ferrocianeto de potassio para formar O corante
colorido antipirina. O corante é entao extraido da solucdo aquosa com cloroférmio e

a cor € medida a 460 nm.

3.2. ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos foram isolados de 7 amostras de chorume € de solo
impregnado por chorume. Foram também coletadas amostras de locais
contaminados por lixo doméstico na regido da Unicamp (esgoto, lagoa) e riachos
urbanos proximos. Frascos estéreis vazios foram amarrados a cordas de nylon e
entdo mergulhados dentro dos tanques de coleta de chorume. Estes tanques tém
aproximadamente 10 metros de profundidade. Durante 0S preparativos para a coleta,

os frascos foram abertos somente no momento exato da coleta das amostras.

Para a coleta de outras amostras de agua contaminada (riacho e lagoa da

UNICAMP, e corregos urbanos), 0s procedimentos foram os mesmos em regides de
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dificil acesso, e manualmente quando estavam ao alcance das maos. ApGs a coleta,
os frascos foram acondicionados em caixas de isopor e a inoculacdo visando o
isolamento se deu imediatamente ao chegar ao laboratério, apds homogeneizacao
eficiente (Figura 18).

Para o isolamento de bactérias presentes nestas amostras foi utilizado o meio
alternativo (R2A) constituido por extrato de levedura, peptona, casaminoacidos,
glicose e amido soluvel na concentragéo de 0,5 g/L, piruvato de sodio e K-HPO, 0.3
g/L, MgS04.7H,O 0,05 g/L e agar 15 g/L em agua deionizada (REASONER &
GELDREICH, 1985). Para o isolamento de fungos e leveduras foi utilizado o0 mesmo
meio de cultura, mas adicionando-se 1,0 mL/L de solugdo de tetraciclina (5 mg/mL
etanol) e 1,0 mL/L de solugdo de cloranfenicol (34 mg/mL etanol) ao meio de
isolamento. O isolamento foi realizado em trés temperaturas diferentes - 30, 37 e
55°C, nas condicbes aerdbia e microaerofilica. Para os experimentos em meio
microaerofilico foram utilizadas jarras hermeticamente fechadas, onde as placas
eram depositadas. Imediatamente antes de se fechar as jarras, eram adicionadas
placas contendo Microaerobac®, gerador de atmosfera de microaerofilia (5 a 15%
0y).

Aliquotas de 1,0 mL do chorume e das outras amostras foram diluidas em 9.0
mL de agua destilada estéril. Apds homogeneizacdo destas amostras diluidas em
agitador mecéanico do tipo Vortex por 2 minutos, foram realizadas diluicbes
sucessivas (1072, 10‘3,10'4), das quais foram retiradas aliquotas de 100 ulL para

inoculagao nos meios de cultura, conforme o esquema apresentado na Figura 18.

O isolamento de microrganismos provenientes do chorume foi realizado em
coletas periddicas. Na area do aterro sanitério existem aproximadamente de 15 a 20
locais de armazenamento de chorume, que nao sao necessariamente lagoas de
estabilizacdo, uma vez que s&o praticamente fechados ao contato com o meio

externo, com pouca entrada de luz natural.

Foram também reativadas algumas linhagens de microrganismos ja isolados
no Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana da FEA/UNICAMP, e utilizados
em testes preliminares de degradacao de lignina e outros xenobidticos que serviram
somente como controle de degradacéao.
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Figura 18: Esquema de isolamento dos microrganismos utilizados nos estudos de

biodegradacéao de chorume
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Todos os microrganismos foram estocados em tubos inclinados contendo
meio R2A e, antes de qualquer teste, eram reativados por inoculacédo em placas e
incubadas em meio R2A por 2 a 3 dias.

3.3. TRIAGEM DE MICRORGANISMOS COM POTENCIAL DE DEGRADAGAO
DE COMPOSTOS TOXICOS
Os microrganismos isolados do chorume e aguas contaminadas foram
testados quanto a sua resisténcia frente a compostos tdxicos facilmente encontrados
no chorume, como fendis e pesticidas. Os compostos escolhidos para o teste foram:
fenol, catecol e pirazole, sendo este a base de varios herbicidas.

e Padronizagéo

Foram escolhidas, aleatoriamente, 30 linhagens entre fungos, bacterias e
leveduras isoladas do chorume e locais por este contaminados. Estas linhagens
foram crescidas em placas de Petri contendo meio R2A, no caso das bactérias ou
meio PDA (potato dextrose agar) no caso dos fungos e leveduras. Apos inoculagao
de cada microrganismo nas placas, foram depositados discos de agar (R2A mais
composto téxico, no caso das bactérias, e PDA mais composto toxico, no caso das
leveduras) contendo em sua composicdo O componente a ser testado. Estes
compostos foram adicionados ao agar apos a esterilizagéo, por meio de membranas
de celulose Millipore® 0,22 um de poro, 47 mm de didmetro, em ambiente asséptico.
Inicialmente este experimento seria realizado com discos de papel impregnados com
os compostos, mas os resultados preliminares foram insatisfatorios pois o papel nao
conseguiu reter por muito tempo os compostos, por esse motivo resolveu-se
trabalhar com agar. As concentragdes testadas de cada composto foram: 0,5 %, 2,0
% e 4,0 %, e os testes foram realizados nas condigbes do isolamento por 7 dias.
Porém a concentracdo escolhida para os testes seguintes foi de 2,0 %, visando a
selecdo de um nimero maior de linhagens.

No caso do composto pirazédlico a concentragéo escolhida foi a de 4,0 %.

65



Metodologia

O meétodo utilizado foi elaborado por ALLEMAN et al. (1993). Foram
desenvolvidas culturas para in6culo de fungos, bactérias e leveduras em meio
contendo 20 g/L de glicose, 2,5 g/L de citrato soédico, 5 g/L de K,SO4 2 g/L de
NH4NO3, 0,068 g/L de CaCl,, 0,2 g/L de MgSO,, 1 mg/L de tiamina e 15 g/L de agar
(KIRK et al., 1977). A temperatura utilizada neste experimento foi a temperatura
otima de crescimento de cada microrganismo durante o isolamento.

Para a classificagcéo dos microrganismos como resistentes era necessario que
o halo formado ao redor do disco de agar impregnado com o composto a ser testado

fosse menor ou igual a 5 mm (Figura 19), de acordo com ALLEMAN et al. (1993).

Inoculagio nas
placas-teste. A
inoculagéo foi
realizada por
estrias
utilizando uma
alga de platina
calibrada de
10 pL.

Cultura Ativa Deposigao de discos de agar contendo os
compostos em estudo (fenol, catecol e pirazole) e
incubacéo por 7 dias

: Positivo
Negativo Nao formou
Formou halode . halo de inibicdo
inibicao 4 -

Figura 19: Fluxograma e detalhamento do experimento de degradagéo de xenobiéticos, por linhagens
isoladas do chorume.
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Apos a padronizagdo todas as 323 linhagens isoladas anteriormente foram
testadas quanto a sua resisténcia de crescimento sobre compostos tdxicos. Este
teste foi realizado uma Unica vez, repetindo-se somente as linhagens que
apresentaram alguma resisténcia. As outras linhagens que apresentaram halo de
inibicao foram automaticamente descartadas.

3.4. BIODEGRADAGAOQ DE LIGNINA

3.4.1. Crescimento das linhagens isoladas, em lignina

A perda de lignina, em porcentagem, foi evidenciada através de método
proposto por ZADRAZIL (1980). A temperatura utilizada neste experimento foi a
temperatura 6tima de crescimento do microrganismo durante o isolamento. Segundo
ZADRAZIL & BRUNNERT (1980), a lignina residual € determinada como sendo a
parte do substrato nao soluvel apds tratamento com HCl e H.SQOg.

As linhagens selecionadas na primeira etapa dos trabalhos de degradagéo de
xenobidticos foram testadas quanto ao seu crescimento em Erlenmeyers contendo
unicamente casca de amroz e agua destilada; e fibra de trigo e agua destilada.
Amostras de 25 g destes substratos foram moidos em homogenizador de alimentos,
colocados em Erenmeyers juntamente com 75 mL de agua deionizada e
esterilizados a 121°C por 30 min. Os microrganismos foram inoculados em triplicata.
Para cada placa foram utilizados 5 porcées de 1 cm? de crescimento dos fungos e
bactérias. A placa de cada microrganismo que servia de inodculo era quadriculada em
seu verso, em quadrados de 1 cm? de area. Esta area demarcada no verso da placa
serviu para facilitar o recorte dos quadrados de agar que foram inoculados nas

placas de crescimento em lignina.

Como controle foram utilizados dois Erlenmeyers contendo unicamente a
palha de arroz ou a fibra de trigo, com adicdo de agua, porém sem o inoculo
microbiano.

Os substratos, casca de arroz e fibra de trigo, utilizados neste experimento,
apresentam caracteristicas diferentes de composicdo, que estdo evidenciadas na
Tabela 6.
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Tabela 6: Caracteristicas dos substratos utilizados no teste de degradacéo de lignina.

Substratos Lignina (%) C (%) N (%) C:N pH* Cinzas (%)

Casca de Arroz 29,2 35 0.50 70 589 19,00

Fibra de Trigo 227 48 0,63 70 6,0 577

* = Apés esterilizacio.

A perda de matéria organica é calculada pela diferenca entre o peso seco das
amostras no inicio e no final da incubagao (ZADRAZIL, 1985).

3.5. ESTUDO DA DESCOLORIZAGAO DO CHORUME

3.5.1. Estudo da degradacdo de xenobidticos

Foram realizados testes de crescimento dos microrganismos (Linhagens 74,
100, 108, 184, 203 e 254) em frascos contendo chorume como substrato. Os caldos
apos fermentagdo foram centrifugados a 17000 rpm por 15 minutos a 10°C. A
descolorizagéo foi acompanhada no sobrenadante pela determinacéo do espectro do
chorume, através de espectroscopia de absorgzo U.V. e espectrofotometria na regido
do campo visivel. A espectroscopia de absorcéo, quando realizada sem se conhecer
Os constituintes de uma matriz, revela as caracteristicas de cor, e um aspecto
quantitativo, e ngo qualitativo, dos constituintes da mesma. Os caldos também foram
reservados, apds a centrifugagéo, para a realizagédo dos outros experimentos. Os
experimentos foram divididos em 8, que sdo os seguintes:

- Expenmento | - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers contendo
50 mL de chorume puro, sem a adicdo de qualquer nutriente. Os frascos
foram incubados sob agitacdo de 150 rpm, em agitador mecanico, a 30 °C.
Neste teste, o chorume foi autoclavado antes da inoculacéo, para a eliminacéo
de microrganismos presentes na amostra.

- Expenmento Il - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers contendo
50 mL de chorume puro, sem a adicdo de qualquer nutriente. Os frascos
foram incubados sob agitacdo de 150 rpm, em agitador mecéanico, a 30 °C.
Neste teste, o chorume néo foi autoclavado antes da inoculacéo.
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- Expenimento Ill - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers contendo
50 mL de chorume puro, com a adigcdo de glicose (0,5%) e extrato de
leveduras (0,1%). Os frascos foram incubados sob agitagdo de 150 rpm, em
agitador mecanico, a 30 °C. Neste teste, o chorume foi autoclavado antes da
inoculagéo, para a eliminagéo de microrganismos presentes na amostra.

- Experimento IV -  Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers
contendo 50 mL de chorume puro, com a adi¢do de glicose (0,5%) e extrato
de leveduras (0,1%). Os frascos foram incubados sob agitagdo de 150 rpm,
em agitador mecénico, a 30 °C. Neste teste, o chorume n3o foi autoclavado
antes da inoculacao, e foram ensaiadas as Linhagens 74, 100, 108, 184, 203
e 254.

Apds este 4 primeiros testes, o volume de chorume foi alterado para 500 mL,
utilizando-se Erlenmeyers de 1000 mL, para melhorar o crescimento dos
microrganismos. Este aumento no volume com consequiente aumento de indculo
visou uma maior degradagao do chorume. Os outros 4 experimentos estdo
descritos abaixo:

- Expenmento V - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers contendo
500 mL de chorume puro, sem autoclavar, com adi¢do de glicose (0,5%). Os
frascos foram incubados sob agitacado de 150 rpm, em agitador mecanico, a
30 °C.

- Expenimento VI - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers contendo
500 mL de chorume puro, sem autoclavar, com adigao de sacarose (0,5%). Os
frascos foram incubados sob agitacado de 150 rpm, em agitador mecanico, a
30 °C.

- Experimento VIl - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers
contendo 500 mL de chorume puro, sem autoclavar, com adi¢cdo de sacarose
(0,5%) e extrato de leveduras (0,1%). Os frascos foram incubados sob
agitagdo de 150 rpm, em agitador mecanico, a 30 °C.

- Experimento VIII - Crescimento dos microrganismos em Erlenmeyers
contendo 500 mL de chorume puro, sem autoclavar, com adigcdo de avicel
UNICAMP
” BiIBRLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE
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(0,5%). Os frascos foram incubados sob agitagcdo de 150 rpm, em agitador

mecanico, a 30 °C.

Em todos os experimentos anteriores, aliquotas de 50 mL foram retiradas a

cada 6 dias, assepticamente, para a realizagdo dos diversos testes. As condicbes

dos oito experimentos realizados podem ser visualizadas na Tabela 7. O controle

branco utilizado para cada experimento consistia no chorume tratado dentro das

condicOes de cada experimento, sem a inoculagdo dos microrganismos. As

determinacGes de redugao de DQO, pH e fenol foram realizadas uma vez, no inicio

dos experimentos, no tempo zero (0), para servirem como controle testemunha.

Tabela 7: Condigbes utilizadas nos oito experimentos de degradagao.

Teste Autoclavagem Adigdode Adi¢dode Agitagao Temperatura Quantidade
Nutrientes Avicel de chorume
(rpm) (°C)
(%) (%) (mL)
1 Sim Nzo _ 150 30 50
2 Nao Nzo _ 150 30 50
3 Sim G (0,5) _ 150 30 50
EL (0,1)
4 Nao G (0,5) _ 150 30 50
EL (0,1)
5 N&o G (0,5) _ 150 30 500
6 Nao S (0,5) _ 150 30 500
7 N&o S (0,5) N 150 30 500
EL (0,1)
8 Nao Nzo 0,5 150 30 500
G = Glicose EL = Extrato de Leveduras S = Sacarose

A partir do sobrenadante destes 8 experimentos foram realizados os

seguintes passos: determinacdo de massa seca, pH, enzimas ligninoliticas,

descoloragdo do chorume, degradagdo de fenol, e quantificacdo da demanda

quimica de oxigénio (DQO).
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3.5.1.1. Obtencao de filtrados, determinacdo da massa seca e pH

Os caldos contendo todas as culturas utilizadas no teste de descolorizacdo do
chorume foram centrifugados a 17000 rpm por 15 minutos a 4°C para a obtencéo do
sobrenadante, ou caldo enzimatico.

As amostras foram filtradas e entdo foi realizada a determinacéo da massa
seca. O crescimento da massa celular seca foi acompanhado durante a realizacdo
dos experimentos.

O pH dos sobrenadantes foi acompanhado por potenciometria e todos os
sobrenadantes foram submetidos a testes posteriores.

3.5.1.2. Determinacdes enzimaticas

e Lignina Peroxidase: Esta atividade foi determinada pela oxidagdo do alcool

veratrilico (€310 = 9.300 L/M x cm). A reagdo é iniciada pela adicdo de H,O, e o
aparecimento do aldeido veratrilico € determinado pela leitura da absorbancia a

310 nm. Esta atividade foi expressa em UI/L por minuto.

e Manganés Peroxidase: Esta atividade foi quantificada através da oxidagdo do
vermelho de fenol (ges10 = 4.460 L/M x cm), na presenca de manganés e peroxido de
hidrogénio. A absorbancia € lida a 610 nm. Na preparagdo do branco, o
sobrenadante é tratado a 100°C, durante 15 minutos. A atividade foi expressa por
UI/L por minuto.

o Peroxidases: Esta atividade foi determinada na presenca de H>O> exdgeno no
meio de reacdo. Para o branco, € utilizado o caldo aquecido a 100°C / 15 min. A
oxidacdo da siringaldazine até sua forma quinona € acompanhada durante 10
minutos a 525 nm (esps = 65.000 L/M x cm.). A atividade foi expressa em UI/L por

minuto

Foram realizadas, durante o estudo da biodegradacao de compostos do
chorume, determinagbes em triplicata da atividade das enzimas ligninoliticas: lignina
peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP), e peroxidases (Per.) para todas as
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linhagens testadas nos experimentos | a VI, utilizando os sobrenadantes dos
mesmos.

Na Tabela 8 estdo representados os protocolos para a analise das enzimas
LiP, MnP e Peroxidases.

Tabela 8: Procedimentos para determinacéo das enzimas Lignina-Peroxidase (LiP),
Manganés-Peroxidase (MnP) e Peroxidases (Per).

LiP (310 nm) MnP (610 nm) Peroxidases (525 nm)

Colocar em uma cubeta de leitura: Colocar em uma cubeta de leitura:

Colocar em uma cubeta de leitura:
0,2 mL de alcool veratrilico 2,0 mM

0,1 mL de lactato de sédio 0,25 M
em tamp3o tartarato de sédio 0,4

0,2 mL de tampao citrato-fosfato
+ 0,05M,pH5,0
M, pH 3,0. 0,05 mL de sulfato de manganés 2,0 it
+ mM 0,6 mL do sobrenadante da cultura
0,6 mL do sobrenadante da cultura + +
+ 0,2 mL de albumina bovina 0,5 % 0,1 mL de siringaldazina 1,0 mM em
0,2 mL de H:O; 2,0 mM + etanol
0,5 mL do sobrenadante da cultura +
¢ + 0,1 mL de H202 2,0 mM
0,05 mL de H2022,0 mM em
Agitar

tampd&o succinato de sodio 0,2 M,

pH 4,5 ¢
¢ +

Agitar
0,1 mL de vermelho de fenol 0,1 %
Ler absorbéncia inicial e apés 10 em agua ¢
minutos.
¢ Ler absorbancia inicial e apos 10
minutos
Agitar

v

Ler absorbéancia inicial

v

Apos 5 minutos

v

Adicionar 0,04 mL de NaOH 2N

v

Ler absorbancia final.
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3.5.1.3. Degradacao de fendis

As determinacbes foram realizadas no chorume puro e nas amostras apds 30
dias de tratamento com o crescimento das linhagens, lembrando que foi utilizada
uma amostra de chorume para os experimentos | a IV (concentragdo de fenol = 1,94
mg/L) e outra amostra para os experimentos V a VIl (concentragédo de fenol = 1,68
mg/L). Estas amostras foram colhidas em datas diferentes, no mesmo ponto de
amostragem dentro do aterro sanitério.

3.5.1.4. Cromatografia gasosa

Nas amostras utilizadas neste trabalho, as analises cromatograficas foram
realizadas somente nos sobrenadantes dos experimentos IV e V, onde houve grande
atividade enzimatica e consideravel redugéo de DQO e fenol, como consequéncia do
melhor crescimento dos microrganismos durante a realizacdo dos mesmos. N&o
houve interesse em quantificar estes compostos, mas sim em obter uma analise
qualitativa dos mesmos.

Para a analise cromatografica foi utilizado um cromatografo a gas, marca
Shimadzu, modelo GC-14A, detector por ionizag@o de chama (FID) a 300°C e injetor
split/splitiess, coluna capilar polar Omegawax™ 320, marca Supelco, 30 m de
comprimento, 0,32 mm de diametro intemo e 0,25 um de espessura de filme, gas de
arraste hélio, 2,5 mL/min., integrador marca Shimadzu, modelo C-R4A Chromatopac.
O método foi adaptado de YASUHARA et al. (1997). Neste método utilizado como
referéncia, os compostos sofriam uma extrag@o por destilagéo a 60°C, mas o tipo de
extragdo foi mudado, utilizando-se extragdo quimica, com solventes.

As solugcbes padroes foram preparadas utilizando compostos puros de
qualidade cromatografica. Primeiramente foram feitas solugdes 10 ug L™ de cada
composto num volume total final de 25 mL. Estas solugbes sofreram uma extragao
simples com 25 mL de éter etilico/metanol. Os extratos foram secados em atmosfera
de Nitrogénio e cada solugdo foi submetida a cromatografia gasosa. Apods
determinagédo do tempo de retencdo dos padrées as solugdes padroes foram
misturadas e foi realizada uma nova extracdo e nova comrida cromatografica. As
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amostras de chorume sofreram o mesmo tipo de tratamento, mas em escala menor,
ou seja, cada 10 mL de chorume sofreu extragdo com 10 mL de éter etilico/metanol.
Para a realizag&o das corridas cromatograficas foram injetados 2 uL dos padrdes e

amostras.

Os compostos escolhidos como padrdo para a anélise cromatografica estéo
demonstrados na Figura 20. Todos sdo Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
(HAPs), e sdo faciimente encontrados em chorume, principalmente quando este é
coletado em aterros com contaminag&o por residuos industriais.

NAFTALENO ACENAFTENO FLUORENO FENANTRENO
=
L \
ANTRACENO FLUORANTENO PIRENO

CRISENO BENZO[a]PIRENO PERILENO

Figura 20: Férmulas estruturais dos compostos que compdem o padrio na analise do chorume por
cromatografia gasosa.
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3.6. IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS

A identfficacdo da linhagem bacteriana 254 foi realizada através de
microscopia otica, coloragdo de GRAM e vérios ensaios bioquimicos. Por outro lado,
as linhagens fungicas foram observadas em microscépio, utilizando a técnica do
microcultivo, que consiste em crescer o microrganismo num meio de cultivo em que o
microrganismo ja esteja adaptado, sob laminulas de vidro. Apds o crescimento esta
laminula foi retirada vagarosamente para que n&o houvesse destruicdo das
organelas e estruturas de reprodugdo dos fungos. Esta laminula foi colocada
cuidadosamente sobre uma gota de lactofenol azul de algodao e depositada numa
lamina de microscépio e entdo as estruturas do microrganismo foram observadas ao

MICroscopio.
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4.1. CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA DO CHORUME

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados obtidos das determinagdes de
pH, alcalinidade, temperatura, DBO, DQO, dureza, sodlidos, nitritos, nitratos,
nitrogénio amoniacal, fosforo, cloretos, sulfatos e fendis totais, cujos testes foram
realizados em quintuplicata, sendo apresentados somente a media dos resultados e
a faixa de variancia. Através da tabela sdo observadas algumas divergéncias entre
as duas caracterizacdes, principalmente nos testes de pH, DBO, DQO, dureza,
alcalinidade, nitritos, nitratos, fosforo e cloretos. As amostras de chorume foram
coletadas em cinco diferentes reservatérios e apresentaram pH proximo da
neutralidade, o que descarta a possibilidade de classificagao como chorume de fase
acidica, mas nao permite também sua classificacdo como de fase metanogénica.

A razao DBO/DQO ficou préxima de 0,55 o que caracteriza que o chorume
estd um pouco mais préximo da fase acidica (chorume novo), porém ainda em
transicdo da fase acidica para a metanogénica (chorume velho). Se esta razéo se
apresentasse proxima de 1, o chorume seria caracteristico de fase acidica, enquanto
que se a razdo fosse mais proxima de O (zero), o chorume ja estaria com
caracteristicas de fase metanogénica. A fase metanogénica em aterro ndo acelerado
dura 40 anos, portanto o tratamento biolégico ainda seria aconselhado neste caso.

CHIANG et al. (1995) encontraram valores de pH proximos de 8,7 em dois
locais do mesmo atero em Taiwan. Estes valores encontram-se proximos ao
encontrado para o chorume deste trabalho, em uma das determinacdes posteriores.
MEJU (2000) comparou os resultados encontrados de pH em chorume de aterros da
Inglaterra (6,2 a 7,4), Alemanha (6,1 a 8,0), Estados Unidos (3,7 a 8,5), Finlandia (3,0
a 8,0) e Brasil (6,05 a 7,51). Conforme estes dados, pode-se verificar as grandes

variagdes regionais da composi¢do do chorume.

Ainda sobre os valores encontrados de pH, MARTIN et al. (1999), em trabalho
desenvolvido no Alabama/USA, relataram valores de pH variando de 6,7 a 7,1 , muito
proximos da neutralidade. Ja no Brasil, CASTILHOS Jr, (1991) registrou valores de
pH variando de 3,7 a 8,5.
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Tabela 9: Média e faixa de variancia de valores de parametros fisico-quimicos do chorume nos

tanques de coleta, em duas coletas diferentes.

Tanques de Coleta

12 Caracterizacao 27 Caracterizagcao
(verao) (inverno)

Parametro Média Faixa de Média Faixa de

varidncia variancia
pH 6,98 6,67 -7,32 6,05 6,02-6,13
Alcalinidade (mg/L) 683 625 - 732 938 920 - 950
Temperatura (°C) 20,2 19,5-20,7 18,7 18,3-19,3
DBO (mglL) 629 601-653 1107 1092 - 1118
DQO (mg/L) 1126 930 - 1203 2061 1564 — 2464
Dureza (mg/L) 2558 225 -293 337 317 - 353
Sélidos Totais (mg/L) 15,97 14,99 - 16,76 6,69 6,29-7,17
Solidos Suspensos (mg/L) . 1987 10,13 - 16,68 0,69 0,59-1,0
Sélidos Dissolvidos (mgiL) 5,59 522-62 573 571-577
Nitritos (mg/L) 35,8 18,0-57,0 28 1,0-40
Nitratos (mg/L) 26 20-30 6,46 50-72
Nitrogénio Kjeldhal (mg/L) 1030 952 - 1076 317 312-320
Fosforo (mg/L) 19,88 17,3-21,8 24 1,5-3,0
Cloretos (mg/L) 2384 2180 - 2540 632 560 — 680
Sulfatos (mg/L) 38,34 352-403 40,0 20,0-55,0
Fendis Totais (mg/L) 2,26 1,83-368 1,64 1,53-174

A quantidade de nitrito obtida denota grande atividade de oxidacdo de

compostos de nitrogénio, bem como da redug&o de nitrato, o que demonstra uma

intensa atividade microbiana no chorume formado.
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A presenca de formas oxidadas de nitrogénio no chorume, como o nitrato,
indicam que esta havendo nitrificacdo da amonia. As baixas concentracées de nitrito
(35,8 mg/L) e nitrato (2,6 mg/L) em relacdo a amonia (1030 mg/L) apds a primeira
caracterizacdo, de ver&o, indicam que o oxigénio estd pouco disponivel para as
bactérias nitrificantes e que existe uma persisténcia de condicdes anaerdbias e
potencial redox negativo. Ja na segunda caracterizacdo, de inverno, os resultados de
nitritos e nitratos (2,8 e 6,46 mg/L, respectivamente) em relagdo a amonia (317 mg/L)

denotam estagio mais avangado na decomposicéo dos compostos nitrogenados.

A amonia € a forma inorganica mais reduzida de nitrogénio e inclui a aménia
dissolvida ou aquosa e o ion aménio. Esta fase aquosa varia em fungéo do pH e
temperatura do chorume. Sua produgéao é bastante afetada por processos biolégicos
podendo transformar-se em compostos de nitrogénio mais toxicos, como o nitrato
(REITZEL et al., 1992).

Confrontando-se a primeira caracterizagdo com a segunda (Tabela 9), pode-
se observar que a amostra analisada na primeira caracterizagao apresentou valores
mais baixos de DQO e DBO, bem como valores mais altos de cloretos, fésforo e pH.
Isso pode estar indicando grau de degradacao maior, ou seja, esta amostra ja estaria
bastante degradada em seu sitio de origem, talvez pelo maior calor da estagao
climatica em comparagdo com a amostra da segunda caracterizacdo, o que teria
favorecido o crescimento e a multiplicagao dos microrganismos. Por outro lado, o
inverno no ano da caracterizagao foi uma estacido bastante atipica, com altos indices
pluviométricos, o que pode ter diluido o chorume, constituindo uma explicacéo mais
provavel para estes resultados apresentados na Tabela 9.

4.2. ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Foram isoladas 323 linhagens de microrganismos, entre bactérias, fungos e
leveduras, com maior predominio de bactérias do tipo bacilos Gram-positivos, Gram-
negativos e leveduras; e, em menor quantidade, os fungos. Dentre todos os
isolados, a grande maioria foi de microrganismos aerobicos.
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4.3. TRIAGEM DE MICRORGANISMOS COM POTENCIAL DE DEGRADAGCAO DE
COMPOSTOS TOXICOS

Apds a andlise destes resultados, das 323 linhagens testadas, 13 linhagens

apresentaram crescimento o6timo frente aos compostos em estudo, sendo 12

linhagens flungicas e uma bacteriana, e foram previamente selecionadas para

continuacao dos experimentos. Na tabela 10 sdo mostrados os microrganismos

resistentes aos trés compostos em estudo.

Tabela 10 : Teste de resisténcia dos microrganismos que resistiram simultaneamente ao fenol,

catecol e pirazole.

Linhagens Tipo de Temperatura de Condi¢do de Incubacéo
microrganismo  incubac¢ao (°C)
74 Fungo 30 Aerobia
96 Fungo 30 Aerobia
100 Fungo 30 Aerobia
108 Fungo 30 Aerobia
184 Fungo 37 Aerobia
186 Fungo 37 Aerobia
202 Fungo ar Aerdbia
203 Fungo 37 Aerobia
254 Bactéria 30 Microaerofilica
264 Fungo 30 Microaerofilica
268 Fungo 30 Microaerofilica
268 Fungo 30 Microaerofilica
269 Fungo 30 Microaerofilica

Algumas fotos referentes a este experimento podem ser vistas nas Figuras 21,

22¢e 23

Na Figura 21 pode-se verificar que o Fungo 251 foi inibido, nao conseguindo

crescer frente ao fenol, e, portanto, o halo de inibicdo foi formado. Ja o Fungo 79

conseguiu crescer sem dificuldade sobre os discos de agar contendo fenol,
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englobando estes discos em seu micélio, demonstrando assim um valioso poder de

resisténcia frente aos fenais.

FENOL

FENOL

Figura 21: Crescimento das Linhagens 251(sensivel) e 79 (resistente), em meio PDA,

com deposigéo de fenol.

A Linhagem Fungica 265 (Figura 22) apresentou o halo de inibicéo e por este
motivo foi abandonada. Na mesma Figura observa-se que a Linhagem 254 € uma
das poucas linhagens bacterianas que apresentou sucesso nos ensaios preliminares
de degradagdo de compostos toxicos, neste caso o pirazole, e por esse motivo

especial mereceu destaque e observagao mais detalhada.

FIRAZOLE

Figura 22: Crescimento das Linhagens 265 (sensivel) e 254 (resistente), em meio PDA,
com deposi¢éo de pirazole.

R’
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Outro exemplo pode ser observado na figura 23. Os microrganismos 178 e
248 apresentaram caracteristicas de crescimento diversas, na presenca de catecol.
A linhagem 178 apresentou sensibilidade ao catecol enquanto a linhagem 248 foi
resistente.

CATECOL

CATECOL

Figura 23: Crescimento das Linhagens 178 (sensivel) e 248 (resistente), em meio PDA,

com deposicéo de catecol.

Apos a realizagdo deste experimento foi possivel observar quais as linhagens
que apresentaram maior potencial de biodegradagao e, aliando-se estes resultados
com os de degradacéo de lignina, apresentados na Tabela 11, foram selecionados
microrganismos com capacidade de realizar a biodegradagao do chorume.

4.4. BIODEGRADAGAO DE LIGNINA E COMPOSTOS POLUENTES DO
CHORUME.

4.4.1. Crescimento das linhagens isoladas. em lignina

As 323 linhagens isoladas na primeira etapa deste trabalho foram testadas
quanto ao seu crescimento em Erlenmeyers contendo casca de aroz e agua
destilada; ou fibra de trigo e agua destilada. Das 323 linhagens, foram selecionadas

44 com maior quantidade de crescimento mensuravel visuaimente, e entao
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foram crescidas novamente nos mesmos substratos, porém, com a quantificagéo

posterior da degradac&o de lignina.

A Figura 24 mostra o controle abiético e as Linhagens 74, 100, 108, 184 e 203
crescendo nos substratos testados. A lignina residual foi determinada como sendo a
parte do substrato ndo soluvel apos tratamento com HCI e H,SO4s. A perda de
matéria organica foi calculada pela diferenga entre o peso seco das amostras no
inicio e no final da incubag&o, utilizando-se controles abioticos.

Este foi um experimento bastante demorado, por se tratar de grande
guantidade de amostras crescendo em intervalos de tempo de 60 dias e em triplicata.

Figura 24: Controle branco (a), Linhagem 74 (b), Linhagem 100 (c), linhagem 108 (d), Linhagem 184
(e) e Linhagem 203 (f) em Erlenmeyer contendo casca de arroz e agua destilada, ap6s 60 dias em

estufa a 30°C, ambiente aerdbio.
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Como resultado destes experimentos, pode-se observar que entre as 44
linhagens selecionadas para este teste, as que apresentaram melhor crescimento
visual nos Erlenmeyers, apresentaram também uma grande capacidade em diminuir
o teor de lignina dos substratos analisados (Tabela 11). Comparativamente, as
maiores taxas de degradacéo de lignina ocorreram quando 0 microrganismo cresceu
sobre o substrato fibra de trigo. Do total de linhagens analisadas, 15 apresentaram
melhor atividade ligninolitica, e estdo apresentadas na Tabela 11. Estéo realgadas
em cinza as 15 linhagens com melhor atividade ligninolitica.

Tabela 11: Média da porcentagem de perda de matéria orgénica (PMO) e da perda de lignina (% do
total de lignina sobre o peso seco), de palha de arroz e fibra de trigo em fermentacéo sélida (90 dias ,

30 - 37°C) de 44 linhagens selecionadas do chorume.

Microrganismos PMO (%) Perda de Lignina (%)
Casca de Fibra de Trigo Casca de Fibra de Trigo
Arroz i
Fusarium sp. 226 27.9 26.9 20.7
Candida tropicalis 7.92 8.4 1.7 16.3
Pleurotus sp. 18.5 16.7 224 18.4
P. chrysosporium 18.0 16.5 237 20.2
42 (F) 276 335 305 386
70 (F) 286 28.0 338 35.0
73 (F) 249 275 305 316
74 (F) 2395 27.0 3186 33.9
79 (F) 10.9 124 139 18.9
80 (F) 16.2 13.7 18.7 17:7
82 (F) 26.2 315 304 324
83 (F) 141 19.3 16.5 232
84 (F) 7.9 13.8 10.7 14.5
88 (F) 247 305 33.9 3386
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Continuacéo...

92 (F) 56 79 8.9 10.5
96 (F) 8.1 8.0 8.3 117
97 (F) 202 272 267 308
100 (F) 258 277 292 33.7
102 (B) 9.8 10.7 13.8 16.5
108 (F) 257 349 316 39.4
159 (B) 8.9 10.7 13.7 15.8
178 (F) 8.0 106 15.9 142
179 (F) 274 315 347 38.1
182 (F) 8.4 17.9 172 20.0
183 (F) 9.1 137 15.7 16.8
184 (F) 292 374 353 399
185 (F) 3.9 46 6.5 8.8
186 (F) 6.9 72 104 13.1
187 (F) 255 29.7 292 343
202 (F) 10.0 12.3 16.3 147
203 (F) 298 35.7 336 398
210 (B) 6.9 8.3 10.8 10.5
235 (B) 123 155 135 17.3
238 (B) 9.1 10.7 10.7 17,7
242 (B) 95 103 12.8 16.8
251 (B) 101 117 13.1 17.8
254 (B) 4.8 5.7 6.6 10.1
259 (B) 109 6.9 12.8 10.3
264 (F) 10.2 13.7 134 18.7
265 (F) 122 139 176 18.3
266 (F) 10.0 14.5 15.9 217
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Continuacao...

270 (F) 291 383 317 36.2
289 (B) 145 18.4 206 237
306 (F) 24 61 28.8 308 36.3

F=FUNGO B=BACTERIA

Confrontando-se estes dados obtidos dos experimentos de degradagdo de
lignina com os dados obtidos do experimento de resisténcia aos poluentes (Tabela
10), verificou-se que existem cinco linhagens eficientes nos dois testes. Na Tabela 12
(pagina 87) estes resultados podem ser melhor visualizados. Destacadas em cinza
est&do as linhagens eficientes nos dois experimentos.

Alem das Linhagens 74, 100, 108, 184 e 203, a Linhagem bacteriana 254
continuou sendo estudada, por ser a unica linhagem bacteriana com alta resisténcia
aos compostos toxicos: fenol, catecol e pirazole. Estes seis microrganismos foram
utilizados na degradac&o do chorume durante a realizagao dos testes | a |V.

4.4.2. Estudo da descolorizacao do chorume

Apos a realizagado dos experimentos |, Il, lll e 1V, as Linhagens 74, 100, 108, 184,
203 e 254 apresentaram certa dificuldade para crescer, quando o chorume foi
utiizado como substrato sem a adicao dos nutrientes (glicose - 0,5% e extrato de
leveduras - 0,1%) ou quando o chorume foi autoclavado. A descolorizag&o pode ser
visualizada em todos os graficos como uma curva menor de espectro em relacéo
aquela obtida na leitura do controle branco, ou seja, sem inoculo. Como a cada seis
dias em um periodo de 30 dias foram retiradas aliquotas, existem 5 curvas de
espectro para cada linhagem testada, em cada experimento mais a curva do
controle. A diminuicdo do espectro em relacao ac controle branco mostra que os
componentes do chorume podem estar sendo consumidos ou degradados, e por
esse motivo ndo sdo detectados na espectroscopia de absorgdo. Dessa forma,
desenham-se curvas diferentes daquelas obtidas do chorume sem crescimento, que

apresenta maior absorgao.
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Tabela 12: Linhagens selecionadas resistentes a fenol, pirazole e catecol e degradadoras de lignina.

Microrganismos Resisténcia a Poluentes  Degradagédo de Lignina

42 (F) 0 X
70 (F) 0 X
73 (F) 0 %
74 (F) % X
82 (F) 0 X
88 (F) 0 ¢
96 (F) X 0
97 (F) 0 X
100 (F) X X
108 (F) X X
179 (F) 0 X
184 (F) . 5
186 (F) & ?
187 (F) 0 %
202 (F) 3 0
203 (F) A i
254 (B) 5 0
264 (F) A 0
266 (F) & 2
268 (F) . 0
269 (F) & ¥
270 (F) e &
306 (F) 0 -

F=FUNGO B=BACTERIA

Os resultados foram apresentados em forma de graficos, e somente as

linhagens que se destacaram dentro de cada experimento foram mostradas.
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Estes resultados de descolorizagdo podem ser vistos nas Figuras 25
(Experimento 1), 26 (Experimento 1), 27 (Experimento 1), 28 e 29 (Experimento V),
30 e 31 (Experimento V), 32 (Experimento VI), 33 (Experimento 7) e 34 (Experimento
VIII). Os experimentos Il e IV apresentaram melhores resultados de descolorizagéo.
Isso pode ser explicado, pois nestes experimentos houve a adicdo de nutrientes, o
que aumentou o crescimento microbiano. Nos outros testes o crescimento foi bem
menor.

No experimento | ndo houve grandes mudancas em relagdo ao espectro de
absorcdo do controle. Todas as linhagens cresceram pouco, indicando que o
chorume autoclavado n&o é um bom substrato para crescimento microbiano. Apés a
autoclavagem, o chorume tem alguns de seus componentes “coagulados”, o que
impede o acesso dos microrganismos para sua degradagdo. Na Figura 25, a
Linhagem 74 apresenta as curvas de degradacdo semelhantes aos outros
microrganismos no mesmo experimento. Nota-se a pouca diferenga entre as curvas,
0 que indica que a amostra de chorume nado estd sofrendo grandes mudancas pela
acao dos microrganismos. A falta de adicao de nutrientes parece também ter
colaborado para esse resultado insatisfatério.

. .
25 1 | — Controle]
§ 7 - ) | —— 6 dias
> ' -12 di
Easl | \
2 r —— 18 dias
S 9 : i ! -
=< _ | — 24 dias |
0,5 + — N f —— 30 dias |
0 1 - TR W A
= 2 8 3 8
cd o <p)} [ap] =t = LN

Comprimento de Onda (nm)

Figura 25: Espectroscopia de absorcéo de sobrenadante da cultura da Linhagem 74, durante a
realizacdo do experimento |.
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Como resultados do experimento |l, a Linhagem 184 (Figura 26) foi a que mais
se destacou. As curvas de espectro estdo abaixo da curva do controle. Neste caso
(experimento 1) o chorume nao foi autoclavado. O acesso dos microrganismos aos
componentes do chorume foi favorecido, o que pode explicar essa melhora da
biodegradagdo. Além disso, por n&o ser autoclavado, o0s microrganismos
naturalmente presentes no chorume atuaram num consorcio juntamente com a
linhagem em teste. Os microrganismos ja adaptados ao chorume podem ter

interferido no crescimento dos microrganismos em teste.
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g 8 8 8 &8 g B8

Comprimento de Onda (nm)

Figura 26: Espectroscopia de absorgéo de sobrenadante da cultura da Linhagem 184, durante a

realizacéo do experimento Il.

Na Figura 27, novamente a Linhagem 184 é mostrada. Esta Linhagem
mostrou melhor desempenho na degradacéo dos compostos do chorume, durante a
realizacdo do experimento lII, atingindo um maximo de degradagéo de compostos da
ordem de 29,6% . Neste experimento o chorume foi autoclavado. Era de se esperar
que o crescimento fosse menor, mas como foram adicionados nutrientes (glicose

0,5% e extrato de leveduras 0,1%), estes parecem ter favorecido o crescimento da

Linhagem 184.
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Figura 27: Espectroscopia de absor¢&o de sobrenadante da cultura da Linhagem 184, durante a

realizacéo do experimento lIl.

Quanto ao experimento IV, as Linhagens 100 e 184 apresentaram os

melhores resultados (Figuras 28 e 29). Neste experimento, o chorume ndo foi

autoclavado e houve a adig¢&o de nutrientes. Nota-se, com o passar do tempo, que as

curvas que representam o espectro de absor¢do do chorume apresentam diminuigao

consideravel, o que indica que a amostra estd sofrendo mudancas em sua

composicdo, sendo alguns compostos degradados pelas enzimas ou ataque

microbiano direto.

Quando se compara as duas Linhagens (100 e 184) num mesmo experimento,
a diferenca e facilmente observada (Figuras 28 e 29), e a Linhagem 184 apresenta
vantagens sobre a Linhagem 100, pelo menos no que diz respeito a diminuigdo da

cor da amostra de chorume.
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Absorbancia

Comprimento de Onda (nm)
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Figura 28: Espectroscopia de absorgdo de sobrenadante da cultura da Linhagem 100, durante a

realizacéo do experimento IV.
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Figura 29: Espectroscopia de absorcéo de sobrenadante da cultura da Linhagem 184, durante a

realizacédo do experimento IV.

As figuras 30 e 31 apresentam os resultados de crescimento das melhores

Linhagens (108 e 184) apds a realizagéo do experimento V. De acordo com essas

Figuras, a Linhagem 184 revela-se novamente com melhor capacidade degradativa,
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diminuindo os compostos que poderiam ser detectados na espectroscopia de

absorcao.
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Figura 30: Espectroscopia de absorgdo do chorume apos crescimento da Linhagem 108, durante a

realizacéo do experimento V.
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Figura 31: Espectroscopia de absorgéo do chorume apos crescimento da Linhagem 184, durante a
realizac@o do experimento V.

A utilizacdo de sacarose e avicel como fontes de carbono ndo melhoraram o
crescimento das linhagens como se esperava € 0 que Sé€ pode observar é a
formacao de curvas muito parecidas entre as aliquotas retiradas a cada 6 dias e a
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amostra de chorume. O crescimento microbiano foi bem menor, o que impediu ou

dificultou a sintese de enzimas microbianas responsaveis pela degradacdo do
chorume (Figuras 32, 33 e 34).
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Figura 32: Espectroscopia de absor¢do do chorume apés crescimento da Linhagem 100, durante a

realizacéo do experimento VI.
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Figura 33: Espectroscopia de absor¢&o do chorume apés crescimento da Linhagem 100, durante a
realizacéo do experimento VII.
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Figura 34: Espectroscopia de absorg&o do chorume apés crescimento da Linhagem 184, durante a

realizacdo do experimento VIII.

Num aspecto geral, pode-se concluir apés a realizagdo dos
experimentos de espectroscopia de absor¢éo que as linhagens que apresentaram
melhor descolorizagdo do chorume, de um modo geral, foram as Linhagens 74,100 e
principalmente a Linhagem 184. Esta Ultima sempre apresentou um crescimento

micelial maior que as outras.

4.5.3. Determinacdo da massa seca e pH

4.56.3.1. Massa seca

Como pode ser observado nas Figuras 35 a 42 a seguir, as linhagens que
apresentaram maior crescimento, nos diferentes experimentos, foram as linhagens
74, 100 e 184, sendo que esta Ultima mostrou-se bastante promissora quanto a
degradag&o do chorume. Dentre os experimentos realizados, aqueles em que houve

a adicao de nutrientes apresentaram maior crescimento microbiano.

94



Resultados

0,25 - e

g“; —— Linhagem 74 I.
g —m— Linhagem 100 I
. Linhagem 108 |
g I —3¢— Linhagem 184
Jd | 4@ Linhagem 203
g —e— Linhagem 254 |

Tempo (Dias)

Figura 35: Quantificagdo da massa seca das Linhagens 74,100,108, 184,203 e 254 durante a

realizagdo do experimento .
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Figura 36: Quantificagdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254 durante a
realizacéo do experimento IL.
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Figura 37: Quantificagdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254 durante a
realizacéo do experimento |ll.
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Figura 38: Quantificacdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254 durante a
realizagéo do experimento V.
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Figura 39: Quantificacdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108 e 184 durante a realiza¢éo do
experimento V.
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Figura 40: Quantificagdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108 e 184 durante a realizagédo do

experimento VI.
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Figura 41: Quantificacdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108 e 184 durante a realizacdo do
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Figura 42: Quantificagdo da massa seca das Linhagens 74, 100, 108 e 184 durante a realizagéo do

experimento VIII.
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A Linhagem 184 destaca-se das outras em todos os testes realizados. O
crescimento € bem maior em relagdo aos outros microrganismos, o gue mostra um
poder de adaptagdo bastante grande desta quando crescida em chorume,
adicionando ou nao nutrientes.

A massa celular seca foi maior nos experimentos: Ill, (Figura 37); IV, (Figura
38); V, (Figura 39); e, VI, (Figura 40) . Nestes experimentos houve adicdo de
nutrientes (glicose, sacarose e extrato de leveduras em propor¢ées variaveis), e o
chorume utilizado s foi autoclavado em uma das ocasides (experimento IlI, Figura
37).

4.4.3.2. pH

A determinagéo do pH também foi acompanhada durante o crescimento das
linhagens nos experimentos realizados, mas esta determinacéo ndo forneceu dados
conclusivos sobre o efeito do pH na degradacéo do chorume. Para cada nova andlise
eram coletadas novas amostras de chorume, pois a conservacdo do chorume é
bastante dificil, mesmo quando as amostras sdo congeladas. O chorume utilizado
nestes experimentos apresentou um pH alto, de 9,04 logo apds sua retirada dos
pocos, no aterro sanitario e € diferente daquele observado nas primeiras
caracterizagdes fisico-quimicas realizadas no inicio do desenvolvimento deste
projeto, o que mais uma vez nos mostra o quéo complexa € a formacéao do chorume
e dos varios elementos que o compdem. O que se percebe nas Figuras 43 a 50, é
que a Linhagem 184 novamente apresenta comportamento diferente das outras
(exceto nos experimentos V a VIl — Figuras 47 a 50), e durante o seu crescimento,
os valores de pH elevam-se, alcalinizando o meio de cultura. O mesmo pode ser
observado com outras linhagens (203 e 254), porém, em menor proporgao.

Nas Figuras 43 a 50 est&o apresentados os dados obtidos na determinacéo do
pH. O acompanhamento foi realizado por potenciometria.
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Figura 43: Variacdo do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254, no
experimento .
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Figura 44: Variagdo do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254, no

experimento |l.
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Figura 45: Variacé@o do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254, no

experimento ll.
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Figura 46: Variacéo do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108, 184, 203 e 254, no
experimento IV,
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Figura 47: Variacdo do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108 e 184, no experimento
V.
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Figura 48: Variacdo do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108 e 184, no experimento
VL.
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Figura 49: Variacao do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108 e 184, no experimento
VII.
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Figura 50: Variagéo do pH durante o crescimento das Linhagens 74, 100, 108 e 184, no experimento
VIl

Todos os graficos apresentam valores de pH altos. As linhagens em estudo

sd0, em sua maioria fungos (com exce¢do de uma Linhagem bacteriana, 254), e
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teriam predilecdo por ambientes que apresentassem pH préximo a neutralidade, ou
um pouco acido. Este ambiente alcalino propicia uma maior dificuldade para a
degradagdo dos compostos presentes nas amostras. Os microrganismos,
acostumados a valores de pH mais baixos, necessitam de adaptacdo a meios com
pH mais elevado. Uma tentativa de reduzir o pH antes da inoculacédo dos fungos
resultou num crescimento microbiano bem menor. Quando se alterou o pH por meio
de adicao de acidos, uma precipitagdo de compostos do chorume teve inicio. Quanto
mais acidos se adicionava (H2SOs 0,1N e HCI 0,1N), maior a quantidade de
precipitado se formava e o chorume, por sua vez, perdeu um pouco de sua cor. Os
compostos precipitados provavelmente sejam substancias humicas que induzem a
sintese de enzimas ligninoliticas e o ataque enzimatico ao substrato. Uma vez
precipitados, os acidos himicos ndo estdo mais disponiveis, e o ataque enzimatico
fica prejudicado. Os nutrientes e outros compostos quimicos também podem estar
adsorvidos aos acidos humicos e sua precipitagéo dificulta o ataque enzimatico.

4.5. DETERMINACAO DAS ENZIMAS LIGNINOLITICAS E QUANTIFICACAO DA
DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO})

Nas Figuras 51 a 54 sdo apresentados os resultados da determinacéo das
atividades enzimaticas de MnP, LiP e Peroxidases, e a variagdo da DQO obtidas a
partir do experimento | (chorume autoclavado e sem adig&o de nutrientes, agitacdo a
150 rpm e temperatura de 30 °C).

De um modo geral a producdo de enzimas foi pequena, com picos de
producé@o de LiP no meio e final dos crescimentos (18 e 24 dias). A producdo de
outras enzimas ndo apresentou significancia. Nestes experimentos, a Linhagem 74
foi a que apresentou melhor resultado aparente de remocédo da DQO, com maximo
de 16,9 % de remocéo. O tempo envolvido no experimento (30 dias) & pequeno para
se falar em remocgao efetiva da DQO.
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Figura 51: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento .
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Figura 52: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento |.
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Figura 53: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento I.
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Figura 54: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento .
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No experimento Il (chorume sem autoclavar, sem adigdo de nutrientes,
agitacédo a 150 rpm e temperatura de 30 °C), a producdo de enzimas também néo
apresentou resultados satisfatorios. Como pode ser visto nas Figuras 55 a 58, as
enzimas LiP e MnP predominam aos 18 e 24 dias para algumas linhagens, sendo
que, quando elas ocorreram (Linhagens 74 e 184), a variagdo da DQO pdde ser
visualizada, atingindo maximo de 38,1% de remog¢éo para a Linhagem 74 (Figura 55)
e 22,7 % para a Linhagem 184 (figura 58).
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Figura 55: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento Il.
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Figura 56: Variagéo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento Il
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Figura 57: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento II.
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Figura 58: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento II.

No experimento Il (chorume autoclavado, com adi¢éo de glicose — 0,5 % e
extrato de leveduras — 0,1 %, agitacdo de 150 rpm e temperatura de 30 °C) a
producéo de enzimas LiP e MnP apresentou bons resultados. Estdo demonstrados
0s picos de producgéo de LiP (17 Ul/L), Figura 60 e de MnP (4,9 UI/L), Figura 62. A
producao de LiP nao continuou a apresentar o mesmo perfil que vinha apresentando
e apareceu em quase todas as amostras (Figuras 59 e 60), com pico de producdo
maxima observado no 18 ° dia, para a Linhagem 100 (figura 60). A enzima MnP
novamente voltou a ocorrer no final dos experimentos (24 e 30 dias), e parece ter
atuacdo mais tardia que a LiP. Quanto a DQO, as Linhagens 100 e 184
apresentaram melhores resultados (36,8 % e 30,8 % de remocao respectivamente,
Figuras 60 e 62).
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Figura 59: Variagao da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento lIl.
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Figura 60: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-

Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento ll.
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Figura 61: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento llI.

1400 20

1200 g

= 1000 1158
> : * | | 23
E ™ . 110 B85
O 600 2 i S — E

o W - @

2 400 Z =45 g

200 4 8

0 . . g B

6 12 18 24 30

Tempo de Crescimento (Dias)

el DQO =s—MnP —&—LiP —®—Per |

Figura 62: Diminuicdo da DQO e sua rela¢édo com as atividades enzimaticas de Manganés-
Peroxidase (MnP), Lignina-Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184 no
experimento lll.
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Durante a realizacdo do experimento IV (chorume sem autoclavar, adicao de
glicose — 0,5% e extrato de leveduras — 0,1 %, agitacao de 150 rpm e temperatura de
30 °C), novamente, as Linhagens 100 e 184 mostraram-se melhores na produgao de

enzimas e abaixamento da DQO.

Os valores de reducdo da DQO foram os mais altos de todos os experimentos,
assim como a produgao de enzimas. A linhagem 100 apresentou um maximo de 17
UI/L de LiP, com uma reduco de 22,9 % nos valores de DQO (Figura 64). Ja as
Linhagens 108 (Figura 65) e 184 (Figura 66) apresentaram uma remocao da DQO,
com valores de 30,8 % e 51,8% respectivamente, sendo que a Linhagem 184
apresentou o mais alto indice de LiP (18 UI/L). Comparando-se os resultados,
observa-se que o chorume autoclavado dificulta a produgao de enzimas e até o
crescimento dos microrganismos, uma vez que a autoclavagem “coagula” compostos
do chorume, aumenta sua viscosidade e elimina microrganismos ja adaptados ao
chorume. Também pode estar ocorrendo grande numero de reagbes quimicas, de
forma que muitos compostos gerados nestas reagbes nao sao facimente

degradados.
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Figura 63: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento V.
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Figura 64: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento IV.
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Figura 65: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento IV,

113



Resultados e Discussoes

1400 20

o

= 1000 7 715 3
£ 800 : - V4 5
o 600 . 14 33

2 z

200 g

0 - =

6 12 18 24

Tempo de Crescimento (Dias)

| DQO =——MnP —8—LiP —@~— Per |

Figura 66: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento IV.

Nas Figuras 67 a 70 sdo mostrados os resultados obtidos pelas linhagens
durante a realizagao do experimento V (chorume sem autoclavar, adicdo de glicose
0,5%, agitag@o a 150 rpm e temperatura de 30 °C). A producdo enzimatica foi maior
para as Linhagens 100 e 184, sendo que a Linhagem 184 apresentou a maior
producao da enzima MnP, atingindo pico maximo de 21 Ul/L por volta do 18 ° dia. A
diminuicdo da DQO realizada por esta linhagem foi boa, atingindo o valor de 50,4 %
de degradacdo (Figura 70). As outras linhagens apresentaram resultados
insatisfatérios.
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Figura 67: Variagao da DQO e atividades enziméaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento V.
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Figura 68: Variacdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento V.
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Figura 69: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento V.
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Figura 70: Variacdo da DQO e atividades enziméticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento V.
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Durante a realizagéo do experimento VI (chorume sem autoclavar, adicédo de
sacarose - 0,5 %, agitagédo de 150 rpm e temperatura de 30 °C), somente a
Linhagem 108 (Figura 73) n&o apresentou resultados importantes. As Linhagens 74,
100 e 184 (figuras 71,72 e 74) apresentaram boa produgdo de enzimas,
principalmente LiP. Os valores de diminuicdo de DQO foram maiores para as
Linhagens 100 e 184 , com reducédo de 38,3 % e 36,6 %, respectivamente, porém
inferiores aos obtidos durante a realizagéo dos experimentos IV e V.
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Figura 71: Variagdo da DQO e atividades enziméaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento VI.
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Figura 72: Variagao da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento VI.
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Figura 73: Variacao da DQO e atividades enziméticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento V1.
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Figura 74: Variagao da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento VI.

Observando-se as Figuras do experimento VIl (chorume sem autoclavar,
adicao de sacarose — 0,5 % e extrato de leveduras — 0,1%, agitagdo de 150 rpm e
temperatura de 30 °C), pode-se ver que a producéo de enzimas durante a realizacao
deste experimento foi baixa, com excegéo da Linhagem 184, que apresentou pico
maximo de LiP, préximo de 12 UI/L. Esta Linhagem (Figura 78), juntamente com a
Linhagem 74 (Figura 75) foram as que apresentaram melhor redugéo da DQO nesta
serie de experimentos, embora bastante inferiores aos experimentos anteriores .
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Figura 75: Variacdao da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento VII.
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Figura 76: Variacido da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-

Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento VII.
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Figura 77: Variagao da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento VII.
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Figura 78: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento VII.
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Finalizando, o experimento VIII (chorume sem autoclavar, adicdo de avicel
0,5%, agitacéo de 150 rpm e temperatura de 30 °C) n&o apresentou bons resultados
de produgao de enzimas e de diminuigdo da DQO. O composto Avicel utilizado neste
experimento € um derivado da celulose de dificil degradacéo e parece ter atuado
negativamente, inibindo a producdo de enzimas pelas linhagens. Estes valores
baixos podem ser visualizados nas Figuras 79 a 82. Inicialmente esperava-se que os
valores de degradac&o fossem melhores com adigdo de avicel, por se tratar de um
indutor da produg&o de enzimas celuloliticas e ligninoliticas.
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Figura 79: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 74, no experimento VII.
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Figura 80: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 100, no experimento VIIl.

1400 52
1200 =}
= 1000 g
s | =
= 800 - =
S 600 &
& 400 -
200 g

0 =

[Sa]

Tempo de Crescimento (Dias)

s DQO' —A—MnP —@— LiP —@—Per |

Figura 81: Variagdo da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 108, no experimento VIil.
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Figura 82: Variagao da DQO e atividades enzimaticas de Manganés-Peroxidase (MnP), Lignina-
Peroxidase (LiP) e Peroxidases (Per) apresentadas pela Linhagem 184, no experimento VIII.

Com base nos resultados obtidos de reducéo da DQO foi elaborada a Tabela
13, onde s&o visualizados, de uma maneira global, os resultados da diminuicdo de
DQO obtidos apds o crescimentos das linhagens nos experimentos | a VIll. As
marcagoes em cinza na tabela apresentam os melhores resultados e as linhagens
responsaveis pela diminuicdo da DQO. Nos casos em que o chorume nio foi

autoclavado existe a cooperagao das linhagens ja adaptadas ao chorume.

Os melhores resultados de remogéo da DQO foram obtidos nos experimentos
IV e V, com porcentagens de remogao de 51,8 % e 50,4 %, respectivamente. Outra
linhagem (Linhagem 100 — experimentos Ill e VI) também apresentou bons
resultados, da ordem de 36,8 % e 38,3 %, respectivamente.
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Tabela 13: Porcentagens de redugdo da DQO pelas Linhagens 74, 100, 108 e 184.

Experimento Linhagem Diminuigdo da DQO (%)
1 74 16.9
100 15.3
108 9.23
184 9.23
5 74 38.1
100 11.5
108 7.38
184 22.7
3 74 4.51
100 36.8
108 21.0
184 30.8
4 74 6.01
100 22.9
108 30.8
184 51.8
5 74 12.8
100 136
108 18.4
184 50.4
5 74 20.0
100 38.3
108 17.5
184 36.6
7 74 15.7
100 6.7
108 6.7
184 155
8 74 36
100 40
108 6.4
184 12.9

4.5. DEGRADAGAO DE FENOL

As determinagdes foram realizadas no chorume puro e nas amostras apés 30
dias de tratamento com o crescimento das linhagens, lembrando que foi utilizada
uma amostra de chorume para os experimentos [ a IV (concentragcao de fenol = 1,94
mg/L) e outra amostra para os experimentos V a VIII (concentragdo de fenol = 1,68
mg/L). A Tabela 14 a seguir apresenta os resultados de porcentagem de degradacdo
obtidos apos a realizagédo do método. Novamente as marcagdes em cinza na tabela
apresentam os melhores resultados e as linhagens responsaveis.
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Tabela 14: Degradagao de fenol obtida apds os experimentos realizados com as linhagens n°74, 100,

108 e 184,
Experimento Linhagem Degradacdo de Fenol (%)
1 74 13.7
100 12.9
108 10.7
184 E g
2 74 259
100 207
108 18.3
184 207
3 74 8.5
100 39.4
108 230
184 357
4 74 8.9
100 50.1
108 457
184 72.9
5 74 185
100 207
108 18.3
184 637
6 74 378
100 256
108 207
184 38.7
- 74 232
100 18.9
108 75
184 10.3
8 74 137
100 157
108 12.8
184 10.0

As linhagens que apresentaram melhor degradacéo do fenol séo coincidentes
com as que atingiram uma remog¢ao aparente da DQO, no experimento anterior
(Tabela 13). A Linhagem 184, nos experimentos IV e V, foi a que apresentou
melhores resultados de degradagao do fenol, com picos de 72,9 % e 63,7 %,
respectivamente.

4.6. CROMATOGRAFIA GASOSA

Na Figura 83 esta representado o cromatograma dos padroes adotados para a
analise de toxicidade do chorume.

126



Resultados e Discussées

Resposta
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Tempo (min.)

Compostos: 1) Naftaleno, 2) Acenafteno, 3) Fluoreno, 4) Fenantreno, 5) Antraceno, 6) Fluoranteno,

7) Pireno, 8) Criseno, 9) Benzo[a]pireno e 10) Perileno.

Figura 83: Cromatograma dos padrées de Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs).

Apos a determinag&o do tempo de retengdo dos compostos do padrdo, as
amostras de chorume puro, e das Linhagens 74, 100, 108 e 184 apds crescimento

nos experimentos IV e V foram submetidas as andlises cromatograficas. Os

cromatogramas obtidos foram comparados com o cromatograma da amostra de

chorume puro. A Figura 84 (amostra de chorume puro) o chorume apresentou uma

variedade de picos, o que vem confirmar sua heterogeneidade e dificuldade de

identificac&o de todos os picos.
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Figura 84: Cromatograma da amostra de chorume puro, sem tratamento.

Nesta amostra de chorume puro (Figura 84) ndo foi detectado o composto
acenafteno, mas os picos de naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno, criseno, benzo[alpireno e perileno foram encontrados, em diferentes
quantidades. A identificacdo teve como base somente a comparag&o dos tempos de
retencdo dos picos das amostras com os picos dos padrdes. Para total certeza dos

resultados e identificag@o correta dos picos, outras técnicas mais detalhadas teriam
que ser realizadas.

Na Figura 85 esta representado o cromatograma dos picos obtidos da analise
da amostra de chorume apds degradagdo pela Linhagem 100, no experimento V.
Comparando-o com o cromatograma da amostra de chorume puro (Figura 84) nota-

se consideravel reducdo do numero de picos. Foram encontrados compostos em
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comum com a amostra de chorume puro. Os compostos 4 (fenantreno) e 7 (pireno)
nao apareceram neste cromatograma, o que pode indicar que houve total
degradagcédo dos mesmos. Ja os outros compostos apresentaram-se numa menor
concentragcdo, o que também denota que houve degradagéo geral de todos os

compostos do chorume.
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8) Criseno, 9) Benzola]pireno e 10) Perileno.

Figura 85: Cromatograma do chorume apés degradac&o pela linhagem 100, experimento IV.

Apos a realizagdo do experimento V, a Linhagem 100 continuou apresentando
bons resultados de degradacdo, porém nota-se que se forem comparados o0s
resultados dos cromatogramas obtidos pela linhagem, a redugéo dos picos foi mais
significativa no experimento IV. Neste experimento, a reducdo da DQO foi maior,
como foi melhor também a producéo de enzimas ligninoliticas (Figura 86).
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Figura 86: Cromatograma do chorume ap6s degradagéo pela linhagem 100, experimento V.

Neste cromatograma (Figura 86), nota-se que o composto pireno nao foi
detectado novamente. Acredita-se que a Linhagem 100 tenha conseguido degradar

totalmente o pireno.

Mais significativo € o comportamento da linhagem 184. Esta linhagem (um
fungo deuteromiceto — Aspergillus sp.) apresentou bons resultados de remogao da
DQO, degradacdo de fenol, degradagéo de compostos toxicos, producgao de enzimas
ligninoliticas, e todas estas caracteristicas levaram a degradacao parcial da maioria
dos compostos que sdo encontrados no chorume puro. Nas Figuras 87 e 88
(Experimentos IV e V, respectivamente), nota-se a grande diferenca dos
cromatogramas em relagdo ao cromatograma da amostra de chorume puro (Figura
84), uma vez que a maioria dos picos desapareceram Ou diminuiram de tamanho,

denotando grande atividade de degradagao.
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Figura 87: Cromatograma do chorume apés degradacdo pela Linhagem 184, experimento IV.

Compostos: 1) Naftaleno, 4) Fenantreno, 6) Fluoranteno, 7) Pireno e 10) Perileno.

Figura 88: Cromatograma do chorume apéds degradacao pela Linhagem 184, experimento V.
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Com base nestes resultados (Figuras 83 a 88) observa-se que as linhagens
conseguiram atingir niveis satisfatérios de degradacao de compostos do chorume,
sendo que a Linhagem 184 apresentou melhor desempenho, mostrando resultados
bastante promissores, o que sugere sua aplicacao na degradagao de compostos
poluentes em &aguas subterréneas, superficiais e residuarias. Seria importante um
estudo detalhado de inoculacido desta linhagem flungica em sistemas de lodos
ativados. Estes lodos funcionam perfeitamente em condi¢des aerdbias, porém, como
todo lodo ativado, a presenca de fungos geralmente € indesejada por comprometer o
resultado final de degradacao.

4.7. IDENTIFICAGAO DA LINHAGEM BACTERIANA 254

Dos 13 microrganismos que apresentaram melhores resultados neste Ultimo
experimento, uma linhagem é bacteriana e portanto foi identificada através de

microscopia otica e testes bioquimicos.

A Figura 89 apresenta o crescimento da Linhagem 254 em meio de cultivo
R2A. A bactéria apresenta coloragdo vermelha bastante intensa. Esta coloragao

também condiz com bactérias do género Achromobacter.

Os testes foram realizados em triplicata; utilizando-se inéculo de uma cultura
apenas. Cada teste foi inoculado trés vezes; e, para efeito de diferenciacéo,
receberam os nimeros 254 - 1, 254 - 2, e 254 - 3; de acordo com o que pode ser
visto na Tabela 15. Os resultados n&o foram iguais nas trés caracterizagoes
bioquimicas, por isso alguns testes tiveram que ser repetidos. Sabe-se que estes
testes bioquimicos variam muito, dependendo do tamanho ou quantidade de inéculo.
A bactéria foi confirmada como sendo do género Achromobacter .
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Tabela 15: Resultados dos testes de identificacdo da linhagem 254

Linhagem bacteriana 254

Teste Bioquimico 254 -1 254 - 2 254 -3 Confirmagéo
GRAM BGN BGN BGN BGN
KOH (+) () (+) (+)
Catalase (+) (+) (+) i)
Oxidase ) ) ) )
ONPG (+) (+) (+) (*+)
Indol (+) (£) () )
TSI AL AC AC AL/AC
Hidrolise da Gelatina (+) () (+) (+)
Citrato ) ) () (-)
Vermelho de Metila (-) (+) () (+)
Voges Proskauer (-) (+) (+) (=)
H.S (+) & ) (+)
Lactose () ) ) (-)
Nitrato (+) (+) (+) (+)
Ornitina ) () ) (=)
Fenilalanina (+) (+) (+) *+)
Lisina ) ) () (-)
Pigmento (+) (+) (+) (+)
Manitol () ) ) ()
Amido ) (+) ) {*}
EMB ) ) ) )
OF OF OF OF OF
Producéo de Gas ) (-) (-) (-)
Motilidade ) ) ) )
BGN = Bastonetes Gram Negativos  += Duvidoso AL = Alcalino AC = Acido
O = Oxidativo F = Fermentativo
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Figura 89: Crescimento da Linhagem bacteriana 254 em placa de Petri contendo meio R2A.

A bactéria apresenta pigmento vermelho. Em observagdo microscépica, em
instrumento 6tico, o esfregago da col6nia pura apresenta inumeros bastonetes curtos
Gram negativos, de coloracdo résea, nao se apresentando em cadeias. As células

aparecem isoladas e nao formam cadeias (Figura 90).

Figura 90: Observacéo de esfregaco da colénia pura da Linhagem 254 ao microscopio otico.
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4.8. IDENTIFICAGAO DAS LINHAGENS FUNGICAS

A linhagem fingica 100 (Figura 91) apresentou crescimento cotonoso, com
micélio aéreo e bastante disperso pela placa. O tipo de crescimento e de estrutura de
reproducdo observados sugere que este fungo pertence ao género Neurospora, um
ascomiceto de coloragdo alaranjada. As culturas contendo este fungo apresentam

cheiro caracteristico de maga.

Figura 91: Crescimento da Linhagem fungica 100 em placa de Petri contendo meio R2A.

Ao microscopio 6tico, apés coloragao com lactofenol azul de algodao, as
estruturas aparecem como pode ser observado na Figura 92. Deve-se observar a
presenca de inumeros esporos (ascosporos), que sio esporos alojados dentro de

estruturas especiais dos fungos desta espécie, chamadas ascos.

i .

Figura 92: Observacédo da Linhagem 100 ao microscopio 6tico apds crescimento sob microcultivo.
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A Linhagem 184 pertence a classe dos deuteromicetos, ou fungos

imperfeitos, ou seja, fungos que possuem O ciclo sexual imperfeito, ou ainda
ascomicetos ou basidiomicetos que perderam a parte sexual de seu ciclo de vida
(PERRY & STALEY, 1997). Esta linhagem pertence ao género Aspergillus sp. Seu
crescimento negro, com hifas aéreas e intensa formacgao de esporos confirmam esta
teoria (Figura 93-A). Na figura 93-B é demonstrada a presenca de conidiéforos em
preparagdo de lamina ap6s microcultivo, com coloracdo de lactofenol azul de

algodao.

Figura 93: A) Observagdo macroscépica de placa contendo crescimento da Linhagem 184; e,

B)Observacédo da Linhagem 184 ao microscopio 6tico apos crescimento
em placa de microcultivo, utilizando meio de cultura PDA.

Dentre os géneros encontrados em aterros sanitarios ja descritos pela
literatura, os mais importantes e numerosos sao as bactérias dos géneros Bacillus,
Clostridium e Pseudomonas; e fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium (ROBINSON & GRANTHAM, 1988).
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O chorume apresentou uma variabilidade muito grande no que diz respeito a

sua constituicdo quimica, o que dificultou sua analise.

Todas as linhagens selecionadas (n° 74, 100, 108 e 184) apresentaram
producdo das enzimas lignina-peroxidase, manganés-peroxidase e
peroxidases. Destas enzimas, a lignina peroxidase foi produzida em grande
quantidade nos experimentos onde houve maior diminuicdo da DQO e dos
fendis, possibilitando-nos entdo afirmar que esta envolvida no processo de
destoxificagdo do chorume. Quando a manganés—peroxidase aparece
conjuntamente com a lignina-peroxidase, esses resultados apresentam-se
melhores ainda.

A linhagem 184 foi a que melhor competéncia apresentou na diminuicdo da
toxicidade do chorume.

Dentre os microrganismos isolados, os que apresentam melhores taxas de
crescimento em chorume foram os fungos filamentosos. Estes apresentaram

maior producao de enzimas ligninoliticas.

As linhagens 74, 100 e 184 produziram enzimas ligninoliticas, sendo que a
linhagem 184 apresentou um papel de destaque, atingindo niveis altos de
enzima manganés-peroxidase e lignina-peroxidase.

O crescimento microbiano também parece exercer um papel fundamental para
a produgdo das enzimas, uma vez que as linhagens que apresentaram maior
crescimento também produziram mais enzimas. Esses dados de crescimento
permitiram-nos comparar os resultados de producao de enzimas entre as
linhagens. A linhagem 184 apresentou um étimo crescimento, principalmente
quando se utilizou a adicdo de glicose e extrato de leveduras ao chorume.
Durante o crescimento desta linhagem, o chorume teve uma diminui¢c&o
acentuada na turbidez, indicando que a linhagem consegue degrada-lo. As
demais linhagens que apresentaram melhor crescimento foram a linhagem 74
e a linhagem 100, porém, com menor diminuicdo da turbidez.

O papel do pH durante a degradacéo € bastante dificil de ser explicado, uma
vez que todas as linhagens apresentaram perfis de pH compativeis entre si. O
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que se pode notar de diferente € que a linhagem 184 apresentou niveis
maiores de pH, chegando a valores de 9,7 que sdo altamente incompativeis
para o crescimento microbiano. Mais uma vez entdo destaca-se o poder de
adaptacao do fungo linhagem 184.

A linhagem 184 foi identificada como fungo do género Aspergillus.

Os microrganismos 100 e 184 sdo bastante promissores e, apés estudos de
adaptacdo, poderiam ser testados em sistemas de lodos ativados para
verificar sua adaptagdo e capacidade de degradagao, atuando em consorcio
com outros microrganismos presentes nos lodos.
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