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RESUMO 

ALBUQUERQUE, Anjaina Fernandes de. Biodegrada9ao de compostos fen61icos 
incorporados em areia de moldagem utilizando microrganismos do solo. Campinas, 
Faculdade de Engenharia Civil, Universidade Estadual de Campinas, 2000. 100 pag. 
Disserta9ao. 

0 residua areia de moldagem gerado na industria de fundi98o, apresenta em 
sua composi9ao, entre outros constituintes resina fen61ica. Este residua representa 
cerca de 2% em peso, do total de areia base utilizada para confec9ao dos machos, e 
nao sao recuperadas no processo de fundi9ao da empresa em estudo. Em fun9ao da 
concentra98o de fenol de 164 rng/Kg na massa bruta este residua foi classificado de 
acordo com a NBR 10.004 (ABNT), como Classe I- perigoso. 0 trabalho teve como 
objetivos o isolamento dos microrganismos do solo e sele98o dos mais eficientes na 
degrada98o de fenol para estudo de biodegrada98o dos compostos incorporados no 
residua. Foram isolados tres grupos de microrganismos: bacterias, fungos e 
actinomicetos, da mistura solo/areia de moldagem. Estes microrganismos foram 
selecionados quanto a produ98o de fenol oxidases atraves da Rea98o de Bavendamm 
e, da concentra9ao de 1200 mg/L de fenol, no ensaio de MCI. Para avaliar a eficiencia 
de degrada9ao destes microrganismos foi utilizado o metodo respirometrico de Bartha. 
Os microrganismos foram introduzidos nos respirometros, atraves de in6culos de cada 
grupo e culturas mistas, incubados a 28 oc por 90 dias. Ao final do periodo, em todos 
os in6culos testados a remo9ao de fenol na massa bruta do residua, foi superior a 95%, 
sendo o melhor desempenho observado para os in6culos de cultura mista, com e sem 
balanceamento de nutrientes, com remo9ao de 99%. As concentra¢es residuais de 
fenol na massa bruta foram respectivamente de 1,7 e 1,6 rng/Kg, valores, inferiores a 10 
mg/Kg que caracteriza o residua como perigoso. De uma forma pratica verificou-se que 
com a cultura mista em apenas 37 dias aproximadamente, a concentra98o de fenol na 
massa bruta ficou abaixo do valor de 10 mg/Kg conforme legisla9ao pertinente. Desta 
forma, o tratamento do residua atraves de processo biol6gico apresentou-se como uma 
alternativa na minimiza9ao do potencial de agressao ao ambiente. 

Palavras Chave: biodegrada9ao, fenol, respirometria, microrganismos do solo, areia de 
moldagem 
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1 INTRODUCAO 

0 crescimento das populag5es, assim como o grande desenvolvimento 

industrial tem contribuido para o aumento da gera<;ao de residues s61idos, o que 

acarreta a degrada<;ao ambiental, com reflexo negative sabre a qualidade de vida das 

populac;:oes. 

Este risco potencial pode ser ilustrado pelos residues industriais, em func;:ao da 

grande quantidade gerada e pelo gerenciamento inadequado. 

De maneira geral nao existem sistemas de gerenciamento que contemplam a 

minimiza<;ao da gerac;:ao, segrega<;ao, reutiliza<;ao, assim como, tratamento e 

disposic;:ao final adequados. Dentre os residues industriais os mais preocupantes sao 

os classificados como Classe I, ou seja, perigosos, tanto pela grande quantidade 

gerada como pela forma de gerenciamento. Num estudo realizado, denominado 

"Diagn6stico de Residues S61idos nas Bacias dos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai" 

a quantidade de residues Classe I a ser gerado no ano 2000 foi estimada em 125.773 

toneladas, sendo 15% deste total estocados na propria industria. Limeira, municipio 

onde esta situada a industria geradora do residua estudado, aparece com o maior 

percentual de gera<;ao de residues industrials destas bacias, sendo responsavel por 

17,1% do total. 

Os residues industrials considerados Classe I - perigosos, apresentam 

periculosidade em fun<;ao de suas propriedades fisicas, quimicas ou infecto

contagiosas, podendo colocar em risco a saude publica e o ambiente. As 



caracteristicas que conferem periculosidade aos residues sao inflamabilidade, 

corrosividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade {ABNT, 1987a). 

As industrias de fundit;:ao geram residues s61idos, areia de moldagem, na 

produt;:ao dos machos 
1 

atraves de processo de moldagem. No processo "Cold Box" 

para produt;:ao dos machos, emprega-se a resina fen61ica que atua como aglomerante 

e, por apresentar teores livres de fenol confere periculosidade ao residue. 

A preocupat;:ao quanto ao residue areia de moldagem, esta no fato de que 

grandes quantidades sao geradas diariamente, sem possibilidade de recuperat;:ao e no 

destine adotado pela maioria das industrias, que optam pela estocagem nos pr6prios 

patios. Portanto, tornam-se necessaries o estudo e desenvolvimento de novas 

metodologias que possam auxiliar na solut;:ao do problema com etici€mcia e baixo 

custo. 

Neste trabalho, a degradat;:ao de compostos fen61icos incorporados no residue, 

pela at;:ao dos microrganismos isolados do solo foi estudada. 0 isolamento de 

microrganismos degradadores de urn poluente do ambiente e uma das fases de urn 

programa de tratamento biol6gico, que compreende ainda, a otimizat;:ao da atividade 

microbiana em escala laboratorial e de campo e, finalmente, a reintrodut;:ao dos 

microrganismos para acelerar o processo de biodegradat;:ao. Desta forma, o tratamento 

biol6gico apresenta-se como uma alternativa para redut;:ao ou eliminat;:ao do fenol e de 

outros compostos organicos presentes na areia de moldagem. 

1 Machos sao ~ de areia aglomerada que reprOduzem exatamente a forma do oco que deve ter a P'l98 fundida. 

2 



2 OBJETIVOS 

0 presente trabalho teve como objetivos: 

lsolamento dos microrganismos do solo adaptados aos compostos fen61icos do 

residuo areia de moldagem, coletados durante ensaios realizados com respir6metros 

de Bartha. 

Verificac;:ao da presenya de enzima fenol oxidase nas cepas isoladas atraves 

da Reac;:ao de Bavendamm e, determinayao da Minima Concentra9ao lnibit6ria de 

fenol. 

Avaliayao da biodegrada9ao dos compostos fen61icos incorporados no residuo 

pelos microrganismos isolados adaptados ao fenol. 



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA 

3. 1 Residuos s61idos: classificagao e gerenciamento 

Os residuos solidos originados dos processes industriais, por sua 

peculiaridade e, em muitos casas, pelo perigo que podem representar para o ser 

humano e para o ambiente, necessariamente devem receber tratamento especial 

desde a sua gerayao ate a sua disposiyao final. 

Sao definidos como residuos solidos de acordo com norma NBR 10.004 

(ABNT, 1987a), aqueles em estado solido e semi-solido que resultam da atividade 

industrial, domiciliar, hospitalar, comercial, agricola, de servi9os e de varriyao. lncluem

se tambem nessa definiyao os lodos provenientes de esta9oes de tratamento de agua, 

aqueles gerados em equipamentos de controle de poluiyao, bern como determinados 

liquidos cujas particularidades tornem inviavel o seu lan9amento na rede publica de 

esgotos ou corpos de agua ou exijam para isso soluyoes tecnicas e economicamente 

inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel. 



A estrutura para a classifica<;:ao dos residuos s61idos esta contida em normas 

da Associa<;:ao Brasileira de Normas Tecnicas quais sejam (ROCCA et al., 1993): 

• NBR 10.004- Residuos S61idos- Classifica<;:ao; 

• NBR 10.005- Lixivia<;:ao de Residuos- Procedimento; 

• NBR 10.006- Solubiliza<;:ao de Residuos- Procedimento; 

• NBR 10.007 - Amostragem de Residuos - Procedimento. 

Para classifica<;:ao dos residuos, utiliza-se a Norma NBR 10.004 (ABNT, 1987a) 

que classifica um residuo quanto ao seu potencial de agressao ao ambiente e a saude 

publica, em tres grupos definidos: Classe I - perigosos; Classe II - nao inertes e Classe 

Ill - inertes. 

0 residuo Classe I - perigoso e definido como residuo solido ou mistura de 

residuos que, em fun<;:ao de suas caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, 

reatividade, toxicidade e patogenicidade, podem apresentar riscos a saude publica, 

provocando ou contribuindo para um aumento de mortalidade ou incid€mcia de 

doen<;:as, e/ou apresentarem efeitos adversos ao ambiente, quando manuseados ou 

dispostos de forma inadequada. 

Sao considerados como residuos Classe I - perigosos, os residuos que 

estiverem relacionados nas Listagens n.0 1 e 2 da NBR 10.004 (ABNT, 1987a), que 

relacionam os residuos reconhecidamente perigosos e, os que submetidos ao Teste de 

Lixivia<;:ao, conforme NBR 10.005- "Lixivia<;:ao de Residuos - Procedimento" (ABNT, 

1987b), apresentarem teores de poluentes no extrato lixiviado em concentra<;:ao 

superior aos padroes constantes da Listagem 7. A metodologia a ser adotada na 

classifica<;:ao de um residuo e apresentada na Figura 3.1. 
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De acordo com ROCCA et al. (1993), as decisoes tecnicas e econ6micas a 

serem tomadas em todas as fases no trato dos residues solidos industriais devera estar 

fundamentada na classifica9ao do mesmo. 

0 manejo ambientalmente saudavel dos residues se enCGAtra entre as 

questoes mais importantes para a manuten9ao da qualidade do ambiente. Este manejo 

deve ir alem do simples deposito ou aproveitamento, buscando resolver a causa do 

problema e, procurando mudar os pad roes de produ9ao e consume (SEMA, 1998). 

lsto implica na utiliza~o do conceito de gerenciamento integrado, que envolve 

o controle da gera~o do residue, iniciando-se com o controle da materia prima, o 

controle de todos os processes industriais na tentativa de nao gera-lo ou de minimiza

lo no final da produ~o, passando as tecnicas de armazenamento, transporte, 

tratamento e disposi9ao final adequada, num modele de gerenciamento denominado 

"cadle to grave" {ber9o ao tumulo), ou seja, da gera~o a disposi9ao final {DEMPSEY e 

OPPELT, 1993 apud SOUZA, 2000). 

Quante ao tratamento do residue areia de fundi9ao SOUZA (2000), relata que 

recentemente, esta, tern sofrido recupera9ao mecanica e termica, apesar, de urn 

grande numero de industrias do setor ainda armazenarem estes residues em patios ou 

em aterros dentro da propria instala~o industrial. Em rela~o ao tratamento termico, 

enfatiza que a recupera~o da areia nao e total e ainda sao gerados residues nos 

filtros de controle de emissoes atmosfericas, denominados "fines", e ambos, devem ter 

urn destine ambientalmente adequade. 

Na maieria des cases, e que se verifica e que para o residue areia de 

meldagem, a solu~o mais adetada e a estocagem dentro da propria industria. 

PENTEADO {1997), destaca que esta pratica pela nessa legisla~o deveria ser 

previsoria, mas, muitas industrias a adetam per nae terem alternativas viaveis de 

tratamento e destina9ae. Nae existe urn procedimente padrao para tratamento e 
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disposi9ao deste residua. 0 tratamento termico, a lavagem fisico-quimica, a oxida9ao 

quimica, a adsor9ao e a biodegrada9ao sao apontados na literatura como possiveis 

processos (SOUZA, 2000). 

3.2 Geragao do residua "areia de moldagem" 

A fundi9iio de metais e considerada uma atividade potencialmente poluidora, 

pois a transforma9iio dos diversos insumos envolvidos no processo resulta na 

forma9ao de reslduos s61idos e poluentes atmosfericos. 

Por outro lado, a industria de fundi9iio figura como de extrema importancia para 

o desenvolvimento de urn pais, uma vez que, a disponibilidade de pe98S metalicas para 

a fabrica9iio de diversos tipos de maquinas e equiparnentos e dependente deste tipo 

de processo (SIEGEL, 1978). 

Desta forma, torna-se necessaria buscar solu9oes que permitam compatibilizar 

esta atividade produtiva com a prote9iio sanitaria e ambiental. 

0 processo de fundi9iio consiste em aquecer o metal ou liga ate que ele se 

funda e se transforme em urn llquido homogeneo. Em seguida, o metal liquido e vazado 

em moldes e, ao se solidificar, adquirira a forma da pe98 definida no molde 

(BRADASCHIA, 1989). 
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Na fundic;8o de urn metal, pode-se distinguir duas series diferentes de 

opera96es que consistem, na prepara9ao do molde e, fusao e vazamento do metal. 

Segundo TEIXEIRA (1993), ap6s a solidificac;ao e resfriamento do metal no molde, 

ocorre o processo de desmoldagem que pode ser mecanico ou manual. De acordo com 

BRADASCHIA (1989), as etapas deste processo sao: 

Fabricayao dos modelos; 

Fabrica9ao dos moldes; 

Fabricac;ao dos machos; 

Fusao do metal; 

Vazamento seguido de solidifica9ao; 

Opera96es de desmoldagem; 

Opera96es de rebarba9ao e limpeza de pe~s; 

lnspec;8o; 

Tratamentos termicos; 

lnspec;ao final. 

Na Figura 3.2 esta ilustrada a sequencia das opera96es na fundic;8o de pe9as 

metalicas em moldes de areia. 
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Figura 3.2 - Sequencia das operagoes na fundiyao de urn metal. 
Fonte: BRADASCHIA (1989) 
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As etapas de maior importancia na gerac;:ao de residues no processo de 

fundic;:ao sao, produc;:ao dos moldes e machos a base de areia e diferentes ligantes 

(moldagem), a fundic;:ao de metais e o vazamento do metal liquido nos moldes, a 

limpeza das pec;:as fundidas e recirculac;:ao das areias usadas. 

De acordo com MORAES (1978), a produc;:ao dos machos e realizada em uma 

das etapas da produc;:ao de pec;:as metalicas denominada macharia. 0 corpo 

denominado macho e toda porc;:ao de areia aglomerada que ap6s, a moldagem, se 

apresenta consistente por secagem ou como conseqO€mcia do proprio processo de 

fabricac;:ao. Quanto ao emprego de machos em fundic;:ao, BRADASCHIA (1989), relata 

que esta pratica nao deve ter se iniciado antes de 2000 AC, e que os mesmos eram 

confeccionados de argila e carvao de madeira, ou de areia. 

Os machos sao pec;:as de areia que reproduzem exatamente a forma do oco 

que deve ter a pec;:a fundida, de modo a obter as partes vazias no interior do molde. 

Estes sao moldados preenchendo-se as caixas de macho, cuja forma interior e 

exatamente ada pec;:a a que o macho corresponde (TORRE, 1978). 

Segundo MARIOTTO (1989), para a confecc;:ao dos machos e moldes se 

utilizam ligantes quimicos, ou resinas. Os processes baseados em ligantes quimicos 

tiveram maior desenvolvimento ap6s a Segunda Guerra e, dentre eles destacam-se: 

Processo C02 - mais antigo dos processes que envolvem gasagem, baseia-se 

no sistema silicate de s6dio - C02. Utilizado para Iigas nao-ferrosas e mais 

limitadamente para a produc;:ao de machos; 

Processo "Shell Molding" ou processo casca- o sistema ligante e constituido 

por uma resina fen61ica tipo novolaca e hexamina. A mistura destes dois constituintes e 
aplicada sobre os graos de areia na forma de uma capa s61ida, produzindo o que se 
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chama areia coberta. E utilizado tanto para moldes como para machos que necessitam 

de precisao dimensional e 6timo acabamento superficial. 

Processo " Hot Box" - pode empregar 03 tipos de resinas: 

ureia - formol/alcool furfurilico; 

ureia-formol/fenol-formol; 

fenol-formol/alcool furfurilico; 

Os catalisadores sao geralmente sais de amonio ou cloreto ferrico. 

Processo Caixa Fria ("Cold Box") - introduzido formalmente na industria de 

fundiyao no ano de 1968. 0 termo "Cold Box" e utilizado atualmente para descrever 

qualquer processo de aglomerayao de machos que utilize um gas ou um catalisador 

vaporizado para curar a areia revestida com resina a temperatura ambiente. 

0 processo Cold Box utiliza um sistema de aglomerante dividido em tres 

partes, constituindo a parte I em uma resina fen61ica, a parte II em um isocianato 

polimerizado e a parte Ill em um catalisador de amina vaporizado. A areia e revestida 

com os componentes das partes I e II, posteriormente ela a soprada com ar seco para 

dentro da caixa de macho, na temperatura ambiente. 0 catalisador de amina terciaria e 

vaporizado na caixa para endurecer o macho. Ap6s o endurecimento rapido, a amina e 

lavada da massa de areia por um sistema de purga com ar seco (CAREY e 

ARCHIBALD, 1998). 

Os componentes deste processo sao: areia, resina parte I (tipo fen61ica e 

solventes organicos), soluc,;ao parte II (soluyao de poliisocianato com solventes 

organicos volateis), catalisador (trietilamina TEA), veiculos do catalisador (temperatura 

de referencia 25 °C); ar seco, filtrado e isento de umidade; N2; C02 e, aditivos como 

limonita e hematita (ABIFA, 1996). A figura 3.3 ilustra a composiyao da resina. 
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Solvente Solvente 

Figura 3.3 - Esquema mostrando os grupos hidroxilas fornecidos pela resina 
fen61ica da parte I que reagem com os grupos isocianatos da parte II na presenga do 
catalisador amina, para formar a resina uretanica s6lida 

Fonte: CAREY e ARCHIBALD (1998). 

0 processo de moldagem tipo "Cold Box'' e utilizado pela industria que gera o 

resfduo utilizado nesta pesquisa. 0 resfduo areia de moldagem e gerado no setor de 

macharia na etapa de moldagem dos machos, e e constitufdo por areias de perda no 

processo e da quebra de machos e restos de areias. 

A resina fen61ica empregada no processo e urn polfmero termoplastico e 

apresenta como componentes de risco fenol, formal e solventes aromaticos. Algumas 

caracterfsticas apresentadas: insolubilidade em agua, solubilidade em alcool e 

solventes organicos, quanta a toxicologia apresenta Dlso (oral) para ratos de 490 

mg/Kg (ASHLAND, 1997). 

A periculosidade do resfduo areia de moldagem e justificada pela presenga de 

resina fen61ica uretanica, que apresenta teores de fenol livre. 

13 



3.3 Fenol 

0 fenol e sinteticamente produzido pela oxidac;:ao do cumeno. Esta presente na 

composigao dos mais variados produtos. E empregado em resinas fenolicas para a 

produc;:ao de moldes na fundigao, em sistemas de freios para automoveis e de abrasao. 

Entra tambem em resinas para a fabricagao de laminados decorativos para o setor 

moveleiro e chapas aglomerados para a construc;:ao civil. E ainda urn intermediario 

quimico para a produgao de xampus e aditivos para oleos lubrificantes. 

Apresenta-se como urn dos poluentes mais comuns do ambiente, pertencente 

a classe de compostos organicos de serie aromatica em que pelo menos urn grupo 

hidroxil encontra-se ligado ao anel benzenico, sendo uma substancia pouco colorida, 

com urn odor especifico e soluvel em cloroformio, ester, oleos e outros solventes 

organicos (IRPTC, 1984). 

A Agencia de Protec;:ao Ambiental dos Estados Unidos (Environmental 

Protection Agency, EPA) lista varios compostos como poluentes prioritarios, os quais 

devem ser freqiientemente monitorados em func;:ao de apresentarem mutagenicidade, 

teratogenicidade, alem de toxicidade e bioacumulagao nas diferentes cadeias 

alimentares. 0 fenol figura como urn destes poluentes, e por essa razao, torna-se 

importante conhecer a dinamica deste composto para que se possa desenvolver 

metodos eficazes na sua remogao do meio. 

Mesmo considerando que os compostos aromaticos, tal como fenol, podem 

desaparecer do meio atraves de processos abioticos, tais como, fotodegradagao, 

volatilizagao e lixiviagao. A biodegradagao apresenta-se como urn mecanismo 

importante na remogao deste no meio. 
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3.4 Biodegradaqao de compostos fen6/icos 

Atualmente os estudos relacionados a area ambiental enfatizam a degradac;:ao, 

biotransformayao e assimilayao de compostos xenobi6ticos. Xenobi6tico (do grego 

Xeno =estrangeiro) e o termo utilizado para denominar os compostos sintetizados " 

estranhos" ao ambiente (BARTHA, 1990). Dentre estes compostos podemos citar os 

fen6is e seus derivados. 

As bacterias e alguns fungos podem clivar um anel aromatico contendo 2 

grupos hidroxila, se estes grupos estiverem localizados nas posiC,:Oes orto ou para. 0 

tipo de clivagem depende do tipo de composto aromatico (numero de aneis e tamanho 

da cadeia) e a constituiyao genetica dos organismos (WILSON e CLARK, 1994). 

As principais vias de biodegradac;:ao do fenol baseiam- se na hidroxilayao do 

fenol a catecol e posterior clivagem da cadeia aromatica. (Figura 3.4). 

Varias enzimas intracelulares tern sido reportadas na literatura como 

responsaveis pela fissao do anel aromatico, entre elas as monooxigenases e as 

dioxigenases (GUIRAUD et. al., 1999). WILSON e CLARK (1994), relatam que estas 

enzimas possuem ampla especificidade de substrato e sao produzidas por grupos 

especificos de bacterias aer6bias e, podem degradar moleculas nao aromaticas, como 

por exemplo, etilenos clorados. 
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FIGURA 3.4 -Vias de biodegradayao do fenol 
Fonte: WILSON e CLARK (1994). 

De acordo com BARBIERI (1997), a biodegradayao de compostos aromaticos e 

inversamente proporcional ao numero de aneis na molecula benz€mica. Desta forma a 

transformayao de composto como o bifenil, que contem dois aneis, se processa mais 

rapidamente do que o benzeno com urn anel. 

A intensidade da biodegradac;:ao do fenol e influenciada por diversos fatores 

ambientais como a populac;:ao aut6ctone envolvida, disponibilidade de nutrientes, 

oxigenio, pH, temperatura, umidade, qualidade, quantidade e biodisponibilidade do 

contaminante, alem das propriedades do solo (MARGESIN et. al., 1999). 
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A adapta9ao dos microrganismos a urn composto quimico e uma fase 

importante no processo de biodegradayao. A dura9ao desta pede variar de horas a 

semanas ou meses dependendo da quantidade e qualidade do in6culo utilizado, a 

persist€mcia do composto e do potencial catab61ico dos mesmos (BUITR6N et al., 

1992). 

Segundo BASTOS, et al. (1997), o solo representa uma fonte importante de 

microrganismos capazes de degradar fenol em concentra96es diferentes daquelas 

encontradas na natureza. A adapta9ao destes microrganismos a molecula recalcitrante 

permite a induyao de enzimas relacionadas a degradayao e seleciona os sistemas mais 

eficientes. Conforme BARTHA (1990), o solo tende a atenuar o efeito t6xico de 

substancias como fenol e aminas aromaticas pela adsoryao. 

Os compostos fen61icos tambem estao presentes no solo e, sao originados pela 

lixiviayao de materiais, degradayao de folhas, degrada9ao de lignina e, metabolismo 

microbiano. 0 conhecimento de compostos fen61icos no solo e limitado, uma vez que, 

possuem grande reatividade junto a matriz organo-mineral do solo e rapido 

desaparecimento em solu9ao (GALLET e KELLER, 1999). 

VARGA e NEUJAHR (1970) isolaram do solo, linhagens de microrganismos 

capazes de crescer em meio contendo fenol como fonte essencial de carbone. A 

oxidayao de fenol a catecol por esses microrganismos foi estudada atraves da tecnica 

manometrica e os produtos da reayao foram identificados por espectrometria. Os 

autores isolaram seis linhagens de bacterias, tres de leveduras e quatro de fungos 

filamentosos. Na maioria dos isolados observou-se que o fenol foi degradado a catecol 

e posteriormente a cis, cis- muconato. 

Especies de bacterias como Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas 

alcaligenes, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas testosteroni, Xanthomonas sp, 

Pseudomonas putida e fungos Coprinus spp, foram identificados como degradadores 

UNICAMP 
B/BUOTECA CENTRAL 
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de fenol (BEDIN, et al., 1997; ANSELMO e NOVAIS, 1984, LEONARD e LINDLEY, 

1999, SILVA e CAMPOS, 1997; HANNAFORD e KUEK, 1999; GUIRAUD et. al., 1999). 

Em pesquisa realizada por TEIXEIRA (1993), foram isoladas 22 capas de 

fungos filamentosos do extrato lixiviado e solubilizado de areia fen61ica, demonstrando 

ser utilizados como posslveis degradadores de fenol os pertencentes aos generos: 

Mucor, Paecilomyces, Dematium, Moni/lia, Homodendrum, Geotrichum e Alternaria. Os 

fungos foram selecionados atraves do teste desenvolvido por Bavendamm em 1928. 

0 teste conhecido pela denominayao de "Reayao de Bavendamm" tern a 

finalidade de detectar a produyao de fenol oxidases por fungos em meio agar, com 

acido galico a 0,5%. Segundo ANDER e ERICKSON (1976) apud TEIXEIRA (1993), 

fenol oxidases e urn nome generico para designar tres tipos de enzimas: lacase, 

peroxidase e tirosinase. As enzimas lacase e tirosinase possuem cerca de quatro 

atomos de cobra na molecula e nao requerem per6xido de hidrogenio; a peroxidase 

contem ferro na molecula e requer per6xido. As lacases catalisam a oxidayao de o

difenol e p - difenol, de compostos fen61icos e da propria lignina. As tirosinases 

catalisam a oxidayao de fenol e o-difenol, e em geral sao intracelulares. As 

peroxidases, como a lacase e peroxidase, nao sao muitas especificas quanto ao 

substrata e catalisam a oxidayao de diversos compostos fen61icos. 

As enzimas fenol oxidases na maioria, sao extracelulares e eticientes na 

degradayao de lignina. Na degradayao de derivados de lignina e compostos fen61icos, 

para outros compostos aromaticos e cloroaromaticos, as eficiencias ainda constituem 

controversia. No trabalho de GUIRAUD, et. al. (1999), foi determinada a presenya de 

enzima fenol oxidase em tres especies de fungos Coprinus. 0 objetivo foi relacionar a 

presenya da enzima na eficiencia de remo9ao do fenol e, demonstraram que estas nao 

foram requeridas necessariamente para metabolizar o composto. 
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SHELYUG, et al. (1965) apud IRPTC (1984), demonstraram tambem que 

aplicagoes de fenol em concentragoes de 10 a 100 m9 em 100 9 de solo seco, durante 

os dez primeiros dias conduzem a urn aumento do numero de bacterias contidas em urn 

9rama de solo. Com a decomposigao do fenol o numero de micror9anismos tende a 

decrescer e se i9ualar ao solo controle. Estes mesmos autores, realizaram 

experimentos utilizando uma mistura de sais e culturas da enterobacteria Escherichia 

coli, em solo contendo 10, 20, 50 e 100 m9 de fenol/100 9 de solo seco durante 126 

dias e observaram que o fenol foi de9radado completamente e o tempo necessaria 

para sua biode9radagao foi diretamente proporcional a quantidade de substancias 

introduzidas. HEESE et al. (1999), isolaram e identificaram cepa de enterobacteria 

Klebsiella como de9radora de fenol. 

SIVIERO (1999), atraves do ensaio de respirometria comprovou que os 

micror9anismos do solo de9radaram compostos fen61icos incorporados em areia de 

moldagem, apresentando como principais responsaveis pela degradagao as bacterias 

e actinomicetos. 
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3. 5 Microrganismos do solo 

0 solo pode ser encarado como urn habitat microbiano por excelencia. A 

camada superior do solo e onde se processam intensas atividades biol6gicas. Segundo 

FULLER e WARRICK (1985), "os principals microrganismos de urn solo fertil sao: 

bacterias, actinomicetos, fungos, leveduras, algas, protozoarios e nemat6ides. 0 peso 

desses microrganismos vivos e estimado, na faixa de 0,5 a 4 toneladas/ha, 

considerando o volume de solo numa profundidade de ate 0,15 m". 0 numero 

aproximado de organismos encontrados no solo, segundo PELCZAR et al. (1996) esta 

apresentado na Tabela 3. 1. 

Tabela 3.1 - Numero aproximado de organismos comumente encontrados nos 

solos, baseado na contagem em placas 

Organismo Numero estimado/grama de solo 

(UFC/grama) 

Bacterias (exceto actinomicetos) 3.000.000 a 500.000.000 

Actinomicetos 1.000.000 a 20.000.000 

Fungos (exceto levedura) 5.000 a 900.000 

Leveduras 1.000 a 100.000 

Algas 1.000 a 500.000 

Protozoarios 1.000 a 500.000 

Nemat6deos 50 a 200 

Fonte: PELCZAR et. al., (1996) 

Os microrganismos presentes no solo sao os principals responsaveis pelo 

sucesso da degradayao de residuos organicos, quando estes sao lanc;ados no solo 

(NUVOLARI, 1996). 
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A sobrevivencia dos microrganismos no solo depende de certos fatores que 

podem inativa-los, como por exemplo, o tipo de organismo e a sua condigao, o metodo 

de aplicagao do resfduo, o grau de predagao, a competigao com outros 

microrganismos, as condigoes atmosfericas e a composigao ffsico-qufmica do solo 

(BORGES et al., 1996). 

Segundo SIVIERO (1995), quando se adiciona em urn solo, uma certa 

quantidade de materia organica que apresenta caracterfsticas ffsicas e qufmicas que 

nao conferem toxicidade aos organismos do solo, ocorre o aumento no nurnero desses 

microrganismos. A medida que a quantidade de materia organica diminui, o nurnero de 

microrganismos tambem diminui. 

As bacterias no solo formam o grupo de microrganismos que apresenta maior 

abundancia e diversidade entre as especies. A comunidade bacteriana e estimada em 

cerca de 108 a 10
9 

organismos por grama de solo, variando de acordo com o metodo de 

contagem utilizado e como tipo e manejo do solo (ALEXANDER, 1977). 

De acordo com BRANDAO (1992), o grupo das bacterias, em relagao aos 

demais grupos de microrganismos, apresenta elevada taxa de crescirnento e 

importante papel na degradagao da materia organica e na ciclagem dos elementos. No 

solo, tambem estao presentes bacterias fotossintetizantes, bacterias diazotr6ficas que 

apresentam capacidade de fixar nitrogenio molecular (N2) presente na atmosfera e as 

bacterias quimiolitotr6ficas, de grande interesse agronomico, por favorecer a oxidagao 

de compostos minerais de nitrogenio e enxofre, como tambem fixar C02. 

Os fungos sao encontrados no solo com comunidades variando de 104 a 106 

organismos por grama de solo, podendo ser influenciada por diversos fatores como 

materia organica, pH, compostos inorganicos, umidade, aeragao, temperatura, perfil, 

estagao do ano. (ALEXANDER, 1977). Apresentam parede celular e podem ser uni ou 

multicelulares, sao heterotr6ficos, rnesofilicos e aer6bios em geral. Assim, como as 
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bacterias, absorvem nutrientes em vez de ingeri-los. A absor9ao e auxiliada pela 

produ9ao de enzimas secretadas no meio, que quebram as moleculas organicas em 

por9oes menores que podem ser facilmente transportadas para dentro da celula. Sao 

predominantes em solos acidos, onde sofrem menor competi9ao, pais as bacterias e 

actinomicetos sao favorecidos por valores de pH na regiao alcalina e neutra. 

As principais classes e generos dos fungos no solo sao descritos segundo a 

classificayao de AINSWORTH (1973) apud ALEXANDER (1980): 

Chytridiomycetes, Oomycetes: Olpidium, Cladochytrium, Rhizophlyctis, 

Pythium, Phytophtora. 

Zigomycetes: Absidia, Cunninghamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus, 

Phycomyces. 

Pyrenomycetes: Chaetomium, Thielavia, Neurospora, Sordaria. 

Hymenomycetes: Agaricus, Amanita, Boletus. 

Coelomycetes, Hyphomycetes: Phoma, Coniothyrium, Aspergillus, Alternaria, 

Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Cylindroscarpon, Fusarium, Geotrichum, 

Helminthosporium, Humicola, Metharrhizium, Monilia, Paecilomyces, Penicillium, 

Rhizoctonia, Trichoderma, Vertici/illium. 

Acrasiomycetes: Dictyostelium, Polyphondylium. 

SIQUEIRA e FRANCO (1988), revelaram em seus estudos que os fungos se 

desenvolvem bern em umidade proxima a capacidade de campo do solo. Os fungos sao 

ativos na decomposi9ao dos principais constituintes dos vegetais, especialmente: 

celulose, lignina e pectina (PELCZAR et al., 1981). 

A tecnica de contagem de fungos em agar e muito utilizada, mas como as 

bacterias e os actinomicetos tendem a crescer nesses meios, e necessaria a adiyao de 

agentes bacteriostaticos como estreptomicina, penicilina, etc. Pode ser introduzido urn 

erro na avalia9ao da contagem de fungos em placas em funyao de colonias aparecem 
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na superficie do agar serem originadas de um esporo ou de fragmento de micelio 

vegetative produzido pela agitat;:ao (ALEXANDER, 1977). 

Segundo ALEXANDER (1977), a populat;:ao de actinomicetos do solo em zonas 

temperadas e da ordem de 10
5 

a 108 UFC/g de solo, sendo que estes valores podem 

ser influenciados pelas caracteristicas fisicas, materia organica, pH, estat;:oes do ano, 

profundidade do solo. Solos rices em materia org!Tmica apresentam-se em grandes 

quantidades. 

Quante a nutriyao os actinomicetos sao muito versateis. Uma grande variedade 

de fontes de carbono, tais como, at;:ucares, alcoois, acidos organicos, aminoacidos e 

alguns compostos aromaticos sao utilizados para o seu crescirnento. Alguns sao 

sapr6fitas e outros patog€micos ao homem, animais e plantas. Sao responsaveis pelo 

odor caracteristico de mofo e de terra de um campo recentemente arado, provocado 

pela liberayao de uma substancia denominada geosmim (PELCZAR et al.,1981). 

Nos solos os generos mais predominantes sao Nocardia, Streptomices e 

Micromonospora, sao capazes de degradar muitas substancias quimicas complexas e 

tambem tern propriedade de sintetizar e excretar antibi6ticos (PELCZAR et al.,1981). 

Entre estes antibi6ticos podem ser citados: estreptomicina, cloromicetina, neomicina e 

terramicina, substancias com largo eniprego na medicina. 
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3. 6 Avaliaqao da biodegradaqao 

De acordo com PAGGA (1997), tanto no ambiente natural como em 

laborat6rios, os testes de biodegradayao devem ter um numero de parametres que 

afetam criticamente o seu nivel. A biodegradabilidade das substancias depende 

principalmente, mas nao somente da sua estrutura molecular. Um grande numero de 

diferentes enzimas encontradas em varias especies de microrganismos ou contidas em 

seu genoma e plasmidios sao necessarias para numerosas rotas metab61icas que 

conduzem a mineralizayao das substancias. 0 plasmidio e uma pequena molecula de 

DNA normalmente circular, auto-replicativa, que nao faz parte do cromossomo 

bacteriano. Alguns carregam genes para resistencia a antibi6ticos ou para enzimas que 

degradam substancias quimicas complexas. 

Estes testes simulam os ambientes aquaticos e/ou terrestres, baseados em 

principios estatico, semi-continuo ou continuos, operados sob condiyoes aer6bias ou 

anaer6bias. Em alguns destes testes, os fatores importantes que influenciam a 

biodegradayao sao: 

+ A concentrayao da substancia estudada: que deve ser mais elevada que o 

limite de detecyao do metodo escolhido, mas, suficientemente menor no caso de 

substancias t6xicas ou quando sao simuladas concentrayoes reais no ambiente; 

+ Propriedades fisico-quimicas da substancia, tais como volatilidade ou 

solubilidade em agua, que determina a sua biodisponibilidade e sua eliminayao 

abi6tica do meio; 

+ Composiyao e concentrayao de nutrientes no meio teste, especialmente 

nitrogenio e f6sforo, assim como elementos trayos, e uma capacidade tampao 

suficiente; 

+ A presenya ou ausencia de outras substancias degradaveis no mesmo 

meio para processos cometab61icos; 
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+ Condic;:oes e propriedades dos sistemas de testes, tais como volume e 

forma dos recipientes, sistemas abertos ou fechados, temperatura, procedimento de 

mistura e agitac;:ao e suprimento de oxigemio; 

+ Durayao do teste. 

Para avaliar os resultados da biodegradayao, nao e suficiente apenas medir a 

concentrayao remanescente de urn composto no ambiente, a observayao dos 

processes biol6gicos tambem se torna necessaria, uma vez, que nem todo o composto 

e mineralizado a di6xido de carbono (C02 ) no curso da degradayao. 

De acordo com MARGESIN et al. (1999), os metodos biol6gicos para medir a 

atividade microbiana em urn ambiente sao restritas a respirayao, atividade enzimatica e 

contagem microbiana. Estas tecnicas fornecem informay5es sobre a presenya de 

organismos viaveis, assim como, os efeitos dos poluentes sobre a atividade metab61ica 

do solo. 

Para avaliar a atividade microbiana em solos, sao utilizadas varias 

metodologias tais como: o ensaio de respirometria, contagem dos microrganismos em 

placas (UFC) ou em tubos (NMP), contagem atraves de microscopia direta. 

3.6.1 Respirometria 

0 ensaio de respirometria e utilizado para avaliar a atividade microbiol6gica de 

urn solo, baseando-se no principio de que M uma correlayao direta entre a gerayao de 

di6xido de carbono (COz) e a degradayao da materia organica num solo, pela ac;:ao dos 

microrganismos presentes. Quando se adiciona materia organica a urn determinado 

solo, h8 urn crescimento da populayao microbiana, tendo como consequencia urn 
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aumento na gerayao de di6xido de carbona (C02) como resultado da respiracao desses 

microrganismos (FULLER e WARRICK, 1985). 

A medida do gas carbonico produzido podera ser efetuada em sistemas de 

analises em fluxo continuo ou em sistemas fechados. 0 respir6metro de Bartha (ABNT, 

1993), e urn sistema fechado, constituido de duas camaras interligadas. Em uma das 

camaras, urn erlenmeyer de 250 mL, e colocado o residua misturado com o solo e na 

outra camara, a soluyao alcalina. E urn equipamento simples e de baixo custo. 

0 ensaio tern como finalidade principal estimar o tempo para a estabilizacao de 

urn residua organico quando este e lancado no solo e, alem disso, tentar obter taxas de 

aplicacao mais convenientes. Pode-se ainda detectar uma possivel toxicidade aos 

microrganismos do solo, pelos elementos presentes no residua (NUVOLARI, 1996). 

3.6.2 Contagem dos microrganismos 

A contagem dos microrganismos do solo atraves da tecnica de cultura em 

placas nao revela a populayao total da amostra. Esta limitacao e devida as condicoes 

especificas de cultivo. Os valores encontrados nestas contagens referem-se as celulas 

viaveis, esporos ou fragmentos de micelios capazes de crescer no meio utilizado. 

Mesmo, que se utilize rneios e condicoes culturais diversas, e dificil estimar a 

populayao total, pais nestes meios pode ocorrer uma sobreposiyao entre grupos 

fisio16gicos. Como por exemplo, alguns microrganismos term6filos podem crescer em 

temperatures rnes6filas. Alem da contagem em placas outras tecnicas como 

microscopia direta e enriquecirnento sao utilizadas (PELCZAR, et. al., 1996). 

Quando se parte de culturas liquidas, o crescirnento microbiano pode ser 

avaliado atraves de espectrofotornetria, determinayao do peso seco de celulas 

26 



(LEONARD e LINDLEY, 1999), contagem em placas, membrana filtrante, conteudo de 

nitrogenio e produtos metab61icos. 

3.6.3 Metodos de determinagao do fenol 

Quante a determinac;:ao da concentrac;:ao do fenol em amostras de agua, 

efluentes e residues s61idos (massa bruta, lixiviado, solubilizado), diferentes metodos 

podem ser empregados, dentre eles, espectrofotometrico com 4-aminoantipirina, 

espectrometrico infra-vermelho (IRPTC, 1984), colorimetrico baseado na reac;:ao do 

fenol com p-nitroanilina (BOHDZICWICZ, 1998), cromatografia gasosa (WANG e LOH, 

1999), HPLC (LEONARD e LINDLEY, 1999), absorc;:ao ultra-violeta (GOUDAR et al., 

2000). Deve-se considerar quanta a escolha do metoda sua sensibilidade, 

confiabilidade, especificidade e custo. 
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4 METODOLOGIA 

4. 1 Desenvolvimento do trabalho experimental 

Neste item sera descrito sucintamente a parte experimental da pesquisa. 0 

trabalho experimental foi realizado em duas fases. Na primeira fase, foram 

caracterizados e classificados, o solo e o residua areia de moldagem para confec«fSo 

dos respirometros. A caracteriza«fSo e classifica«fSo da areia foi baseada na Norma NBR 

10.004 (ABNT, 1987a). No periodo de 90 dias, foram efetuadas quatro amostragens 

para contagem e isolamento dos microrganismos presentes na mistura solo/areia de 

moldagem retirada dos respirometros. Convem ressaltar que nesta primeira fase a 

pesquisa foi desenvolvida juntamente com SIVIERO (1999). Os tres grupos de 

microrganismos isolados das misturas de 25, 75 e 100 g de areia para 50 gramas de 

solo, foram bacterias, fungos e actinomicetos. 

Na segunda fase, os microrganismos isolados foram submetidos a adapta«fSo 

ao fenol seguido do ensaio de MCI (Minima Concentra«fSo lnibit6ria) e, Rea«fSo de 

Bavendamm. 0 ensaio de MCI foi utilizado para determina«fSo da concentra«fSo 

inibit6ria de fenol frente aos microrganismos isolados e, na obten«fSo daqueles 

adaptados a elevada concentra«fSo de fenol. Estes mesmos microrganismos, ao mesmo 

tempo, foram tambem selecionados segundo a "Rea«fSo de Bavendamm" e produ«fSo 

de fenol-oxidases, para verifica«fSo da capacidade destes em degradar o fenol presente 

na areia de moldagem. 

Os microrganismos que apresentaram a enzima e os isolados do MCI foram 

utilizados para compor in6culos para aplica«fSo na areia de moldagem. 



Para avaliar a eficiencia dos microrganismos na degradayao dos compostos 

fen61icos incorporados no resfduo, estes foram inoculados diretamente na areia de 

moldagem. A eficiencia da biodegrada<;ao foi avaliada por meio da produ<;ao de C02 no 

ensaio de respirometria ap6s a adiyao dos microrganismos (Figura 4.1 ). 

Para este teste foram montados seis conjuntos de respirometros com diferentes 

in6culos e denominados: bacterias, fungos, actinomicetos, misto com nutrientes e misto 

sem nutrientes. Os respirometros foram incubados a 28 °C durante 90 dias. 

Durante o perfodo, a cada 30 dias foram retiradas amostras de areia do 

respirometro para determina<;ao do fenol residual. 
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Figura 4. 1 - Esquema do trabalho experimental 
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4.2 Material 

4.2.1 Areia de moldagem 

A areia de moldagem empregada nesta pesquisa, foi gerada durante o 

processo de moldagem dos machos, na unidade denominada macharia. Este material 

foi coletado na Industria de freios TRW Varga, localizada na cidade de Limeira- SP. 

Este resfduo e composto de areias oriundas de perdas durante o processo de 

moldagem, e da quebra dos machos durante a secagem e manipulagao dos mesmos. 

Em virtude desta nao poder mais ser retomada ao processo e denominada resfduo 

solido. Do total de areia base utilizada para confecgao dos machos, os refuges e 

descartes representam 2% (SIVIERO, 1999). 

0 resfduo estudado apresenta-se na forma de machos e para sua fabricagao 

adiciona-se uma resina denominada fen61ica/uretanica na areia base, que lhes confere 

rigidez. 0 macho varia muito em tamanho e forma, ja que corresponde a parte "oca" da 

pega a ser fundida (Figura 4.2). 

FIGURA 4.2 - Aspecto de um macho de fundi gao 

Fonte: CAREY e ARCHIBALD (1998). 
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4.2.2 Solo 

0 solo utilizado no experimento foi coletado no Campus da UNICAMP na 

Cidade de Limeira - SP. Este foi classificado como argilo-arenoso (USDA). Na local de 

coleta, tomou-se o cuidado de coletar solo livre de residuos, os quais poderiam afetar 

as caracteristicas fisicas, quimicas e biol6gicas, e prejudicar a atividade microbiana 

durante o processo de biodegradac;:ao. 

De acordo com SIVIERO (1999), o solo utilizado tem teor de carbona e 

concentrayao de nutrientes adequados para permitir a atividade microbiana, o que 

favorece a adaptac;:ao dos microrganismos. Por estes fatores optou-se por trabalhar 

com este tipo de solo. 

4.2.3 Respirometros 

Para acompanhar a biodegradac;:ao dos compostos fen61icos incorporados na 

areia de moldagem, foram utilizados respirometros padrao de Bartha (CETESB, 1990, 

ABNT, 1993). Os respirometros padrao de Bartha (Figura 4.3), tem sido utilizados em 

diversas pesquisa de biodegradabilidade de diferentes residuos no solo, dentre estes 

cita-se areia fen61ica (SIVIEIRO, 1999; SOUZA, 2000), lodo de esgoto (NUVOLARI, 

1996); 61eo essencial citrico (CORAUCCI FILHO et al., 1998). 
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c 

0 

A- Tampa da canula; 
B -Canula; 

c 

20mm 

C - Vedagao com rolha de borracha; 
D - Brago lateral; 
E- Solugao de KOH; 
F - Amostra da mistura residua-solo a ser degradada; 
G- Frasco erlenmeyer de 300 mL; 
H- Valvula; 
I- Camada suporte (Ia de vidro); 
J - Filtro de ascarita ou cal sodada. 

Figura 4.3- Modelo do respirometro de Bartha 
Fonte: adaptado de CETESB (1990). 
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4.2.4 Meios de cultura 

4.2.4.1 Meio para quantificagao de bacterias 

Para quantifica9ao de bacterias do solo foi empregado o meio "Plate Count 

Agar'', de acordo com a Normaliza98o L.5 201 da CETESB (1978). 

Triptona 

Extrato de levedura 

Dextrose 

Agar 

Agua destilada 

pH 

5,0g 

2,5g 

1,0g 

15,0g 

1000 mL 

7,0 (ap6s esteriliza98o) 

0 preparo do meio para quantifica98o de bacterias atendeu as especifica96es 

do MANUAL DIFCO (1984). 

4.2.4.2 Meio para quantificagao de fungos 

Para quantifica98o de fungos do solo foi empregado o meio "Mycological Agar" 

low/pH. 

Peptona de soja 

Dextrose 

Agar 

Agua destilada 

10,0g 

10,0g 

15,0g 

1000 mL 

0 preparo do meio para quantifica98o de fungos atendeu as especifica96es do 

MANUAL DIFCO (1984). 
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4.2.4.2. 1 Meio agar Sabouraud 

Na segunda fase do experimento para a quantificac;:ao e isolamento dos fungos 

foi utilizado o meio agar Sabouraud dextrose. 

Neopeptona 

Dextrose 

Agar 

Agua destilada 

pH 

10g 

40g 

15g 

1000 mL 

5,6 ± 0,2 a 25°C 

0 preparo do meio atendeu as especificac;:5es do MANUAL DIFCO (1984). 

4.2.4.3 Meio para quantificagao de actinomicetos 

Para quantificac;:ao de actinomicetos do solo foi empregado o meio "agar amido 

caseina". 

Amido soluvel 

Casefna 

Nitrato de potassio 

Cloreto de s6dio 

Fosfato de potassio dibasico 

Sulfato de magnesia 

Carbonate de calcio 

Sulfato ferroso 

Agua destilada 

pH 

10,0g 

0,3g 

2,0g 

2,0g 

2,0g 

0,05g 

0,02g 

0,02g 

1000 mL 

7,0± 0,2 (ap6s esterilizac;:ao) 

0 preparo do meio para quantificac;:ao de actinomicetos atendeu as 

especificac;:<ies da Norma L.5 219 da CETESB (1989). 
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4.2.4.4 Meio para adaptagao dos microrganismos ao fenol 

Para adaptayao dos microrganismos foi utilizado o meio caldo nutriente, 

acrescido de diferentes concentrayoes de fenol. 

Peptona 15,0g 

Extrato de Levedura 3,0g 

NaCI 6,0g 

D(+)glicose 100 mg 

Agua destilada 1000 mL 

pH 6,7-7,0 

0 preparo do meio atendeu as especificayoes do MANUAL DIFCO (1984). 

4.2.4.5 Meios utilizados no Ensaio da Minima Concentragao lnibit6ria 

4.2.4.5.1 Meio mfnimo para bacterias 

Foi utilizado o meio descrito por AARONSON (1970). 

Fosfato de potassio dibasico 

Sulfato de magnesia pa 

Cloreto de s6dio 

Cloreto de calcio 

Cloreto ferrico 

Sulfato de amenia pa 

Agua destilada 

pH 

35 

1,0 g 

0,2g 

0,1g 

0,1g 

0,02g 

1,0g 

1000 mL 

7,2-7,5 



Os componentes do meio ap6s pesagens foram diluidos em agua destilada. Em 

seguida foram dispensados em erlenmeyers e os frascos foram fechados com tampao 

de algodao. Dispensa esteriliza98o. 

4.2.4.5.2 Meio minimo para fungos 

Foi utilizado o meio Czapek (DOX) agar modificado de AARONSON (1970). 

Nitrato de s6dio pa 

Fosfato de potassio dibasico 

Cloreto de potassio 

Sulfato de magnesio pa 

Sulfato ferroso 

Agua destilada 

2,0g 

1,0g 

0,5g 

0,5g 

0,01g 

1000 ml 

Os componentes do meio ap6s pesagens foram diluidos em agua destilada. Em 

seguida foram dispensados em erlenmeyers, os frascos foram fechados com tampao de 

algodao e esterilizados a 121 oc durante 15 minutos. 
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4.2.4.5.3 Meio minimo para actinomicetos 

0 meio utilizado para os actinomicetos foi o meio "agar amido caseina" 

modificado da Norma L.5 219 de CETESB (1989). 

Nitrate de potassic 

Cloreto de s6dio 

Fosfato de potassic dibasico 

Sulfate de magnesio 

Carbonate de calcio 

Sulfate ferroso 

Agua destilada 

pH 

2,0g 

2,0g 

2,0g 

0,05g 

0,02g 

0,01g 

1000 mL 

7,0±0,2 (ap6s esteriliza<;ao) 

Os componentes do meio ap6s pesagens foram diluidos em agua destilada. Em 

seguida foram dispensados em erlenmeyers, os frascos foram fechados com tampao de 

algodao e esterilizados a 121 oc durante 15 minutes. 

4.2.4.6 Meio de cultura para "Rear;ao de Bavendamm" 

4.2.4.6.1 Meio acido galico 0,5% 

Extrato de malte 

Agar 

Acido galico 

Agua destilada 

15g 

20g 

5g 

1000 mL 

0 meio foi esterilizado a 121 °C, durante 15 minutes. 
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4.3 Metodos 

4.3.1 Caracterizagao e classificagao da areia de moldagem 

4.3.1.1 Amostragem do resfduo 

As amostras nas duas fases do experirnento foram coletadas no setor de 

macharia da industria de freios TRW Varga, conforrne metodologia descrita na norma 

NBR 10.007 (ABNT, 1987d). Como a areia de moldagem apresentou-se aglomerada 

formando blocos rlgidos, com a finalidade de se obter uma amostra representativa e de 

dimensoes uniformes, os blocos foram triturados em "moinhos de martelo" e a seguir 

passados por malha de 0,59 mm. A amostra para as amilises foi obtida ap6s o processo 

de quarteamento. 

4.3.1.2 Ensaio de Lixiviaqao e Ensaio de So/ubilizaqao 

0 reslduo areia de moldagem foi classificado de acordo com os resultados 

obtidos nos ensaios de solubiliza~o. lixivia~o e massa bruta. A metodologia para os 

ensaios de lixivia~o e solubiliza~o esta descrita na NBR 10.005 - Lixivia9ao de 

Reslduos e NBR 10.006 - Solubiliza~o de Reslduos (ABNT 1987b,c), 

respectivamente. 

Os ensaios foram realizados no Laborat6rio TASQA, localizado em Paulinia-

SP. 

38 



4.3.1.3 Caracterizagao fisico e quimica da areia de moldagem 

No extrato lixiviado foram analisados os parametres arsenio, cadmio, chumbo, 

bario, cromo total, selenio, prata, mercuric e fluoreto, que constam da Listagem n° 07, 

anexo G da NBR 10.004 (ABNT, 1987a). 

No extrato solubilizado foram analisados os parametres: fenol, surfactantes, pH, 

arsenio, cadmio, chumbo, bario, cromo total, s6dio, manganes, selenio, prata, ferro, 

cobre, mercuric, zinco, aluminio, nitrato, fluoreto, cianetos, sulfates, cloretos e dureza. 

Na massa bruta foi realizada analise de fenol. A concentrac;:ao de fenol presente no 

residua foi utilizada como parametro de classificayao de acordo com a Listagem n°9, do 

Anexo I, da NBR 10.004 (ABNT, 1987a), 

Todas as analises para caracterizac;:ao e classificac;:ao do residua, foram 

realizadas pelo Laborat6rio TASQA, utilizando a metodologia descrita no Standard 

Methods for The Examination of Water and Wastewater (APHA, 1995). 

4.3.2 Caracterizayao e classificayao do solo 

4.3.2.1 Amostragem do solo e preparo das amostras de solo 

0 solo foi coletado na profundidade de 0-0,25 m (nesta profundidade encontra

se grande parte da populayao microbiana aer6bia). 

As amostras de solo coletadas no campo foram secas ao ar livre e passadas 

em peneiras de 0,2 mm de abertura. Essa frac;:ao de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA) foi 

armazenada em sacos plasticos e analisadas num prazo de 48 horas. 
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4.3.2.2 Caracterizac;ao do solo 

Para caracteriza<;:ao do solo foram determinados os parametros pH, carbono, 

nitrogenio, f6sforo, potassio, magnesio, aluminio, hidrogenio, enxofre, s6dio, ferro, 

manganes, zinco, bario, cobre, CTC, composi<;:ao granulometrica e densidade. 

Os parametros foram analisados no Laborat6rio ICASA, localizado em 

Campinas- SP. 

A determina<;:ao da capacidade de campo do solo e a curva de reten<;:ao da 

agua do solo foram realizadas no Laborat6rio de Hidrologia da Faculdade de 

Engenharia Civil da UNICAMP, Campinas- SP. 

A caracteriza<;:ao microbiol6gica foi feita atraves da enumera<;:ao da popula<;:ao 

microbiana atraves da contagem em placas. Foram determinadas as Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC) para os tres grupos de microrganismos de interesse 

para esta pesquisa, bacterias, fungos e actinomicetos, assim como a umidade para 

obter as UFC/grama de solo seco. As analises foram realizadas no Laborat6rio de 

Microbiologia do Colegio Tecnico de Limeira. 

4.3.3 Contagem dos microrganismos do solo controle e da mistura 
solo/areia de moldagem 

Na primeira fase, foram efetuados contagens e isolamento dos microrganismos 

presentes no solo controle e na mistura solo/areia de moldagem retirados dos 

respirometros. As quantidades de areia aplicadas foram determinadas por SIVIERO 

(1999), com base em ensaios anteriores e concentra<;:ao de fenol contido na massa 

bruta do residuo. 0 residuo apresentou concentra<;:ao de fenol na massa bruta de 33,3 

mg/Kg e as quantidades aplicadas foram de 50, 75 e 100 gramas de areia em 50 

gramas de solo, correspondentes a 16,65, 19,98 e 22,20 mg de fenoi/Kg da mistura 

solo/areia de moldagem. 
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A montagem dos respirometros padrao de Bartha contendo apenas solo e 

mistura solo/areia de moldagem foi realizada de acordo com Norma L.6 350 (CETESB, 

1990) e projeto de Norma 01:603.06-007 (ABNT, 1993). Para o solo controle e as 

quantidades de areia de moldagem aplicadas foram montados 3 (tres) respirometros 

para retirada de amostras e contagem dos microrganismos. 0 periodo de ensaio foi de 

90 dias e a temperatura de incubayao de 28 °C. 

4.3.4 Coleta de amostras do solo controle e da mistura solo/areia de 
moldagem nos respirometros. 

Durante o periodo de ensaio foram coletados 10 gramas da mistura solo/ areia 

de moldagem e do solo controle, contidas nos respirometros e submetidos as analises 

microbiol6gicas. As coletas foram realizadas em ambiente asseptico, utilizando espatula 

esterilizada. 

4.3.5 Preparo das diluic;oes de solo e areia de moldagem para analise 
microbiol6gica 

A dilui9ao das amostras do solo controle e da mistura solo/areia de moldagem 

coletadas dos respirometros seguiu a metodologia descrita por GIRARD & ROUGIEUX 

(1964). 

Foram pesados 10 gramas de solo e/ou da mistura solo/areia de moldagem em 

bequer de 100 ml, a seguir adicionados 20 ml de agua de diluiyao (solu9ao de NaCI 

0,85%) e promoveu-se a agitayao utilizando uma bagueta de vidro. 0 conteudo foi 

transferido eo volume completado para 100 ml em proveta. A suspensao foi agitada 

manual mente, obtendo-se assim a dilui9ao 1 o-1
. 
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4.3.6 Contagem dos microrganismos 

Para a contagem em placas das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de 

bacterias, fungos e actinomicetos, as amostras foram incubadas em estufa, em triplicata 

a mesma temperatura do ensaio de respirometrico. 

4.3.6.1 Contagem das bacterias 

Para a contagem das Unidades Formadoras de Colonias de bacterias foi 

empregada a Norma Tecnica L5. 201 (CETESB, 1978), atraves da tecnica de "pour 

plate". As placas em triplicata foram incubadas a 28°C por 48 horas. Ap6s este periodo, 

com o auxilio de urn contador de colonias as leituras das UFC das placas foram 

realizadas. As UFC/g de mistura solo areia foram obtidas, multiplicando-se a media da 

contagem das colonias por placa pela dilui~o utilizada. 

4.3.6.2 Contagem de fungos 

Foi empregado o meio "Mycological Agar low /pH", e utilizada a tecnica de "pour 

plate" As placas foram incubadas em triplicata a 28 °C durante 72 horas. Ap6s este 

periodo, com o auxilio de urn contador de colonias as leituras das UFC das placas 

foram realizadas. As UFC/g de mistura solo areia foram obtidas, multiplicando-se a 

media da contagem das colonias por placa pela dilui~o utilizada. 
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4.3.6.3 Contagem de actinomicetos 

Foi empregada a Norma Tecnica L.5 219 (CETESB,1989). As placas foram 

incubadas em triplicata a 28 °C por 7 dias. Ap6s esse periodo, com o auxilio de um 

contador de colonias as leituras das UFC das placas foram realizadas. As UFC/g de 

areia foram obtidas multiplicando-se a media da contagem das colonias por placa pela 

dilui~o utilizada. 

4.3. 7 Determinac;ao da umidade das amostras do solo controle e da 
mistura solo/areia de moldagem 

Ap6s cada coleta de amostras nos respirometros, a umidade do solo controle e 

da mistura solo/areia foi determinada atraves do metodo gravimetrico citado por VIEIRA 

(1983). A determina~o da umidade das misturas permitiu transformar os resultados 

obtidos na contagem de microrganismos em UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias 

por grama), de solo seco e mistura solo/areia de moldagem seca. 

4.3.8 lsolamento dos microrganismos que cresceram na mistura solo/areia 

Os microrganismos do solo que cresceram nas placas de cultura foram 

selecionados das tres quantidades de areia aplicadas 50, 75 e 100 gramas de areia em 

50 gramas de solo, nos respirometros. A sele~o das formas de crescimento foram 

feitas visualmente de acordo com as caracteristicas morfol6gicas das colonias 

(tamanho e forma das colonias) e sua colora~o, e semeadas em placas de Petri 

contendo meio especifico para cada grupo de microrganismo. 

Ap6s o periodo de crescimento os microrganismos foram novamente semeados 

em tubos de ensaio contendo meio inclinado especifico para cada grupo e preservados 
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em 61eo mineral. Este procedimento foi realizado a cada 30 dias ate se completar os 90 

dias de ensaio 

Os isolados foram entao reativados pela tecnica de semeadura em placas de 

Petri contendo meio especffico. Ap6s o periodo de crescimento os isolados foram 

adaptados ao fenol e entao submetidos ao ensaio MCI (Minima Concentra~o 

lnibit6ria). Os mesmos microrganismos isolados da primeira fase foram submetidos a 

"Reac;:ao de Bavendamm" para verificar a presenya da enzima fenol oxidase, 

identificando as cepas degradadoras de fenol (Figura 4.4) 

Foram isolados urn total de 78 colonias sendo distribuidas da seguinte forma: 

30 colonias de bacterias, 32 colonias de actinomicetos e 16 colonias de fungos. 

4.3.9 Adapta<_;;ao dos microrganismos ao fenol 

Os microrganismos isolados da 18 fase (item 4.3.8) foram reativados para iniciar 

o processo de adapta~o. Estes microrganismos foram suspensos em agua deionizada 

esteril e utilizados na forma de in6culos. Neste ensaio foram utilizados in6culos isolados 

da mistura solo/areia, solu~o de fenol 25 g/L (agua destilada- 100 mL; fenol p.a- 2,5 

gramas), agua esteril e caldo nutriente (Figura 4.5). 

As concentrac;:oes de fenol aplicadas nos erlenmeyers com meio caldo nutriente, 

foram de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 e 1200 mg/L. Os 

frascos foram incubados a 28 °C e o crescimento dos microrganismos nesse meio foi 

observado por meio de leituras de absorbancia em espectrofotometro, no comprimento 

de onda 585 nm. 0 periodo de ensaio foi de 72 horas. 
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Figura 4.5 - Esquema do procedimento empregado para adaptac;ao dos 

microrganismos ao fenol. 

4.3.10 Ensaio da Minima Concentraqao lnibit6ria (MCI) 

De acordo com BROCK e MADIGAN (1991), a atividade antimicrobiana de um 

agente pede ser medida pela determinac;iio da menor quantidade do agente necessaria 

para inibir o crescimento do organismo testado, o valor encontrado e definido como 

Minima Concentrac;ao lnibit6ria. Este valor nao pede ser considerado uma verdade 

absoluta para o agente testado, uma vez que, este pede ser afetado pela natureza do 

organismo testado, o tamanho do in6culo, a composic;iio do meio de cultura, tempo de 

incubac;iio e as condic;oes de incubac;ao, tais como, temperatura, pH e aerac;ao. Para a 

determinac;ao da MCI pede ser utilizadas varias tecnicas como a tecnica de diluic;iio e 
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difusao em agar. Quando a tecnica utilizada e a de diluic;:ao em frascos, o MCI e dado 

para o tubo onde o crescimento, ap6s o periodo de incubac;:ao, nao ocorrer, evidenciado 

pela ausencia de turbidez. HASSEN et al. (1998), descrevem que a menores 

concentrac;:oes que a minima concentrac;:ao inibit6ria, o crescimento microbiano e 

parcialmente limitado e causa uma inibic;:ao proporcional a concentrac;:ao do agente 

aplicado. 

0 objetivo deste ensaio foi determinar a minima concentrac;:ao inibit6ria de fenol 

frente aos microrganismos obtidos da adaptac;:ao, em meio contendo fenol como (mica 

fonte de carbono. Este ensaio tambem foi utilizado para a obtenc;:ao de microrganismos 

adaptados a concentrac;:oes mais elevadas de fenol, quando comparado as 

concentrac;:oes aplicadas nos respirometros. Foram utilizados meios minimos 

especificos para cada grupo de microrganismos e concentrac;:oes de fenol de 200, 400, 

600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600 e 1800 mg/L 0 procedimento empregado para os 

dois ensaios, de adapta<;:ao descrito acima e MCI estao ilustrados na Figura 4.6. 

Para compor o in6culo foram retirados 5 mL dos frascos de cultura de 

microrganismo (bacterias, fungos e actinomicetos) com concentrac;:ao de fenol de 200, 

600, 800 e 1200 mg/L do ensaio de adaptac;:ao. Este volume foi transferido para um 

frasco contendo 50 mL de meio minimo com concentrac;:ao de fenol de 200 mg/L Este 

frasco foi incubado a 28 °C por 48 horas. Ap6s este periodo aliquotas de 1 mL de 

in6culo foram adicionadas aos frascos contendo meio minimo e concentrac;:oes de fenol 

variando de 200 a 1800 mg/L. 0 acompanhamento do crescimento foi realizado por 

meio de leituras de absorbancia a 585 nm, em espectrofotometro, num periodo de 240 

horas. 

Ao final das 240 horas foram retiradas aliquotas de 1 mL dos frascos contendo 

cultura de bacterias, fungos e actinomicetos na concentrac;:ao de 1200 mg/L de fenol. 

Estas aliquotas foram semeadas em placas de Petri, contendo meio solido especifico 

para cada grupo de microrganismo. Novamente, os microrganismos foram selecionados 

e isolados, deste procedimento obteve-se 6 colonias de bacterias, 5 de actinomicetos e 

8 defungos. 
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4.3.11 Sele9ao dos microrganismos degradadores de fenol pela "Rea9ao 

de Bavendamm" 

Os microrganismos foram selecionados segundo a "Reac;;ao de Bavendamm", 

pela produc;;ao de enzimas fenol-oxidases em meio seletivo acido galico a 0,5%. Para os 

fungos isolados foi utilizada a metodologia classica, mas para as bacterias e 

actinomicetos a metodologia utilizada foi a desenvolvida por SOUZA (2000). 

Gada colonia de fungo isolada na primeira fase (misturas solo/areia de 

moldagem), foi repicada para o meio Agar Sabouraud e incubados a 28 °G por 72 

horas. Atraves de uma alc;;a de inoculac;;ao esteril foi cortado urn disco de agar de 6 mm 

da margem da colonia e inoculado no centro das placas contendo o meio acido galico 

0,5%. Estas placas foram incubadas a 28 °G por sete dias. 

Ao final de sete dias foi observada a capacidade dos fungos em crescer neste 

meio e produzir uma zona escura (de cor ambar), em torno da colonia indicativa de 

excrec;;ao de fenol oxidases. 

Para as bacterias e actinomicetos a metodologia foi realizada em tubos de 

ensaio conforme descrito por SOUZA (2000). Gada colonia isolada foi repicada para 

dois tubos de ensaios com meio agar inclinado, urn continha meio acido galico e o outro 

a mesma formulac;;ao sem o acido galico. 0 tubo contendo o meio sem acido galico foi 

utilizado como uma prova em branco (Figura 4.7). Neste teste a inoculac;;ao de cada 

colonia de bacterias e actinomicetos foi feita diretamente no tubo. 

Os tubos foram incubados a 28 °G por 48 horas para bacterias e 168 horas para 

actinomicetos. A visualizac;;ao da excrec;;ao de fenol oxidases foi observada pelo 

aparecimento da colorac;;ao marrom no meio acido galico quando comparado ao bra nco. 

Dos tubos com reac;;ao fenol oxidase positiva foram repicadas as colonias em 

placas de Petri. As bacterias repicadas para o meio PGA e os actinomicetos para o 

meio agar amido caseina. Estes foram utilizados para preparar o in6culo para a 

respirometria. 

Neste ensaio foram isoladas 8 colonias de fungos, 6 de actinomicetos e 10 de 

bacterias. 
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4.3.12 Preparo dos in6culos 

A partir dos microrganismos isolados obtidos do ensaio de MCI e da "Rea9ao 

de Bavendamm", foram preparados os in6culos. 0 crescimento microbiano foi suspenso 

em meio minima, e as contagens das unidades formadoras de colonias de bacterias, 

fungos e actinomicetos foram efetuadas. 

Para serem aplicados nos respirometros foram preparados tres in6culos 

(bacterias, fungos e actinomicetos). Para o preparo do in6culo de bacterias foram 

utilizadas as 1 0 colonias isoladas na Rea9ao de Bavendamm e 6 colonias obtidas no 

MCI. Estas foram suspensas em frascos contendo 100 ml de meio minima para 

bacterias e incubadas a 28 °C por 48 horas. Procedeu-se da mesma forma para os 

fungos e actinomicetos, observando o meio minima especifico para cada grupo (Figura 

4.8). 

Para o preparo do in6culo misto, no momenta da montagem dos respirometros, 

volumes iguais dos tres in6culos ja preparados foram transferidos para o interior dos 

mesmos. 
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4.3.13 Respirometria utilizando areia de moldagem com inoculac;ao de 

microrganismos 

Para avaliar a capacidade dos microrganismos isolados em degradar os 

compostos fen61icos incorporados na areia de moldagem, foi utilizado o metodo 

respirometrico. Neste ensaio foram utilizados os respirometros padrao de Bartha, 

contendo areia de moldagem e microrganismos introduzidos no residua atraves de 

in6culos. 

4.3.13.1 Deterrninar;ao da quantidade de areia de moldagem aplicada nos 
respirometros 

Em funyao dos resultados obtidos na primeira fase, observou-se que na maior 

quantidade de areia aplicada (100 g) nao ocorreu inibiyao do crescimento dos 

microrganismos e o volume do respirometro foi suficiente para comportar a quantidade 

total de mistura utilizada (150 gramas). 

Procurou-se determinar a quantidade de areia adequada de forma a nao 

produzir uma camada espessa de reslduo dentro do respirometro, que prejudicaria o 

ensaio, podendo ocasionar anaerobiose nas camadas mais profundas. A quantidade de 

150 gramas mostrou-se a mais adequada em relayao ao tamanho do respirometro. 

Alem disso, a concentrayao de fenol foi maior que na primeira fase, uma vez que, os 

microrganismos estavam adaptados a concentrayoes elevadas de fenol. 

A concentrayao de fenol determinada na massa bruta de residua foi de 164,0 

mg/Kg de reslduo, na quantidade de areia de moldagem aplicada nos respirometros 

(150 gramas) de 24,6 mg. 
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4.3.13.2 Determinac;ao do teorde umidade da areia de moldagem 

Quando se trabalha com biodegrada98o de residues no solo, a umidade da 

mistura solo e residua deve estar compreendida entre 50 e 70% da capacidade de 

campo do solo (ABNT, 1993). Neste caso, o solo nao foi utilizado e teor de umidade da 

areia de moldagem encontrado foi de 4,0%, sendo a umidade corrigida para 20%. 

Segundo ALEXANDER (1977), este teor favorece o crescimento microbiano. 

Para a corre98o da umidade foram utilizados agua deionizada esteril, in6culo e 

solu98o de nutrientes (apenas para os respirometros denominados misto com 

nutrientes). 

4.3.13.3 Montagem dos respirometros 

Foram preparados cinco conjuntos de respirometros e denominados em fun98o 

do tipo de in6culo utilizado como: bacterias, fungos, actinomicetos, misto com nutrientes 

e misto sem nutrientes. Urn sexto conjunto foi montado para a areia de moldagem sem 

inoculagao de microrganismos e denominado controle (Figura 4.9). Cada conjunto 

montado foi composto de tres respirometros conforme (ABNT, 1993). 

Os respirometros foram assim compostos: 

Bacterias = 150 gramas de areia, 5 mL de in6culo (equivalente a 108 UFC/mL) e 

agua deionizada esteril para corre98o da umidade. 

Fungos = 150 gramas de areia, 5 mL de in6culo (equivalente a 105 UFC/mL) e 

agua deionizada esteril para corre98o da umidade. 

Actinomicetos = 150 gramas de areia, 5 mL de in6culo (equivalente a 106 

UFC/ml) e agua deionizada esteril para corregao da umidade. 

Misto com nutrientes = 150 gramas de areia, 5 mL de in6culo, sendo 1,66 mL 

de cada cultura (bacterias, fungos e actinomicetos), 10 mL de solu98o nutriente e agua 

destilada esteril para corre98o da umidade. 
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Misto sem nutriente = 150 gramas de areia, 5 ml de in6culo sendo 1,66 ml de 

cada cultura (bacterias, fungos e actinomicetos) e agua destilada esteril para correvao 

da umidade. 
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4.3.13.4 Balanceamento de nutrientes 

Como o reslduo nao apresentou nitrogemio e f6sforo em sua composi<;ao, foi 

efetuado o balanceamento dos nutrientes de acordo com o projeto de norma (ABNT, 

1993). Foram obedecidas as seguintes rela91)es C/N = 60 e C/P = 300, para a areia de 

moldagem. 

Como fonte de nitrogemio foi utilizado o sulfato de am6nio e como fonte de 

f6sforo, o fosfato de potassio. Estes sais foram adicionados na areia na forma de 

solu<;ao de nutrientes (KzHP04- 1,18 g; (NH)3S04- 4,95 g; CaC03- 0,00371 g; agua 

destilada- 1000 mL). 

Foram aplicados 0,0105 g de nitrogenio e 0,0118 g de f6sforo calculados em 

fun<;ao da concentra<;ao de carbono no reslduo de 0,63 g. 

Esta solu<;ao de nutrientes foi aplicada apenas no conjunto denominado misto 

com nutrientes e, foi aplicada no momento da montagem do conjunto, diretamente no 

reslduo. 

4.3.14 Determinayao da quantidade de C02 produzido nos respirometros 

Para cada respir6metro, a determina<;ao da quantidade de C02 produzido no 

perlodo de 90 dias, seguiu a Norma Tecnica L6. 350 (CETESB, 1990) eo Projeto de 

Norma 01:603.06-007 (ABNT,1993). 
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4.3.14.1 Calculo da geragao de C02 produzido nos respirometros 

Para cada in6culo aplicado na areia de moldagem, a determinayao da Gera~;ao 

de C02 individual "GC02" (media de 3 medigoes consecutivas) foi calculada pela eq. 

(1 ): 

GC021ND = (A-8) x 50 x f HCI x 0,044 (mg de C02) (1) 

onde: 

A =volume de HCI gasto para titular o branco (em mL); 

8 =volume de HCI gasto para titular o KOH, retirado do respirometro (em ml); 

50 = fator para transformar equivalente em J.imOI de C02; 

0,044 = fator para transformar J.imol de C02 em mg de COz; 

f HCI = normalidade do HCI = 0,1 N 

Utilizando-se da media aritmetica dos valores de GC02 media, para cada grupo 

de 3 respirometros "C02MED, em cada mediyao efetuada, determinou-se, atraves da eq. 

(2), a Gerayao de COz media acumulada" "GC02MED-AcuM": 

GC02MED·ACUM = 2: GC02 MED (em mg de COz) (2) 

4.3.15 Determina9ao da concentra9ao de fenol na areia de moldagem 
durante a respirometria 

Com a finalidade de se obter a degradayao dos compostos fen61icos pelos 

microrganismos, a cada trinta dias foram retiradas amostras de areia dos respirometros 

para determinayao de fenol. As amostras foram encaminhadas ao Laborat6rio 

810AGRI, localizado em Piracicaba - SP. 0 fenol nas amostras foi determinado por 

cromatografia gasosa, conforme metodologia descrita no Standard Methods for the 

Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998). 
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4.3. 16 Contagem dos microrganismos presentes na areia de moldagem 

Ao final dos 90 dias do ensaio de respirometria a populayao de bacterias, 

fungos e actinomicetos presentes no residua foram quantificadas. 

Para a contagem dos microrganismos foi utilizada a metodologia descrita em 

4.3.6 

4.3.16.1 Contagem dos microrganismos na areia "in natura" e ap6s 
ag/omeragao com resina fen6/ica 

No respirometro denominado controle montado apenas com areia de 

moldagem, durante os 90 dias e ensaio observou-se produyao de C02. Desta forma, foi 

realizada uma nova amostragem do material. Foram coletadas duas amostras de areia 

dentro do processo de moldagem dos machos, antes e ap6s a adiyao da resina, com o 

intuito de verificar se os microrganismos responsaveis pela produ9ao de C02 estavam 

presentes na areia "in natura" e ap6s a adiyao da resina. 

Para a contagem dos microrganismos foi utilizada a metodologia descrita em 

4.3.6. 
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5 RESULTADOS 

1" Fase 

5. 1 Caracterizagao da areia de moldagem 

Foram realizadas duas caracterizac;:oes da areia de moldagem, a primeira para 

sua classificac;:Bo e, segunda, para determina<;:ao de fenol apenas na massa bruta. 

5.1.1 Caracteristicas quimicas da areia de moldagem 

Os resultados das amilises qulmicas do lixiviado, solubilizado e da massa 

bruta foram determinados no Laborat6rio TASQA, Paullnia- SP (Tabela 5.1). 

0 reslduo foi classificado de acordo com a Norma Tecnica ABNT - NBR 

10.004/87, como reslduo Classe I- Perigoso, em func;:ao da concentra<;:ao de fenol na 

massa bruta ser superior a 10 mg/Kg. 



TABELA 5.1- Caracterizac,:ao quimica do lixiviado, do solubilizado e da massa bruta do 

residue areia de moldagem 

Para metros Lixiviado Solubilizado Massa Bruta 

(*)Valor (*)Valor (*)Valor 
Resultado da Resultado da Resultado da 

(mg/L) Listagem (mg/L) Listagem (mg/Kg) Listagem 
7 8 9 

Aluminio NA NC < 0,1 0,2 NA NC 

Arsenio <0,05 5,0 < 0,05 0,05 < 0,1 1000,0 
Bario 0,15 100,0 0,16 1,0 NA NC 
Cadmio < 0,05 0,5 < 0,05 0,05 NA NC 

Chumbo <0,05 5,0 < 0,05 0,05 0,5 1000 
Cianetos NA NC < 0,1 0,1 < 0,5 1000 

Cloretos NA NC 161,0 250 NA NC 

Cobre NA NC 0,25 1,0 NA NC 
Cromo total 0,13 5,0 0,04 0,05 NA NC 
CromoVI NA NC NA NC 0,51 100 

Dureza NA NC 10,0 500,0 NA NC 

Fenol NA NC 0,90 0,001 33,3 10,0 

Ferro NA NC 0,42 0,3 NA NC 

Fluoreto . < 0,5 150 < 0,5 1,5 NA NC 
Manganes NA NC 0,24 0,1 NA NC 

Mercurio < 0,01 0,1 < 0,001 0,001 < 0,1 100 

Nitrate- N NA NC < 0,1 10 NA NC 

pH NA NC 6,9 NC 7,0 > 2 < 12,5 

Prata < 0,05 5,0 < 0,05 0,05 NA NC 

Selenic < 0,01 1,0 < 0,01 0,01 < 0,1 100 

S6dio NA NC 21,1 200,0 NA NC 

Sulfates NA NC < 5,0 400 NA NC 

Surfactantes NA NC < 0,1 0,2 NA NC 

Vanadio NA NC NA NC < 2,0 1000 

Zinco NA NC 0,15 5,0 NA NC 
Notas: (*) Listagens 7, 8 e 9 constam na NBR 10004/87. NA parametro nao analisado NC -
parametro nao consta na listagem. 
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5.1.2 Concentrayao de fenol na areia de moldagem (23 Fase) 

Na segunda fase do experimento, uma nova amostra de areia foi coletada e 

analisado o fenol na massa bruta, atraves de cromatografia gasosa. A analise foi 

realizada pela BIOAGRI Laboratories, localizada em Piracicaba- SP. 

0 valor encontrado de fenol na massa bruta foi de 164,0 mg/Kg de residuo 

areia de moldagem. 

5. 2 Caracteriza<;ao do solo 

Os parametres fisicos e quimicos foram determinados no Laborat6rio ICASA, 

localizado em Campinas- SP. Os resultados das analises sao apresentados na Tabela 

5.2. 

Atraves da analise granulometrica, o solo foi classificado de acordo o USDA 

(United State Departament of Agriculture), como argilo-arenoso. A curva caracteristica 

do solo para a profundidade de 0,0- 0,50 metros foi determinada no Laborat6rio de 

Solos e Hidrologia da Faculdade de Engenharia Civil de Campinas, Campinas- SP. A 

capacidade de campo do solo e o ponto de murcha permanente foram determinados 

em 24,9% e 19,5% respectivamente. 0 teor de umidade determinado foi de 17 % 

(SIVIERO, 1999). 

As analises para a quantifica98o dos microrganismos do solo foram efetuadas 

no Laborat6rio de Microbiologia do Colegio Tecnico de Limeira, Limeira- SP (Tabela 

5.3). 
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TABELA 5.2 - Resultados das analises quimicas e fisicas do solo utilizado no 
experimento 

Valores das analises qui micas 

% pH % mg. Kg_, Meq/100 cm
3 

TFSA 

N CaCI Agua Carbo no p Pres K Ca Mg AI H "$" CTC V(%) 

0,12 5,9 6,4 1,1 1,0 2,0 0,24 5,7 1,2 - 1,0 7,14 8,25 86,5 

(mg. Kg"') Micronutrientes (mg. Kg-1
) 

s Na Fe Mn Cu Zn B 

12,2 5,0 112,0 49,0 2,1 44,4 0,17 

Valores das analises fisicas 

Composiyao Granulometrica (%) 

Areias 

Grossa Fina 

12,8 43,1 

Argila Limo 

42,1 1,5 

Cascalho 

0,0 

Classificayao Densidades (g/cm
3

) 

Aparente Real 

Argilo - arenoso 0,99 2,53 

TABELA 5.3- Contagem dos microrganismos no solo para o perfil de solo 0,0-0,25 m. 

Bacterias 

Fungos 

Actinomicetos 

UFC/grama de solo seco 

3,5 X 106 

9,0 X 10
4 

1,8x106 

5.3 Contagem dos microrganismos da mistura sololareia de moldagem 

Os microrganismos da mistura solo e areia retirada dos respirometros foram 

quantificados durante um periodo de 90 dias. Os valores das Unidades Formadoras de 

Colonias de bacterias, fungos e actinomicetos, obtidos sao apresentados na Tabela. 

5.4. 

A partir dessas culturas, foram isoladas colonias que posteriormente foram 

empregadas nos ensaios de adapta~o. MCI e Rea~o de Bavendamm. 
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TABELA 5.4 - Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de bacterias, fungos e 
actinomicetos do solo controle e da mistura solo/areia de moldagem coletados dos 
respirometros no periodo de 90 dias. 

UFC/ grama de mistura solo e areia 

Intervale de 
Respirometro 

coletas ( dias) 
Bacterias Fun9os Actinomicetos 

o· 3,5x 10 9,0 X 10 1,8 X 10 

15 3,2x 106 1,0x105 2,0 X 105 

Solo Controle 30 3,1x 106 8,4 X 104 1,96x 106 

60 3, 1x 106 1,2 X 105 3,4 X 106 

90 3,2x 106 8,3 X 104 3,5 X 106 

15 8,0 X 10 5,4 X 10 2,0 X 10 

30 2,9 X 106 7,6x104 2,0 X 106 

50 gramas de 60 1,7 X 106 6,6 X 104 1,5 X 106 

areia 90 4,6 X 106 
1,2 X 10

5 1,7 X 106 

15" 8,3 X 10 1,0 X 10 3,2 X 10 

30 4,7x10
6 

1,0x10
5 4,8 X 106 

75 gramas de 60 2,5 X 10
6 

8,9 X 10
4 2,5 X 106 

areia 90 5,5 X 10
6 

6,5x 10
4 2,4 X 106 

15 9,0 X 10 3,8 X 10 2,6 X 10 

30 3,3 X 10
6 

6,0 X 10
4 

1,0x10
6 

1 00 gramas de 60 4,5 X 106 7,3 X 104 1,9x106 

areia 90 2,9 X 10
6 

3,5 X 10
4 4,0 X 106 

• UFC/grama de solo seco. 
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5.4 NOmero de microrganismos isolados da mistura sololareia de moldagem 

Foram isoladas urn total de 78 colonias dos tres grupos de microrganismos, 

sendo distribuidas da seguinte maneira: 30 colonias de bacterias, 32 colonias de 

actinomicetos e 16 colonias de fungos. 

5. 5 Adaptar;ao dos microrganismos ao fenol 

Neste ensaio foi utilizado o meio de cultura caldo nutriente, com concentra96es 

de fenol de 0 a 1200 mg/L, com intervalos de 100 mg/L A absorbancia referente ao 

crescimento microbiano foi medida num periodo de 0 - 72 horas. 

Na Tabela 5.5 sao apresentados os valores de absorbimcia no comprimento de 

onda de 585 nm, referentes ao crescimento microbiano, em meio caldo nutriente 

contendo diferentes concentra9oes de fenol. 

As curvas de crescimento dos microrganismos bacterias, fungos e 

actinomicetos sao apresentadas nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3, respectivamente. 
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TABELA 5.5 - Valores de absorbancia a 585 nm referentes ao crescimento dos microrganismos em diferentes 
concentrayoes de fenol 

Concentra~llo de fenol nos erlenmeyers 
(mg/L) 

lntervalo 

Microrganismos 
de 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 lelturas 
jhoras) 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

24 1,439 1,298 1,264 0,939 0,553 0,550 0,441 0,451 0,374 0,379 0,420 0,451 0,304 
Bacterias 

48 1,826 1,746 1,781 1,249 0,927 0,901 0,660 0,562 0,553 0,457 0,477 0,466 0,481 

72 1,931 1,820 1,730 1,348 1,155 1,115 0,991 0,841 0,653 0,563 0,578 0,533 0,490 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

24 0,627 0,553 0,489 0,409 0,407 0,410 0,415 0,383 0,378 0,316 0,330 0,300 0,244 
Fungos 

48 1,657 1,400 0,959 0,777 0,625 0,553 0,543 0,523 0,428 0,397 0,381 0,382 0,357 

72 1,867 1,681 1,677 1,193 0,935 0,851 0,708 0,705 0,546 0,489 0,544 0,496 0,435 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

24 0,747 0,676 0,553 0,511 0,496 1,346 0,475 0,438 0,386 0,291 0,352 0.221 0,194 
Actinomicetos 

48 1,231 1,348 1,329 0,935 0,917 1,643 0,778 0,665 0,534 0,459 0,497 0,442 0,389 

72 2,101 1,923 1,955 1,186 1 '111 1,698 1,066 0,871 0,767 0,734 0,749 0,670 0,596 
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FIGURA 5.1 - Valores de absorbancia referentes ao crescimento das bacterias no 
perfodo de 72 horas, em diferentes concentrag6es de fenoL 
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FIGURA 5.2- Valores de absorbancia referentes ao crescimento dos fungos no 
perlodo de 72 horas, em diferentes concentrag6es de fenoL 
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FIGURA 5.3- Valores de absorbancia referentes ao crescimento dos actinomicetos no 
perfodo de 72 horas, em diferentes concentrayaes de fenol. 

5.6 Determina<;ao da Minima Concentra<;ao lnibit6ria (MCI) 

A Tabela 5.6 apresenta os valores de absorbancia no comprimento de onda de 

585 nm, referentes ao crescimento microbiano, em meio minima contendo diferentes 

concentra96es de fenol. 

As curvas de crescimento dos microrganismos bacterias, fungos e 

actinomicetos sao apresentadas nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6, respectivamente. 
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TABELA 5.6 - Valores de absorbancia a 585 nm referentes ao crescimento dos microrganismos no Ensaio de Minima 

Concentra9ao lnibit6ria (MCI) utilizando Meio Minimo contendo fenol. 

Concentracao de fenol nos erlenmeyers 
(mg/L) 

Intervale de 
Microrganismos leituras 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 

(horas) 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
48 0,109 0,087 0,083 0,070 0,053 0,038 0,033 0,024 0,020 

Bacterias 
96 0,436 0,477 0,480 0,155 0,121 0,075 0,059 0,040 0,046 
144 0,312 0,711 0,864 0,295 0,197 0,094 0,064 0,040 0,044 
192 0,323 0,680 0,921 0,868 0,336 0,158 0,078 0,047 0,050 
240 0,258 0,618 0,819 1 '114 0,616 0,247 0,141 0,059 0,061 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

48 0,251 0,098 0,065 0,053 0,037 0,017 0,010 0,001 0,001 

Fungos 
96 0,251 0,416 0,207 0,184 0,138 0,095 0,052 0,010 0,007 
144 0,161 0,388 0,552 0,284 0,241 0,164 0,097 0,018 0,011 

192 0,118 0,238 0,685 0,456 0,320 0,234 0,134 0,039 0,015 

240 0,111 0,202 0,583 0,553 0,395 0,285 0,163 0,097 0,014 

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

48 0,127 0,106 0,090 0,082 0,060 0,049 0,051 0,044 0,043 

Acti nom icetos 
96 0,343 0,514 0,360 0,235 0,147 0,104 0,090 0,075 0,077 

144 0,212 0,444 0,706 0,677 0,246 0,164 0,130 0,107 0,117 

192 0,188 0,354 0,732 0,855 0,367 0,229 0,182 0,140 0,134 

240 0,161 0,313 0,621 0,741 0,634 0,272 0,225 0,172 0,159 
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FIGURA 5.4 - Valores de absorbancia obtidos no Ensaio MCI com meio mfnimo para 
bacterias 
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FIGURA 5.5- Valores de absorbancia obtidos no Ensaio MCI com meio mfnimo para 
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FIGURA 5.6 - Valores de absorbancia obtidos no Ensaio MCI com meio mfnimo para 
actinomicetos. 

5. 7 Numero de colonias obtidas da Reac;ao de Bavendamm 

As 78 colonias isoladas das misturas solo e areia de moldagem foram 

submetidas a Rea9ao de Bavendamm. Das 78 isoladas disponfveis, foi verificada a 

presen9a de enzima fenol oxidase em apenas 24 colonias, sendo: 1 0 colonias de 

bacterias, 6 colonias de actinomicetos e 8 colonias de fungos. 

5. 8 Biodegradac;ao do fenol presente na areia de moldagem 

No estudo da biodegrada9ao do fenol presente na areia de moldagem foi 

preparada uma serie de respirometros com diferentes tipos de in6culo e mesma 

quantidade de areia de moldagem (150 gramas). A areia de moldagem apresentou 

concentra9ao de fenol de 164,0 mg/Kg, o que significa que em cada respirometro a 

concentra9ao de fenol aplicada foi de 24,6 mg. Na Tabela 5. 7 e Figura 5.10 estao os 
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valores obtidos da analise de fenol da areia de moldagem retirada dos respirometros, 

por tipo de in6culo, a cad a 30 dias. As determinagoes de fenol foram realizadas atraves 

de cromatografia gasosa. 

TABELA 5.7- Avaliayao da concentragao de fenol na areia de moldagem durante o 
periodo de 90 dias. 

Concentra~tao de fenol em mg/Kg de residua 

Ti[!O de in6culo aelicado nos reseirometros 

Intervale 
Misto com Mistosem 

de leituras Centrale Bacterias Fungos Actinomicetos 
nutrientes nutrientes 

{dias) 

0 164,0 164,0 164,0 164,0 164,0 164,0 

30 23,3 19,2 18,1 14,1 13,5 13,5 

60 15,1 6,9 4,5 3,8 3,1 3,7 

90 7,2 4,1 3,1 2,1 1,7 1,6 

A Tabela 5.8 apresenta a porcentagem de remogao de fenol incorporado no residua 

areia de moldagem quando submetido a biodegradagao por diferentes tipos de in6culo 

no periodo de 90 dias. 

TABELA 5.8- Porcentagem de remogao do fenol no periodo de 90 dias. 

Remoc;:ao de Fencl 
% 

Tij:!O de in6culo aj:!licado nos resj:~ir6metros 
Periodo 

Controle Bacterias Fungos Actinomicetos 
Misto com Misto sem 

(Dias) nutrientes nutrientes 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

30 85,8 88,3 89,0 91,4 91,8 91,8 

60 90,8 95,8 97,3 97,7 98,1 97,7 

90 95,6 97,5 98,1 98,7 99,0 99,0 
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FIGURA 5.7 - Degradagao do fenol para os diferentes in6culos aplicados: (a) controle, (b) 
bacterias, (c) fungos, (d) actinomicetos, (e) misto com nutrientes, (f) misto sem nutrientes 
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5. 9 Respirometria 

No perfodo de 90 dias avaliou-se a biodegrada9ao dos compostos fen61icos 

incorporados na areia de moldagem, atraves da quantifica9ao do C02 liberado durante 

a respira9ao dos microrganismos. A Tabela 5.9 e Figura 5.8 apresentam os resultados 

de C02 acumulado durante o perfodo, para controle e para os 5 diferentes tipos de 

in6culo testados. 
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TABELA 5.9 - Quantifica~o do C02 (mg) acumulado, gerado pelo processo de 

biodegrada9ao dos compostos fen61icos incorporados no resfduo areia de moldagem, 

durante 90 dias a temperatura de 28 °C. 

Tieo de ln6culo Aplicado nos Reseirometros 

Dias de 
Misto com Misto sem 

leitura Controle Bacterias Fungos Acti nom icetos 
nutrientes Nutrientes 

acumulados 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

1 3,4 16,0 13,1 6,0 9,8 10,0 

2 4,5 38,0 34,8 35,6 37,0 37,3 

3 6,0 56,1 50,0 49,0 54,5 56,5 

4 10,3 72,1 74,5 73,9 80,5 81,2 

6 28,9 103,9 113,8 114,1 120,4 122,3 

7 35,5 122,4 131,9 134,0 134,6 137,7 

9 45,7 144,4 145,6 148,9 145,4 150,2 

12 54,1 157,3 155,7 160,9 154,1 158,9 

16 66,0 169,0 164,8 173,0 164,0 169,3 

19 77,5 175,6 171,3 179,8 170,9 176,6 

23 94,0 186,2 181,8 189,3 181,8 188,1 

27 104,7 188,6 182,6 189,6 182,6 190,0 

31 118,3 195,1 188,4 194,9 188,3 196,3 

34 125,6 198,7 191,9 198,0 191,6 200,0 

38 130,8 201,1 195,1 200,7 195,0 201,3 

44 142,3 206,9 201,2 205,8 200,6 206,8 

51 155,1 216,0 210,1 213,1 208,8 215,2 

58 163,3 221,0 215,6 217,0 213,0 219,3 

67 171 '1 227,4 222,2 222,8 218,7 224,8 

90 183,9 238,2 222,2 231,7 227,4 233,9 
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FIGURA 5.8- Produyao acumulada de C02 obtida no ensaio de respirometria, durante 
o perfodo de 90 dias devido a biodegradayao dos compostos fen61icos na areia de 
moldagem. 

5.9.1 Calculo do C02 te6rico e quantifica9ao do efetivo produzido em fun9ao 

da biodegrada9ao de compostos fen6licos incorporados no resfduo 

Quimicamente 1 mg de fenol produz 2,81 mg de C02, por via oxidativa. 

Baseado neste valor foi calculada a produgao te6rica de C02 para a quantidade de 

areia aplicada nos respirometros. Cada respirometro foi montado com 150 gramas de 

areia de moldagem e o in6culo de microrganismo. Na Tabela 5.10 estao alocados os 

valores te6ricos de produgao de C02 calculado para a quantidade de areia aplicada no 

respirometro e a produgao efetiva produzida no ensaio respirometrico, durante 90 dias 

a 28 °C. 
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TABELA 5.10- Produc;:ao de C02 te6rico calculado e efetivo medido nos respirometros 

Concentrac;:ao 
C02te6rico C02 efetivo 

Respirometro de fenol 
(mg) (mg) 

(mg) 

Controle 24,6 69,13 183,9 

Bacterias 24,6 69,13 238,2 

Fungos 24,6 69,13 222,2 

Actinomicetos 24,6 69,13 231,7 

Misto com 
24,6 69,13 227,4 

nutrientes 
Misto sem 

24,6 69,13 233,9 
nutrientes 

5. 10 Quantificac;ao de bacterias, fungos e actinomicetos nas amostras de 
areia ao final de 90 dias. 

Ap6s 90 dias de ensaio respirometrico a populac;:ao de microrganismos que 

atuaram na biodegradac;:ao dos compostos fen61icos foi quantificada. Os resultados das 

Unidades Formadoras de Colonias estao na Tabela 5.11 e o log das UFC na Figura 

5.9. 

Tabela 5.11 - Unidades Formadoras de Colonias de bacterias, fungos e actinomicetos 
nas amostras de areia retiradas dos respirometros ap6s 90 dias. 

UFC/ grama de areia 

Respirometro com in6culos Bacterias Fungos Actinomicetos 

Controle 1,68 X 10
7 

4,34 X 10
4 

< 1 

Bacterias 1,28 X 10
7 

Fungos 7,28 X 10
4 

Actinomicetos 1,14x10
3 

Misto com nutrientes 3,24 X 10
7 

1,62 X 10
5 

1,16x10
3 

Misto sem nutrientes 2,73 X 10
7 

3,64 X 10
4 

3,86 X 10
3 
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Controle Bacterias Fungos Actinomicetos Cultura mista Cultura mfsta 

com nutrientes sem nutrientes 

Respirormtros 

FIGURA 5.9- Log das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de bacterias, fungos 
e actinomicetos na areia retirada dos respirometros ap6s 90 dias. 

5.1 0.1 Contagem dos microrganismos presentes na a rei a "in natura" 

Como o respirometro denominado controle, montado apenas com areia de 

moldagem, apresentou produ9ao de C02 foi entao, realizada uma nova amostragem do 

material. Foram coletadas duas amostras de areia dentro do processo de moldagem 

dos machos. A areia antes e ap6s a adi9ao da resina. Os valores das Unidades 

Formadores de Colonias foram determinados para os tres grupos de microrganismos 

objetos do estudo (Tabela 5.12 e Figura 5.1 0). 
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TABELA 5.12 - Unidades Formadoras de Colonias dos microrganismos (bacterias, 
fungos e actinomicetos) em duas amostras de areia, antes - "in natura"- e ap6s a 
adigao de resina fen61ica - areia de moldagem. 

Microrganismos 

Bacterias 

Fungos 

Actinomicetos 

UFC/grama de areia 

Areia "in natura" 

5,3 X 10
1 

2,7x101 

< 1 

Areia de moldagem 

4,4x101 

< 1 

< 1 

6,0E+01 ,------------------------------, 

.!!! 
f 4,0E+01 +---
'" .. 
" E 3,0E+01 +---~ 
~ 
.!!' 
fi 2,0E+01 +--
:::> 

~Bacterias 

Areia "in natura" 

•Fungos 

Areia de macharia 

Tipo de areia 

FIGURA 5.10 - Contagem dos microrganismos presentes na areia "in natura" e ap6s a 
aglomeragao com resina fen61ica. 
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6 DISCUSSAO 

6. 1 Caracterizaqao e classificaqao da areia de moldagem 

Na primeira fase do experimento o residua areia de moldagem foi submetido 

aos ensaios de lixivia9ao, solubiliza9ao e massa bruta para a determinayao dos 

parametres (Tabela 5.1), constantes das listagens 7, 8 e 9 da Norma NBR 10.004 

(ABNT, 1987a) e, para sua classificayao. 0 residua estudado foi classificado como 

Classe I - perigoso. 

0 residua para ser classificado como t6xico devera canter quaisquer 

contaminantes no extrato lixiviado, em concentra96es superiores aos constantes na 

Listagem 7. Quanta ao residua estudado a concentra9ao do fenol no extrato lixiviado 

nao foi utilizada para caracteriza-lo como t6xico, uma vez que, este contaminante nao 

consta como parametro nesta listagem. 

Os teores de fenol foram determinados no extrato solubilizado e na massa 

bruta, as concentra96es encontradas foram respectivamente de 0,090 mg/L e 33,3 

mg/Kg. Estas concentra96es apresentaram-se superiores as constantes na listagem 8 e 

9, respectivamente 0,001 mg/L e 10 mg/Kg (1 3 Fase). 

Os metais nas concentra96es determinadas no residua foram inferiores aos 

valores da Listagem 7, desta forma nao sendo utilizados para avalia9ao da toxicidade 

do residua. Assim como os teores de ferro e manganes encontrados, 0,42 e 0,24 mg/L 

respectivamente, serem superiores aos valores da Listagem 8 e, tambem nao foram 

utilizados para classificar o residua como perigoso. 



Pelo exposto a alternative para classificar o residue como Classe I, foi o de 

utilizar o teor de fenol na massa bruta. Na primeira fase a concentrayao de fenol na 

ma;;sa bruta foi de 33,3 mg/Kg enquanto na segunda de 164,0 rnglkg. Pode-se 

observar que nas duas fases do experimento a concentrac;:ao de fenol na massa bruta 

apresentou-se superior a 10 mg/Kg, permanecendo o residue na mesma classe. A 

diferen99 de concentrac;:ao de fenol na primeira e segunda fase foi muito grande, o que 

permite concluir que existem varia¢es no processo de moldagem. 

6.2 Caracterizaqao do solo 

0 solo foi caracterizado em seus parametres fisicos, qU1m1cos e 

microbiol6gicos, para sua utilizac;:ao como agente na degradayao de compostos 

fen61icos e isolamento dos microrganismos responsaveis por essa transformac;:ao. 

A quantidade e diversidade de microrganismos do solo, dependem de muitos 

fatores ambientais tais como disponibilidade de nutrientes, pH, umidade, grau de 

aerac;:ao, temperatura e eventos advindos da atividade antropogenica, em aumentar ou 

diminuir a biota. A umidade e um dos fatores que mais afetam a atividade microbiana 

do solo, sendo a agua um elemento indispensavel, constituindo o protoplasms celular. 

0 principal efeito do baixo teor de umidade do solo e a reduyao da biomassa e de sua 

atividade. A umidade facilita as trocas gasosas, a dissoluyao e transporte de nutrientes. 

(ALEXANDER, 1977). 

A determinac;:ao da capacidade de campo do solo foi importante para o ajuste 

do teor de umidade da mistura solo e areia de moldagem, de modo a permitir a 

atividade microbiana. 0 ajuste foi realizado de acordo com o projeto de Norma 

01:603.06-007 (ABNT, 1993}, para 50 a 70% da capacidade de campo. Para este ajuste 

foi utilizado o teor de umidade encontrado no solo inicialmente de 17% e, considerando 

a areia com teor de umidade como 0%. 0 pH nao foi corrigido uma vez que estava 

proximo da neutralidade. 
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A popula9ao microbiana do solo tern papel fundamental na ciclagem dos 

nutrientes e carbona, participando de processes importantes como a nitrificayao, 

denitrificayao e a mineralizayao do carbona. Os principais microrganismos responsaveis 

por essa ciclagem sao as bacterias, fungos e os actinomicetos. Por essa razao os tres 

grupos foram avaliados. A contagem inicial dos microrganismos (Tabela 5.3) 

apresentou valores muito pr6ximos daqueles apresentados na Tabela 3.1. 

Em relayao a sua granulometria o solo foi classificado como Argilo Arenoso 

(Tabela 5.2), tipo de solo comum da regiao de Limeira. 

6. 3 Contagem dos microrganismos do solo 

Os objetivos da quantificayao dos microrganismos foram o de verificar a 

adapta9ao e crescimento destes ao substrata introduzido, e recuperayao dos 

microrganismos atuantes na degradayao dos compostos fen61icos incorporados no 

residua. 

Utilizando-se para quantifica9ao de microrganismos a tecnica de contagem em 

placas contendo meio de cultura solido, obtern-se apenas uma estimativa do numero de 

microrganismos da amostra. 0 resultado obtido nao reflete a populayao total, uma vez 

que se refere apenas a celulas viaveis, esporos ou fragmentos de micelios sao capazes 

de se desenvolver nos meios utilizados (PELCZAR et al., 1996). Mesmo com esta 

limitayao, esta tecnica e bastante utilizada e mostrou-se uma importante ferramenta 

para comparar o crescimento da populayao microbiana em diferentes concentrayi)es do 

residua e avaliar o efeito dos compostos introduzidos durante o periodo de 90 dias do 

estudo. 

Dentro do periodo de 90 dias foram efetuadas contagens dos microrganismos 

presentes na mistura solo e areia de moldagem, o que pode ser visualizado na Tabela 

5.4 e, durante o periodo nao foi observada a inibiyao do crescimento. 

Comparando-se a populayao encontrada nas misturas com o solo controle 

observa-se que nao ocorreu inibi9ao pela adiyao do fenol e os mesmos mantiverarn-se 
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na mesma faixa inicial, para as bacterias 106
, fungos 104 e actinomicetos 106 UFC/g de 

mistura solo e areia. 

Com quinze dias observou-se urn aumento relative do numero de bacterias, 

fungos e actinomicetos comparado ao controle, demonstrando que os mesmos 

utilizaram o carbone disponivel introduzido com o residue. Na leitura com 30 dias, 

observou-se uma diminui<;ao do numero de microrganismos que permaneceu ate 90 

dias. Em relayao a leitura com 15 dias, esta diminuiyao pode ser relacionada com a 

diminuiyao do teor de carbone disponivel. Urn dos fatores que leva a inferir esta 

hip6tese e a liberayao do fenol no meio para ataque dos microrganismos. Esta 

liberayao pode ser lenta uma vez que a resina apresenta-se fortemente ligada ao grao 

de areia, e considerando o tamanho do grao em relayao aos microrganismos, o que 

dificulta a utilizayao do fenol. A diminuiyao apresenta ser mais lenta para as maiores 

taxas (75 g e 100 g), uma vez que a quantidade de carbone aplicado foi maier e alguns 

fatores de crescimento foram controlados, tais como, pH, temperatura de 28 °C 

(constante), umidade, alem de alguns elementos denominados elementos tra~s (Mn, 

Zn, etc) presentes na propria areia. 

Foram observadas variagoes das caracteristicas morfol6gicas e colorayao das 

colonias desenvolvidas nas placas correspondentes as diferente misturas solo e areia, 

quando comparada as placas do solo controle. Essa distingao foi utilizada para o 

isolamento dos microrganismos. 

6.4 lsolamento dos microrganismos 

0 isolamento das colonias foi realizado atraves da comparayao visual levando 

em considerayao as caracteristicas morfo16gicas e colora<;ao das colonias. As colonias 

foram isoladas de todas as taxas de areia durante as quatro amostragens, com 15, 30, 

60 e 90 dias. 

Dentre os isolados destacam-se as bacterias e os actinomicetos com o maier 

numero de colonias, 30 e 32 respectivamente, ja que a populayao dos mesmos e mais 
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numerosa no solo do que os fungos, e tern sido reportados como melhores 

degradadores de compostos aromaticos. 

Os microrganismos foram preservados em meio inclinado com oleo mineral 

esterilizado em autoclave por 15 minutes a 121 °C. 

Este tipo de preserva~o foi escolhido pois apresenta como vantagens a longa 

viabilidade dos microrganismos, baixo custo, elimina a necessidade de equipamentos 

especiais e a preven~o de acaros (MURO e LUCHI, 1989). 0 objetivo da preservagao 

de culturas e de manter as culturas num estado viavel e estavel sem mudangas 

morfol6gicas. 

6.5 Adaptaqao ao fenol e determinaqao da Minima Concentraqao lnibit6ria 

Na adapta~o. as dosagens crescentes de fenol produziram absorbancias 

variadas, sendo crescente em todas as concentragoes testadas. A presenga de glicose 

permitiu urn maior crescimento e nas 12 concentragaes testadas nao foi observada 

inibigao (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3). Os valores de absorbancia maiores no ensaio (Tabela 

5.5), indicam urn grande crescimento em fun~o da utiliza~o da glicose como fonte de 

carbone, ah9m do fenol. 

Esta fase de adapta~o permitiu observar a presenga de microrganismos 

tolerantes a concentragaes de fenol mais elevadas do que as presentes no residue. 

Estes microrganismos adaptados foram importantes para compor o in6culo na 

determina~o da minima concentra~o inibit6ria de fenol frente aos microrganismos 

isolados. 

Para determina~o da MCI foi utilizado os meios minimos com o fenol como 

(mica fonte de carbone. Neste ensaio a minima concentra~o inibit6ria foi determinada 

para cada grupo de microrganismos respectivamente para bacterias 1600 mg/L, fungos 

e actinomicetos 1800 mg/L (Figuras 5.4, 5.5 e 5.6). Os valores encontrados sao 

superiores aos obtidos por BASTOS (1995), de 1300 mg/L de fenol. 
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6. 6 "Rear;ao de Bavendamm" 

Este ensaio foi realizado como forma de selecionar os microrganismos isolados, 

quanto a possibilidade de degradar o composto poluente. No item 5.7 estao 

relacionados os numeros de colonias que apresentaram resultado positive neste 

ensaio. 

A metodologia utilizada por SOUZA (2000), mostrou-se uma alternativa quando 

se deseja determinar a presen<;a de enzimas fenol oxidase em bacterias, fungos e 

actinomicetos. 

Ate esta etapa do trabalho, foram considerados os microrganismos tolerantes 

ao residue, sobreviventes ao fenol e produtores de fenol oxidase, passando agora para 

a manipulayao dos possiveis isolados eficientes na utilizayao do fenol como fonte de 

carbone e energia, no ensaio de respirometria. 

6. 7 Remor;ao de fenol durante o ensaio de respirometria 

Nesta etapa da pesquisa os microrganismos da fase anterior foram utilizados 

para o prepare do in6culo e aplicados nos respirometros contendo 150 gramas de areia 

e concentrayao de fenol igual a 24,6 mg. Considerando que os microrganismos agora 

adaptados a concentrac;:oes mais elevadas de fenol sejam mais eficientes na 

degradayao do mesmo incorporado na areia de moldagem. Analisou-se o teor de fenol 

das amostras retiradas dos respirometros com 30, 60 e 90 dias (Tabela 5.7). 

Os resultados obtidos indicaram que em todos os tipos de in6culo utilizados 

ocorreu a biodegrada9ao do fenol incorporado na areia. Com 30 dias observa-se uma 

reduyao acima de 80% para todos os in6culo estudados (Tabela 5.8). 

Mesmo com as percentagens de remoyao elevadas, somente ap6s 60 dias a 

concentrayao de fenol na massa bruta mostrou-se abaixo de 10 mg/Kg, o que nao mais 

caracteriza o residue como perigoso, para os seis tipos de in6culo testados. Os dados 
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obtidos deixam claro que embora o percentual de remoyao atinja 99%, a concentrac;:ao 

inicial e decisiva na quantidade residual. 

Observa-se na Tabela 5.8, que a culturas mistas com e sem adiyao de 

nutrientes apresentaram melhor remoyao de fenol, acima de 90% nos primeiros 30 dias 

de ensaio. lsto demonstra que culturas mistas sao mais habeis em degradar 

compostos, levando em considerayao a importancia do cometabolismo e sinergismo na 

transformayao destes e comparando-se aos grupos isoladamente. 

Neste experimento, comparando os resultados do misto com e sem nutrientes, 

nao foi observada diferenc;:a significativa na remoyao de fenol. 0 nitrog€mio e o f6sforo 

sao importantes para os microrganismos, o primeiro e parte essencial dos aminoacidos 

que formam as proteinas e slntese celular, o segundo, para a slntese de acidos 

nucleicos e ATP (adenosina trifosfato). Neste estudo, a adiyao de nitrogemio e f6sforo 

nao foram fatores limitantes para o processo. 

Com apenas 37 dias aproximadamente, a concentrayao de fenol na massa 

bruta ficou abaixo de 10 mg/Kg, que nao mais caracteriza como residua Classe I. 
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6. 8 Respirometria 

Na Tabela 5.9 e Figura 5.8 estao alocados os resultados obtidos no ensaio 

respirometrico, os dados referem-se a produ~o acumulada de C02 no periodo de 90 

dias. Em todos os in6culos testados observou-se que ocorreu a biodegrada~o dos 

compostos organicos incorporados no residue. 

A produ9ao de C02 foi utilizada como indicative da degrada~o do residue. A 

Tabela 5.10 mostra a produ~o te6rica e efetiva medida durante o experimento, nota-se 

que a produyao acumulada em todos os in6culos apresenta-se maior do que a te6rica. 

Esta diferenya pode ser explicada de acordo com SIVIERO (1999), uma vez que o 

residue areia de moldagem, apresenta em sua composi~o alem do fenol outros 

compostos como formol, solventes organicos, aminas e poliisocianatos e, desta forma 

sendo utilizados como fonte de energia. 

Durante o experimento, notou-se a produ~o de C02 medida no respirometro 

controle, ja que no mesmo nao foi realizada inocula~o de microrganismos e somente 

corrigida a umidade. Atraves de nova amostragem da areia foi justificada esta 

produ~o, com a realiza~o da contagem microbiana. Na Tabela 5.12 estao alocados 

os valores das Unidades Formadoras de Colonias, obtidos nas areia "in natura" e ap6s 

a adiyao de resina fen61ica, nas duas amostras foram encontrados microrganismos, 

apesar da pequena contagem. As bacterias nao sofreram diminui~o significativa de 

seu numero ap6s passar pelo setor de moldagem, onde se adiciona o produto quimico, 

enquanto os fungos foram eliminados. 

Pode-se concluir que os microrganismos que produziram o C02 no controle, 

estavam presentes no residue e o seu numero foi aumentado ap6s os 90 dias em 

fun~o de serem propiciadas condi96es de desenvolvimento, como temperatura 

constante (28 °C), umidade e substrate (o proprio residue). Observa-se na Figura 5.8, 

que durante os primeiros 4 dias a produ9ao de C02 foi muito baixa, o que demonstra 

uma adapta~o dos microrganismos aos compostos incorporados no residue. Ap6s 

este periodo a produ~o aumentou e ate o final de 90 dias nao houve estabiliza~o. A 

contagem dos microrganismos presentes e a remo~o de fenol ao final de 90 dias 
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comprovam a eficiencia dos microrganismos presentes no residua na degradac;:ao do 

mesmo. A remoc;:ao do fenol e a quantidade de C02, no centrale foi menor quando 

comparado a adiyao dos microrganismos, isto indica que a introduc;:ao de 

microrganismos adaptados ao fenol e importante, pais acelera o processo de 

biodegradac;:ao. 

Os respirometros com inoculac;:ao de actinomicetos, apresentando-se em menor 

numero ao final de 90 dias quando comparados com as numeros obtidos na 1" fase, 

mostraram-se mais eficientes na remoc;:ao do fenol quando comparados com as 

bacterias e fungos (Tabela 5.8). A reduyao dos actinomicetos pode ser devida as 

diversas etapas do experimento, onde foram retirados de meio complete (agar amide 

caseina) para outros meios como caldo nutriente e minima, sem a caseina e o amide, 

fatores primordiais para o seu crescimento. 

Os inoculos se comportaram de maneira semelhante (Tabela 5.9), ocorreu uma 

rapida adaptac;:ao ao residua e, rapida produyao de C02, tornando-se pequena a partir 

do23° dia. 

No centrale devido a microbiota autoctone, a adaptac;:ao foi lenta e a produyao 

de C02 crescente durante todo o periodo analisado. Apesar de ter ocorrido a 

biodegradayao do fenol numa alta proporyao, quando comparado aos outros ensaios 

contendo microrganismos adaptados, deve-se considerar a velocidade da 

biodegradayao. 

Na Tabela 5.8, verifica-se apos 30 dias que a concentrac;:ao de fenol no 

respirometro centrale reduziu para 23,3 mg/Kg de residua, com eficiencia de remoc;:ao 

de 85,8%, enquanto na areia contendo inocula misto a concentrac;:ao de fenol reduziu 

para 13,5 mg/Kg de residua, com eficiencia de remoc;:ao de 91 ,8%. Esta maier eficiencia 

era esperada, uma vez que, os microrganismos inoculados ja estavam adaptados ao 

fenol. 

No grafico de respirometria (Figura 5.8), pode-se comprovar o que foi citado. No 

centrale, com 31 dias de ensaio, a produyao de C02 foi de 118,3 mg, enquanto no misto 

sem nutrientes a produyao foi de 196,3 mg, ficando muito proximo para as outros 

inoculos. 
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6.9 Populaqao de microrganismos ao final de 90 dias 

Ap6s 90 dias foi efetuada a contagem dos microrganismos presentes nos 

respirometros. Os resultados obtidos estao alocados na Tabela 5.11 e Figura 5.9. 

Comparando-se os numeros obtidos com os da 18 Fase, para o mesmo residuo 

e periodo de tempo (t=90 dias), observa-se um aumento do numero de bacterias, 

demonstrado uma maior adaptagao deste grupo; ja os fungos permaneceram na 

mesma faixa (104
) e uma diminuigao para os actinomicetos (103

). 
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7 CONCLUSOES 

A determinac;:ao do fenol na massa bruta mostrou-se uma altemativa para a sua 

classificac;:ao como Classe 1- perigoso, conforme NBR 10.004/87. 

As condic;:5es de ensaio permitiram o crescimento e adaptac;:ao dos 

microrganismos do solo, aos compostos fen61icos incorporados no residuo areia de 

moldagem; 

A metodologia para determinac;:ao de enzima fenol oxidase, teve boa 

reprodutibilidade e foi importante para comprovar capacidade dos microrganismos 

isolados em degradar fenol; 

Tanto os ensaios de MCI e Reac;:ao de Bavendamm foram importantes porque 

permitiram a obtenc;:ao de cepas degradadoras de fenol; 

A utilizac;:ao de microrganismos adaptados acelerou o processo de 

biodegradac;:ao dos compostos organicos incorporados na areia de moldagem, quando 

submetidos ao ensaio de respirometria. A introduc;:8o de cultura mista de 

microrganismos mostrou ser a melhor alternativa para o tratamento do residuo, com 

eficiencia de remoc;:ao de fenol de 99% em 90 dias de ensaio. Com 37 dias a 

concentrac;:ao de fenol na massa bruta para o in6culo misto foi menor que 10 mg/Kg, 

nao mais caracterizando o residuo como perigoso. 

Neste experimento comprovou-se a capacidade dos microrganismos presentes 

na mistura solo/areia de moldagem em se adaptar ao fenol e utiliza-lo como fonte de 

carbono. 

0 trabalho com cultura mista e facilitado, uma vez que os microrganismos estao 

presentes no residuo e, nao e necessaria isolar cada grupo. A alternativa e produzir 

in6culo com os mesmos. 



0 teste respirometrico de Bartha mostrou-se uma importante ferramenta para 

avaliar a biodegrada9ao dos compostos fen61icos incorporados no residua, atraves da 

quantificayao do C02 gerado como resultado da mineralizayao, mesmo levando em 

considerayao a baixa quantidade de carbona aplicado. 
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8 RECOMENDACOES 

Para estudos futures de tratabilidade do residua areia de moldagem 

recomenda-se: 

• ldentificac;:ao em nivel de genera dos microrganismos isolados, responsaveis 

pela biodegrada«;:ao dos compostos fen61icos incorporados ao residua; 

• Estudar a utiliza~o dos microrganismos em sistemas pilotos de tratamento, 

atraves da introdUI;:ao de cons6rcio dos isolados eficientes; 

• Estudar o tratamento deste residua em escala piloto, atraves de pilhas 

aeradas, controlando as condi<;:oes necessarias para o desenvolvimento dos 

microrganismos presentes na propria areia; 
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ABSTRACT 

The residue molding sand generated in the foundry industry presents in its composition, 
among other constituent phenolic resin. This residue represents about in weight 2%, of 
the total of sand base used for making matrix elements, and they are not recovered in 
the process of foundry of the company in study. In function of 164 mg/Kg phenol 
concentration in the gross mass. This residue was classified in agreement with as 
Brazilian Legislation, as Class I - dangerous. The work had as objectives the isolation of 
the soil microorganisms and selection of the most efficient in the phenol degradation for 
study of biodegradation of the compounds incorporated in the residue. Then, three 
microorganisms groups were isolated in mixture soil/sand such as bacteria, fungi and 
actinomycetes. These microorganisms were selected as the production of 

phenoloxidases through of the Bavendamm Reaction and of the 1200 phenol mg/L 
concentration, in .the MIC. The degradation efficiency of this microorganisms was 
evaluated throught Bartha respirometric method. The microorganisms was introduced in 
the respirometers, through inoculum of each group and mixed cultures, incubated 28 °C 
by 90 days. At the end of the period, in all tested inoculum, the phenol removal in the 
gross mass of the residue more than 95%, while the best acting observed for the 
inoculum of mixed culture, with and without addition of nutrients, with removal of 99%. 
The phenol residual concentrations in the gross mass were 1,7 and 1,6 mg/Kg 
respectively, values lower than 10 mg/Kg, that characterizes the residue as dangerous. 
It was verified that phenol concentration in the gross mass was below the value of 1 0 
mg/Kg according to pertinent legislation with the mixed culture in just 37 days 
approximately. The residue treatment through biological process came as an alternative 
in the minimization of its aggression potential to the environment. 

KEYWORDS: biodegradation, phenol, respirometry, soil microorganisms, foundry sand. 


