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RESUMO

Os hidrocarbonetos aromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos,
coletivamente conhecidos como BTEX sdo compostos toxicos presentes em
derivados de petrdleo, como a gasolina, e utilizados em larga escala nas industrias
quimicas e petroquimicas. Estes compostos quando liberados no meio ambiente
contaminam o solo e as aguas subterraneas, podendo inviabilizar a exploragao de
aquiferos, que atualmente representam uma fonte alternativa de agua potavel.
Portanto, é fundamental a pesquisa de processos de biodegradacgéao, particularmente
quando multiplos substratos estdo presentes no sistema. Neste trabalho investigou-
se a cinética de biodegradagao dos compostos BTEX, individualmente e em mistura.
Para tanto, o desempenho de diversos modelos nao-estruturados de crescimento
microbiano, baseado na cinética no nivel da populagao, foi avaliado utilizando-se
dados experimentais obtidos da literatura. As equacdes do balango material em
operagao batelada foram numericamente resolvidas (método RKF45) aplicando os
modelos de Monod e Andrews a cinética de biodegradacédo individual dos
substratos. Igualmente, as equacgdes aplicadas a cinética de biodegradacao da
mistura BTEX foram resolvidas considerando os modelos de inibicdo competitiva,
acompetitiva e ndo-competitiva, bem como o modelo soma cinética dos parametros
de interagdo (sum kinetic interactions parameters — SKIP). Para o entendimento dos
mecanismos envolvidos na biodegradagao de multiplos substratos tdxicos, também
foram investigadas a cinética de biodegradagdo dos compostos BTF (benzeno,
tolueno e fenol), individualmente e em misturas binarias e ternaria. Neste caso,
algumas modificagées nos modelos de inibigdo foram propostas para descrever a
cinética de biodegradacdo das misturas benzeno-tolueno e benzeno-fenol. Os
parametros cinéticos foram estimados por meio de um método de otimizagao global

conhecido como Enxame de Particulas (Particle Swarm Optimization — PSO),
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implementado no software Maple®, utilizando a fungéo dos minimos quadrados como
critério estatistico. Os parametros obtidos no presente trabalho mostraram-se
coerentes com valores relatados na literatura. A biodegradagdo individual dos
substratos BTEX foi adequadamente representada pelos modelos de Andrews e
Monod. O modelo SKIP proporcionou a melhor representagdo da cinética de
biodegradagao da mistura BTEX, e conseguiu mostrar a existéncia de interagdes
ndo especificas entre os substratos BTEX. Além do 6timo ajuste do modelo SKIP,
inferéncias sobre o comportamento dos demais modelos avaliados indicam uma
mistura de inibicdes competitiva e ndo-competitiva, concordando com o fato de que,
a mistura de culturas microbianas utilizada na biodegradagdo, pode apresentar
multiplos caminhos metabdlicos para a biodegradagdo dos compostos BTEX. Por
meio do modelo SKIP estimou-se as interagdes entre os substratos BTEX, onde o
etilbenzeno apresentou o maior efeito de inibicdo sobre os demais compostos, ao
passo que o xileno mostrou o menor efeito. O modelo de inibicdo competitiva
representou adequadamente a cinética de biodegradagao dos substratos BTF, em
misturas binarias e ternaria, concordando com o fato de que estes compostos séo
catabolizados pelo mesmo caminho enzimatico da Pseudomonas putida F1 utilizada
na biodegradacao. Além disso, as modificagdes propostas para os modelos de
inibicdo, representaram melhor a cinética de biodegradagédo das misturas benzeno-
tolueno e benzeno-fenol. Os resultados alcangados neste trabalho mostram que os
melhores modelos podem ser aplicados com sucesso na otimizagdo dos processos
de biodegradacdo de compostos toxicos em diferentes tipos de biorreatores e

condicdes operacionais.

Palavras — Chave: biodegradacao, PSO, modelagem, BTEX, fenol.
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Toxics Compounds: Benzene, Toluene, Ethylbenzene, Xylene (BTEX) and

Phenol. 157p. 2008. Master dissertation in Chemical Engineering

West Parana State University

ABSTRACT

The aromatics hydrocarbons usually known as BTEX (benzene, toluene,
ethylbenzene, and xylenes isomers) are toxics compounds presented in many
petroleum products, such as gasoline, and are also widely used in chemical and
petrochemical industries. When these compounds are released in the environment a
contamination of the soil and the groundwater took place. As a result, the use of the
aquifers becomes impossible. Groundwaters nowadays represent an alternative
potable water source in many countries. Therefore, it's crucially important to study
the biodegradation process, in particular when multiple substrates are presented in
the system. In this work, the kinetics of BTEX biodegradation was studied,
individually and as in mixture. Hence, the performance of the different microbial
growth unstructured models, based on the population level kinetics were investigated
by using experimental data from literature. The equations of the material balances,
for batch operation mode, were numerically solved (RKF45 method) applying the
Monod and Andrews models to describe an individual substrates biodegradation
kinetics. Similarly, the applied equations describing mixture substrates
biodegradation kinetics were solved by using the competitive, noncompetitive and
uncompetitive inhibitions models as well as the sum kinetic interactions parameters
(SKIP) model. Moreover, in order to understand the mechanisms involved in the
biodegradation process of the BTP toxics compounds (benzene, toluene, and
phenol), individually and as the binary and ternary mixtures, were investigated. In this
case, some inhibition models modifications were proposed in order to describe the
biodegradation kinetics of the benzene-toluene and benzene-phenol mixtures. The
kinetic parameters were estimated by using Particle Swarm global optimization
method. The experimental data were taken from the literature and the programs were

coded in Maple software. The least square method was used as a statistical criterion
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of the search. The evaluated kinetic parameters values obtained in the present study
were found to describe very well experimental data and to be in accordance with the
values reported in the literature. The simple Monod and Andrews models accurately
predict the BTEX individual biodegradation kinetics. The SKIP model provided the
best description of BTEX biodegradation kinetics, showing the existence of non
specific interactions between the BTEX substrates. The other models behavior
indicated a presence of a competitive and a noncompetitive inhibition in the mixtures,
agreeing with the reality that a mixture culture used in the biodegradation can have
multiples metabolic pathways to the BTEX biodegradation. By applying the SKIP
model, the interactions between BTEX substrates was estimated, where the
ethylbenzene expressed a higher inhibitory effect in the mixtures, whereas the xylene
shown a smaller one. The competitive inhibition model adequately described the BTP
binary and ternary mixtures biodegradation process, because substrates
biodegradation is catabolized via the same enzymatic pathway of Pseudomonas
putida F1. Moreover, the inhibition models modifications proposed described better
the biodegradation kinetics of benzene-toluene and benzene-phenol mixtures.
Finally, the obtained results in this work have shown that the best models can be
successfully applied for optimization of toxics compounds biodegradation process by

applying different bioreactors types and operational conditions.

Keywords: biodegradation, PSO, modeling, BTEX, phenol.
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Capitulo 1 — Introducao

Capitulo 1

1.1. Contextualizagao do Tema

Os hidrocarbonetos aromaticos conhecidos coletivamente como BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-meta-para-xileno), presentes em produtos
derivados de petroleo sdo extremamente toxicos e frequentemente contaminam o
meio ambiente em consequéncia de descargas industriais e derramamentos de
combustiveis. Os impactos ambientais decorrentes da presenca destes compostos
em combustiveis, como a gasolina, tém sido objeto de crescente preocupacgao de
orgaos ambientais em todo o mundo. Uma das grandes preocupagdes esta
relacionada a preservacgao dos recursos hidricos com énfase as aguas subterraneas,
cuja contaminagao pode inviabilizar a exploragao de aquiferos.

Frente a necessidade cada vez maior de preservagao dos recursos hidricos, é
crescente a busca por tecnologias que minimizem os impactos causados pela
presenga de compostos toxicos no meio ambiente. Dentre as tecnologias utilizadas
na remediacao e tratamento de areas impactadas por combustiveis derivados de
petréleo, a biodegradagcdao vem despontando como uma técnica bastante eficaz,
podendo ser utilizada como complemento as tecnologias convencionais. A
biodegradagao de poluentes depende da atividade de microorganismos aerébios e
anaerobios capazes de metaboliza-los e a utilizagdo destes microorganismos em
reatores, visando o tratamento dos mais diferentes tipos de aguas residuarias, vem
se tornando uma nova estratégia de biorremediagao.

A realizagdo de pesquisas que relatem a biodegradacdo de compostos
téxicos, como o BTEX, com o objetivo de restaurar a qualidade de aguas
subterraneas até niveis previstos pelos 6rgaos de fiscalizagdo ambiental, é
fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias de remediagcdo. Para
isso, 0 conhecimento da cinética de biodegradacao € crucial para a predigdo da taxa

de remocao dos poluentes e alcance de tecnologias mais eficientes.

1.2. Objetivos da Pesquisa

O objetivo geral da pesquisa consiste na avaliagdo do desempenho de

modelos cinéticos de crescimento microbiano em descrever a biodegradagao dos
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compostos BTEX, individualmente e em mistura, determinando a modelagem
matematica que melhor descreve a cinética de biodegradacdo nas condi¢des
referentes aos dados experimentais obtidos da literatura.

Além disso, também serdo avaliados os modelos para descrever a cinética de
biodegradagao dos compostos BTF (benzeno, tolueno e fenol), individualmente e em
misturas binarias e ternaria, com a finalidade de ajudar na compreensédo dos
mecanismos envolvidos na biodegradagao de compostos toxicos em geral.

Para tanto, o trabalho tem como objetivo especifico a implementagdo de um
método de busca, conhecido como Enxame de Particulas, utilizando-o como

ferramenta na estimativa dos parametros dos modelos cinéticos avaliados.

1.3. Organizacgao da Dissertagao

Este capitulo apresenta a justificativa do tema e objetivos a serem atingidos e
mostra a estrutura da dissertagdo organizada nos capitulos subsequentes:

O Capitulo 2 refere-se aos aspectos relevantes do tema proposto, tais como a
importancia da eliminagdo de compostos toxicos do meio ambiente, tecnologias de
remediacado de areas impactadas, entre outros assuntos pertinentes.

O Capitulo 3 traz uma reviséo e analise da literatura, abordando os principais
trabalhos relacionados a biodegradacdo de compostos BTEX e outros compostos
téxicos, bem como os microorganismos utilizados no processo, além de modelos
cinéticos de crescimento microbiano adotados para descrever a biodegradacgao.

O Capitulo 4 apresenta a metodologia adotada, além de alguns conceitos
fundamentais para a compreensdo de processos de biodegradacdo. Além disso,
apresenta o método Enxame de Particulas, implementado neste trabalho, para
estimativa dos parametros dos modelos cinéticos.

O Capitulo 5 apresenta os resultados alcangados e a discussao sobre o
desempenho de diversos modelos n&o-estruturados de crescimento microbiano, na
descrigao da biodegradagdo de compostos toxicos BTEX e BTF, a partir do qual as
modificacdes foram propostas.

O Capitulo 6 apresenta as conclusdes e sugestdes para futuros trabalhos.

Por fim, sdo apresentadas as Referéncias que contribuiram para a realizagéo
deste trabalho, e em Anexos tem-se algumas informagbes importantes para uma

melhor compreensdo do mesmo.
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Capitulo 2

2.1. Recursos Hidricos

A deterioragdo da qualidade das aguas superficiais vem gerando problemas
de escassez dos recursos hidricos do planeta. Segundo a Organizagdo das Nagdes
Unidas, atualmente mais de um bilhdo de pessoas vivem sob condicdes insuficientes
de disponibilidade de agua para consumo e, cerca de cinco bilhdes e meio de
pessoas estardo vivendo em areas com moderada ou séria falta de agua nos
proximos 25 anos (SETTI et al., 2001). Estima-se que o volume total de agua no
planeta seja de 1.385.984 km®, sendo que desse total 99,4% apresenta-se em
oceanos, mares e geleiras, ou seja, inadequada e indisponivel para o consumo
humano. A parcela disponivel na forma de agua doce corresponde a 0,6%, dos
quais 98,5% estdo na forma de aguas subterraneas (REBOUCAS, 2002). Agua
subterranea é toda a agua que ocorre abaixo da superficie da Terra, preenchendo
0s poros ou vazios intergranulares das rochas sedimentares, ou as fraturas, falhas e
fissuras das rochas compactas, e que sendo submetida as forcas de adeséo e de
gravidade desempenha um papel essencial na manutengdo da umidade do solo, do
fluxo dos rios, lagos e brejos (BORGUETTI et al., 2004).

Nas ultimas décadas as aguas subterraneas vém assumindo papel relevante
como fonte de abastecimento doméstico, industrial e agricola, tornando-se uma
reserva estratégica de agua doce para o abastecimento publico no planeta. A
Organizagado das Nagdes Unidas estima que entre 1,5 e 2,7 bilhdes de pessoas no
mundo sao abastecidos pelas 4aguas subterrdaneas (MORRIS, 2003). Um
levantamento realizado pelo IBGE (2003) determinou que aproximadamente 61% da
populacdo brasileira utilizam esta fonte de abastecimento para fins domésticos, dos
quais 10% provém de pogos rasos (até 30 m de profundidade), 20% de nascentes
ou fontes e 70% de pogos profundos (acima de 50 m de profundidade). No estado
de Sao Paulo, 72% dos municipios sao, total ou parcialmente, abastecidos por
aguas subterraneas (CETESB, 2007). A demanda de 70 a 90% do abastecimento
publico de paises como, Alemanha, Austria, Bélgica, Dinamarca, Franca, Holanda,
Hungria, Italia, Marrocos, Russia e Suica, provém de aguas subterraneas e, na
Arabia Saudita este fornecimento é de 100% (REBOUCAS et al., 2002).
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Em geral, as aguas subterrdneas sao fontes potenciais de agua de boa
qualidade e baixo custo de exploracédo devido a sua potabilidade e ndo necessidade
de pré-tratamento, pois a sua purificagcdo ocorre durante a percolagao no subsolo,
por meio dos processos de filtracdo e depuragdo. Contudo, a qualidade das aguas
subterraneas vem sendo questionada devido a contaminagdo por compostos
téxicos, e a maior preocupacao esta relacionada a possivel inviabilizacdo da
exploracao de aquiferos.

Visto que o armazenamento de combustiveis é realizado em tanques
subterraneos, os varios problemas decorrentes deste procedimento tém se tornado
fonte de poluicdo ambiental relevante, afetando a qualidade do solo e das aguas
subterraneas. Além disso, a contaminagao também ocorre por meio dos poc¢os da
producdo de petroleo, refinarias, tubulagdes e terminais de distribuicdo, atividades
de mineragao, utilizacdo de defensivos agricolas, esgotos, aterros sanitarios e
residuos industriais. Dos diversos compostos organicos que estdo presentes em tais
atividades, os hidrocarbonetos aromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno, coletivamente conhecidos como BTEX, sdo os contaminantes
mais preocupantes devido a sua extrema toxidade. S&o altamente poluentes, em
particular devido a sua alta toxicidade e solubilidade em agua, além de o benzeno
ser comprovadamente carcinogénico. Os compostos BTEX estdo presentes em
combustiveis derivados de petréleo e correspondem ao maior constituinte da
gasolina.

No Brasil, o numero alarmante de vazamentos de tanques de armazenamento
subterrdneo ndo tem sido surpresa, ja que no pais a instalagdo de aproximadamente
160.000 tanques ocorreu na década de 70, para uma vida util de 25 anos. Assim, a
contaminacado de aquiferos pelo derramamento de combustiveis derivados de
petroleo tornou-se uma ameacga a qualidade das aguas subterraneas, e, portanto
apresenta-se como um assunto de grande interesse nas ultimas décadas. Dentre as
diversas pesquisas referentes a compostos toxicos BTEX existentes no Brasil e no
mundo estdo os trabalhos de LODAYA (1989), OLIVEIRA (1992), CAPUANO &
JOHNSON (1996), CORSEUIL & ALVAREZ (1996a), CORSEUIL & MARINS (1997),
SPILBORGS (1997), DOURADO (1998), FERREIRA (2000), MAXIMIANO (2001),
SILVA et al. (2002), SCHREIBER & BAHR (2002), KOUSSIS et al. (2003),
RICHNOW et al. (2003), KAIPPER (2003) e MINDRISZ (2006).
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2.2. Gasolina e Compostos Toxicos

A gasolina é um combustivel derivado do petrdleo, constituido por uma
mistura de mais de cem hidrocarbonetos, primariamente alcanos de cadeia linear e
cicloalcanos. A gasolina com caracteristicas primarias, quando vaporizada em
mistura com o ar, tende a sofrer ignicdo espontanea no cilindro de um motor de
combustdo interna. Isso ocorre antes que a gasolina seja comprimida e receba uma
descarga elétrica para provocar sua ignicao e, consequentemente, o motor perde
poténcia. Para superar este problema, toda gasolina é formulada para conter
substancias antidetonantes, como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-meta-para-
xilenos. Estes compostos correspondem aos indicadores especificos utilizados para
se caracterizar a contaminagao de areas por gasolina (MINDRINSZ, 2006), pois séo
altamente soluveis em agua e, portanto, sdo os poluentes que primeiro atingirdo as
aguas subterraneas. Os compostos BTEX sao os hidrocarbonetos mais abundantes
da gasolina, podendo representar uma parcela de 18% a 25% em massa (ANP,
2006). As porcentagens dos compostos BTEX na gasolina sdo apresentadas na

Figura 2.1.
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Figura 2. 1 — Porcentagem em massa dos compostos BTEX na gasolina.
(ANP, 2006)

Além dos hidrocarbonetos aromaticos, existem outros compostos toxicos
presentes na gasolina, tais como os ions metalicos e compostos nitrogenados. A
presenga de compostos nitrogenados também indica o grau de contaminagao e as
condigdes higiénico-sanitarias de aquiferos (ALABURDA & NISHIHARA, 1998 apud
SILVA et al., 2002). O hidrocarboneto oxigenado metil terc-butil éter (MTBE) foi
utilizado como aditivo da gasolina para reduzir as emissdes de gases toxicos,
monoxido de carbono e compostos organicos volateis, a partir da década de 80, mas
a sua comercializacao foi proibida no Brasil, em 1999, em virtude de sua toxicidade.

No entanto, o estado do Rio Grande do Sul ainda possui o MTBE incorporado em
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sua gasolina. Frente ao cenario ambiental atual enfatiza-se a importancia do etanol,
no Brasil e no mundo, como o oxigenado mais correto a ser utilizado como aditivo da
gasolina, em substituicdo ao MTBE.

A mobilidade da gasolina na agua e no solo sao influenciadas pelas
propriedades fisico-quimicas dos hidrocarbonetos presentes, dentre as quais as
mais importantes sao a solubilidade, a pressao de vapor, a densidade, a viscosidade
dinamica e o coeficiente de particdo octanol-agua (MILLER, 2001 apud TROVAO,
2006). O coeficiente de particdo octanol-agua € definido como a razdo da
concentragdo de um composto organico dissolvido entre o octanol e a agua, em
equilibrio, e descreve a tendéncia de particado de um composto entre a fase organica
e a fase aquosa. Quanto maior esta razdo, maior sera a hidrofobicidade do
composto. Na Tabela 2.1 sdo apresentadas algumas propriedades fisico-quimicas

dos compostos BTEX.

Tabela 2. 1 — Propriedades fisico-quimicas dos compostos BTEX

Composto Férmula Massa Densidade Solubilidade em Pressao de Constante de Coeficiente
Molecular  Molar (g cm™) agua (25° C) vapor (atm)  Henry de partigéo
(g mol™) (mg L) K, (10°)  octanol/agua
(atm m*mol™)  Log Kow
(25° C)
Benzeno CeHe 78,10 0,880 1780 0,1250 55 2,13
Tolueno CsHg 92,10 0,867 515 0,0370 6,6 2,69
Etilbenzeno  CgHyp 106,20 0,867 152 0,0125 8,7 3,13
p - Xileno  CgHy 106,20 0,860 198 0,00895 5,0 3,15
m - Xileno  CgHq 106,20 0,864 187 0,00803 5,0 3,20
o-Xileno  CgHyg 106,20 0,880 175 0,00697 4,0 3,12

Fonte: KAIPPER (2003)

Além das diversas atividades que promovem a degradagao ambiental, citadas
anteriormente, também sao frequentes poluidores os derramamentos acidentais de
combustiveis em postos de revenda (TROVAO, 2006). Segundo a Agéncia Nacional
de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) em 2005 existiam no Brasil
35.585 postos de combustiveis cadastrados, além de 13 refinarias, 24 terminais
maritimos, 27 terminais terrestres, 551 bases de distribuicdo, 165 distribuidoras, e
uma producgao de aproximadamente 1,75 milh&o barris/dia de petréleo (ANP, 2006).
A Tabela 2.2 apresenta a quantidade de postos de combustiveis presentes nas

regides e estados brasileiros, segundo o anuario estatistico ANP (2006).
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Tabela 2. 2 — Quantidades de postos de combustiveis nas regides e estados

brasileiros
Regides Quantidade de Regides Quantidade de
estados postos estados postos
Norte 2047 Nordeste 6963
Acre 103 Alagoas 391
Amapa 85 Bahia 1744
Amazonas 391 Ceara 1040
Para 724 Maranhao 635
Ronddnia 373 Paraiba 613
Roraima 85 Pernambuco 1235
Tocantins 286 Piaui 579
Sul 7352 Rio Grande do Norte 512
Parana 2671 Sergipe 214
Santa Catarina 1878 Sudeste 15999
Rio Grande do Sul 2803 Espirito Santo 633
Centro-Oeste 3224 Minas Gerais 4335
Distrito Federal 317 Rio de Janeiro 2185
Goias 1385 Séao Paulo 8846
Mato Grosso 921
Mato Grosso do Sul 601 Total de postos 35585

Fonte: ANP - anuario estatistico 2006

Observa-se que a Regido Sudeste apresenta-se com o maior numero de
postos de combustiveis, na qual o Estado de Sdo Paulo possui 8.846 postos,
quantidade maior que qualquer uma das regides brasileiras. Os maiores problemas
de contaminagao surgiram nesta Regido, onde as primeiras legislagdes foram
estabelecidas, juntamente com o 6rgdo ambiental do Estado de Sao Paulo, a
CETESB (MINDRISZ, 2006). Segundo dados da CETESB (2007), dos acidentes
ambientais que ocorreram em postos de revenda no Estado de Sao Paulo, 19,7%
foram nas cidades do interior, 72% nos municipios da Regidao Metropolitana e 8,3%
na regiao litoranea, sendo que os tanques de armazenamento subterraneo foram
responsaveis por 32% desses acidentes. Além disso, a gasolina foi o produto com
maior vazamento representando uma parcela de 71,6% dos compostos.

No Estado do Parana, o abastecimento de agua das cidades de Cascavel e
Campo Largo foi interrompido em 2001, devido a contaminagdo de mananciais
fornecedores, por vazamentos em postos de combustiveis da regido (MANZOCHI,
2001).

Os fendbmenos envolvidos durante um derramamento de gasolina em
subsuperficie sao visualizados na Figura 2.2. Primeiramente, o fluido tende a migrar

verticalmente, infiltrando-se na zona n&o saturada (solo) até atingir a zona saturada
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(aquiferos), controlado basicamente pelos processos de adveccado e difusdo, os
quais correspondem ao transporte do fluido em fungédo do gradiente e ao movimento
de uma substancia de uma area com alta concentracdo para uma area com baixa
concentracao, respectivamente. Durante este percurso, os diversos componentes da
gasolina se particionam nas fases sdlida, liquida e gasosa, e permanecem sujeitos a
biodegradagdo. Uma fragdo da gasolina volatiliza-se e é transferida a atmosfera;
outra permanece retida nos espacgos vazios dos poros na zona nao saturada; uma
terceira fragao fica aderida a matéria organica existente no meio e, finalmente, uma
fracdo chega as aguas subterraneas, tornando-se uma ameaga em potencial para a
saude publica (FERREIRA, 2000).

do Termeno =

Figura 2. 2 — Fendmenos que ocorrem durante o derramamento de gasolina.
(FERREIRA, 2000)

2.3. Compostos BTEX

Os hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX, além de serem encontrados em
derivados de petréleo, também s&o largamente utilizados em industrias quimicas
como matérias-primas para sintese de outros produtos (PHELPS & YOUNG, 2001;
RIBEIRO, 2005). O benzeno ¢ utilizado na produgéo de borrachas, plasticos, Nylon,
pesticidas e tintas. O tolueno € um importante produto quimico comercial usado
geralmente como um agente de diluicdo de tintas e como solventes na produgao de
resinas, colas e 6leos. O etilbenzeno é usado na producéo do estireno e polimeros

sintéticos. Os xilenos geralmente s&o usados como solventes em borrachas e nos
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processos de tingimento de couro, além de serem utilizados na produg¢ao do anidrido
ftalico, bactericidas, herbicidas, 6leos lubrificantes e acido para-ftalico. Na Figura 2.3
sao apresentadas as estruturas quimicas dos compostos BTEX.

Os compostos BTEX sdo considerados substancias perigosas aos seres
humanos principalmente por serem depressores do sistema nervoso central, além
de causarem danos ao sistema respiratério, gastrointestinal, reprodutivo e outros

efeitos.

Benzeno Tolueno  Etilbenzeno o-Xileno m-Xileno p-Xileno

CH3 CH2CH3 CH3 H3 H3
CHgs
®
CHs

Figura 2. 3 — Estrutura quimica dos compostos BTEX.

O benzeno é comprovadamente o composto mais téxico de todos os BTEX,
pois se trata de uma substancia carcinogénica e mutagénica (BONO et al., 2001;
FERNANDES et al., 2002), podendo causar leucemia, se ingerida, mesmo em
baixas concentragdes durante periodos ndo muito longos de tempo. Uma exposigao
a altas concentragdes em curtos periodos, por inalagdo ou ingestdo pode causar até
mesmo a morte (MENDES, 1993).

A portaria n°518/2004 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004) determina que
as concentragdes maximas de BTEX permitidos para que a agua seja considerada
potavel é de 5 pg L™ para o benzeno, 170 pg L™ para o tolueno, 200 pug L™ para o
etilbenzeno e 300 pg L™ para os xilenos. Segundo Fernandes (1997), em qualquer
vazamento, as concentracdes de compostos toxicos alcangam valores trés mil vezes

superiores.

24. Tecnologias de Remediagao

Normalmente a remediagao de sitios contaminados € uma tarefa complexa
que exige o conhecimento de diversas tecnologias. Existem varios processos de
remediagdo, fisico-quimicos e bioloégicos, usados para descontaminagao de solo e
tratamento de aguas subterraneas, incluindo, remogao da fase livre (SPILBORGHS,
1997; NOBRE & NOBRE, 2003), biodegradacéao utilizando diferentes receptores de



Capitulo 2 — Aspectos Relevantes

elétrons (HUTCHINS, 1991), extragao de vapor do solo (CAPUANO & JOHNSON,
1996; RAHBEH & MOHTAR, 2007), remediacdo pela eletrocinética (MAINI et al.,
2000), adicdo de nitrato (HUTCHINS et al., 1991; SHIM et al., 2005), bioventilagéo
pela inje¢cao de ar no solo (SOO CHO et al., 1997), utilizagdo de lodo para promover
subsidios a biodegradacao anaerdbica (LODAYA et al., 1991), adsor¢cdo em carvao
ativado (KUHN et al., 1985; MARTINS, 2004), torres de aeragdo ou air-stripping
(SILVA, 2004), barreiras reativas permeaveis (LOURENCO, 2006), dentre outros.

Contudo, a técnica de remediacdo adotada deve ser aplicada conforme as
condicbes particulares de cada sitio contaminado, atendendo as caracteristicas
fisico-quimicas dos contaminantes envolvidos, as condi¢des hidrogeolégicas do local
impactado, as limitagbes, como a dificuldade no transporte de nutrientes ou
receptores de elétrons, e ao controle das condi¢cbes para aclimatagao e degradagao
dos contaminantes (CORSEUIL & WEBER, 1994; SPILBORGHS, 1997; NOBRE &
NOBRE, 2003). Além disso, € necessario atender a legislacdo ambiental vigente e
avaliar as relagbes custo e beneficio do processo de tratamento escolhido,
lembrando que a associagao de diversas tecnologias de tratamento as vezes faz-se
necessaria, resultando processos caros e demorados, principalmente, pela
complexidade das instalacdes.

A seguir, sdo descritas algumas técnicas utilizadas no tratamento de aguas
subterraneas e solos contaminados por hidrocarbonetos derivados de petréleo.

A técnica denominada remocao da fase livre consiste em um bombeamento
direto dos hidrocarbonetos de petréleo e a separagao dos liquidos por meio de um
separador agua-6leo (MILLER, 2001 apud TROVAO, 2006). Nado é considerado
efetivo na remediagdo de aguas subterraneas, visto que uma grande porcentagem
dos hidrocarbonetos permanece adsorvida ao solo, atuando como uma fonte
continua de contaminacdo em fase dissolvida (SPILBORGHS, 1997; NOBRE &
NOBRE, 2003).

No sistema de extragdo de vapores do solo (soil vapor extraction — SVE) o
vacuo € aplicado para induzir o fluxo controlado de ar, promovendo fluxo continuo de
ar no solo e, consequentemente, a biodegradacao in-situ dos contaminantes (SOO
CHO et al., 1997). A tecnologia é aplicada somente para compostos volateis com
constante de Henry acima de 1,315.10™ atm m? mol™ ou pressao de vapor maior que

6,58.10 atm, como por exemplo, os compostos BTEX. O gas retirado segue para
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uma estacao de tratamento de vapores onde a concentragdo da emissao gasosa €
controlada (NOBRE & NOBRE, 2003; RAHBEH & MOHTAR, 2007).

Outra tecnologia bastante utilizada em industrias petroquimicas € o processo
air-stripping (SILVA, 2004). A técnica fundamenta-se na remocgao por aeragao,
permitindo que os contaminantes organicos volateis sejam transferidos da fase
liquida para a fase gasosa. Os métodos de aeragao incluem packed towers, aeragao
por difus&o, aeragéo por bandejas e por jateamento (NEGRAO, 2002). Juntamente
com o air-stripping deve ser utilizado um sistema de recuperagdo de vapor, como
uma coluna de carvao ativado.

Na bioventilagdo o ar passa através do solo, mantendo as condi¢des
aerObicas necessarias para que microorganismos presentes promovam a
biodegradagao natural de alguns derivados de petréleo (SOO CHO et al., 1997). A
técnica é aplicavel em solos contaminados por compostos pouco ou nio volateis,
como o petrdleo, o diesel, solventes ndo-clorados, alguns pesticidas, dentre outros.
N&o promove o tratamento da zona saturada, isto €, no aquifero.

Na maioria das situagdes naturais, a biodegradagdo aerobica de compostos
biodegradaveis na zona saturada € limitada pela taxa de oxigénio dissolvido. Dessa
forma, o processo denominado biosparging (RATHFELDER et al., 2000; RAHBEH &
MOHTAR, 2007) incrementa os niveis de oxigénio, por meio da inje¢cdo de ar no
aquifero, contribuindo para um aumento na taxa de biodegradacdo dos
contaminantes presentes. A aplicagdo do biosparging resulta elevacdo da taxa de
oxigénio dissolvido de valores menores ou iguais a 4 mg L™ (concentracées tipicas
em aguas subterraneas ndo contaminadas) para 6,0 até 10,0 mg L (NOBRE &
NOBRE, 2003).

A técnica de biopilhas envolve a disposi¢cao do solo contaminado em pilhas e
a estimulagao da atividade aerébica microbiana por meio de aeragao e/ou adigao de
nutrientes e aumento da umidade do solo. O aumento da atividade microbiana
resulta degradagdo dos hidrocarbonetos de petrdleo adsorvidos no material, por
meio da respiragdo microbiana (NOBRE & NOBRE, 2003).

O sistema de extracdo multi-fase combina as técnicas de bioventilagdo e
remocao de massa a vacuo, possibilitando a extragao da fase livre, fase vapor, fase
dissolvida na matriz do solo e estimulando o processo de biodegradagéo natural na
zona ndo saturada (BERTAO, 2007). O vapor extraido é direcionado para um

sistema de carvao ativado e, entao, langado na atmosfera.

11
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Pump-and-treat (MACKAY & CHERRY, 1989 apud KAIPPER, 2003) é um dos
métodos mais comuns no tratamento de aquiferos contaminados por compostos
volateis. O processo consiste na extracdo de aguas contaminadas e tratamento ex-
situ, que pode ser realizado por diferentes processos como sistemas de air-stripping
para a remogao dos compostos volateis, extragdo por adsor¢gdo em carvao ativado
para constituintes dissolvidos e sistemas bioldgicos para poluentes biodegradaveis.
A reinjecdo de aguas tratadas no subsolo, além de reduzir custos na disposi¢céo de
efluentes, pode promover maiores taxas de lavagem do solo, diminuindo o tempo de
remediacdo (NOBRE & NOBRE, 2003; TIBURTIUS et al., 2004).

Existem também, os processos oxidativos avangados (TIBURTIUS et al.,
2005, RINALDI, 2006), os quais tém como principal caracteristica a geragcdo de
radicais hidroxilas que reagem rapidamente com muitos compostos organicos, ou
por adicdo a dupla ligagdo ou por abstragdo do atomo de hidrogénio em moléculas
organicas alifaticas. O resultado é a formacédo de radicais organicos que reagem
com oxigénio, dando inicio a uma série de reagbes de degradagcdo que podem
culminar em espécies inécuas, como dioxido de carbono e agua. Varios processos
de producgéo do radical hidroxila tém sido estudados, geralmente, utilizando ozdnio,
peroxido de hidrogénio, semicondutores e reagente de Fenton.

Dentre estas tecnologias, a atenuagdo natural surge como menos agressiva
ao meio ambiente, sendo economicamente viavel devido aos baixos custos
energéticos necessarios para as reagdes bioquimicas. O termo atenuagao natural
possui diversas denominagdes, tais como bioatenuacgao, biorremediagao intrinseca,
remediagcdo natural, atenuagdo natural monitorada e intemperismo (FERNANDES,
2002; SCHNEIDER et al., 2005). Existem inumeros estudos de campo (KAO &
WANG, 2000; SKUBAL et al., 2001; ALVAREZ & HUNT, 2002; RICHNOW et al.,
2003; KOUSSIS et al., 2003; NUNES & CORSEUIL, 2005; MAK et al., 2006), os
quais sugerem que muitos microorganismos presentes no sitio impactado degradam
naturalmente alguns hidrocarbonetos de petroleo, até niveis aceitaveis de
concentragédo, antes mesmo de alcangarem uma fonte de agua potavel. Os grupos
alvos que sofrem a atenuagdo natural sdo os compostos organicos volateis nao
halogenados, semi-volateis e combustiveis derivados de petroleo. Segundo
BORDEN et al. (1995) e CORSEUIL & ALVAREZ (1996a), o conceito de atenuacgéo
natural é o fendmeno que envolve o uso de microorganismos enddgenos que

possuem a capacidade de degradar compostos toxicos, como o BTEX, dentro de
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aquiferos, transformando-os em diéxido de carbono e agua. A tecnologia baseia-se
em um conjunto de mecanismos naturais combinados, como processos de dilui¢ao,
volatilizagdo, biodegradacdo, adsorgdo e reagdes quimicas que permitem reduzir
naturalmente a concentracdo dos contaminantes. A adicdo de outros compostos
como nitrato e fosfato, pode acelerar a atividade biolégica dos microorganismos
(HUTCHINS et al., 1991; BROHOLM & ARVIN, 2000; SCHREIBER & BAHR, 2002)
facilitando a biorremediagdo. No entanto, a atenuagao natural ndo é uma tecnologia
que age sozinha, sem monitoramento ou acompanhamento. Seu monitoramento
requer amostragens e analises quimicas, dados para modelagem da evolugao dos
contaminantes e determinagdo das taxas de degradagdo para previsdo do
deslocamento da pluma de contaminagdo (emissao continua do poluente a partir de
uma fonte pontual). A remediagdo € demonstrada por meio da redugéo da pluma de
contaminagdo e do incremento dos produtos de degradagdo dos compostos
originais. Quando a taxa de biodegradagao for igual, ou maior que a taxa de
deslocamento dos contaminantes, a pluma deixara de se deslocar e diminuira de
tamanho. Portanto, se a fonte receptora ndo for atingida, ndo havera a necessidade
de implantacdo de tecnologias fisico-quimicas de remediagédo, tais como as
mencionadas anteriormente, e a remediagcado natural seria a solugdo mais econdmica
de tratamento e recuperagdo do local contaminado (CORSEUIL & MARINS, 1997).
Entretanto, se a atenuacg&o natural ndo evitar o deslocamento da pluma até uma
fonte potencial de agua potavel, é necessaria a adogao de outras tecnologias que
acelerem a transformagao dos contaminantes.

Nem sempre uma determinada técnica implementada € suficiente para atingir
o objetivo de restaurar a qualidade das &guas subterraneas até niveis de
potabilidade requeridos pela legislagdo ambiental e, para tanto, novas tecnologias de
remediacdo devem ser aplicadas em complemento as técnicas convencionas. Neste
contexto, muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de desenvolver
modelos matematicos de processos de biodegradacdo em biorreatores, como
alternativa de simulagao e de previsao de processos de biorremediagao, visando a

minimizagao de custos e a maximizagao da eficiéncia do tratamento.

13



Capitulo 2 — Aspectos Relevantes

2.5. Processos Biotecnolégicos e a Biodegradagao

A grande maioria dos processos biotecnoldgicos divide-se em reagdes de
crescimento microbiano (reagdes microbioldgicas) e as reacgdes catalisadas por
enzimas (reagdes bioquimicas). A utilizacdo de microorganismos e/ou enzimas,
capazes de sintetizar compostos quimicos tais como proteinas, antibiéticos e alcool,
além de produzir biomassa e inumeros alimentos €& uma tecnologia antiga.
Atualmente os processos biotecnoldgicos tornaram-se fundamentais também na
produgao de energia, como o biogas e o etanol. A utilizagdo de culturas microbianas
€ importante ndo somente para produgao de combustiveis a partir de biomassa e
producdo de metabdlitos secundarios em aplicagcbes farmacéuticas, mas também na
biodegradagdo de produtos quimicos perigosos. Desta forma, os processos
biotecnologicos tém sido largamente utilizados na biodegradacdo de compostos
téxicos, como no tratamento de efluentes municipais, industriais e tratamento de
aguas subterraneas, revelando-se como uma tecnologia de tratamento relativamente
econbmica, se comparada aos processos fisico-quimicos, além de apresentar alta
eficiéncia e menor efeito adverso ao ambiente (METCALF & EDDY, 1991 apud
RODRIGUES, 2006).

A Dbiodegradacdo em biorreatores proporciona menores tempos de
tratamento, devido ao maior contanto entre os microorganismos, nutrientes e
compostos toxicos. Além disso, todos os pardmetros do processo podem ser
controlados e otimizados, reduzindo ou eliminando as limitacées de transferéncia de
massa. O crescimento de microorganismos em um reator biolégico ocorre a partir do
fornecimento de nutrientes adequados e substratos, como fonte de carbono e
energia, na presenca de condi¢gdes favoraveis. Os microorganismos precisam de
macronutrientes para sintese de componentes celulares, tais como nitrogénio para
sintese de aminoacidos e enzimas, fosforo para sintese de ATP e DNA, enxofre para
sintese de algumas co-enzimas, calcio para estabilizacdo da parede celular e
magnésio para estabilizagdo dos ribossomos. Também necessitam de
micronutrientes, como tragos de ferro, niquel, cobalto, molibdénio e zinco, para a
realizagcao de fungcdes metabdlicas. Além disso, o controle das condi¢cdes favoraveis
de temperatura, pH, aeracdo e agitacdo sdo fundamentais, pois estas variaveis

também influenciam fortemente na atividade microbiana.
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O processo de biodegradagcdo baseia-se em reagdes de oxido-reducao
bioldgica, por meio de microorganismos, em presenca de um aceptor de elétrons e
nutrientes, capazes de decompor a matéria organica em substancias mais simples.
A transferéncia de elétrons é essencial para a respiragao celular e libera a energia
(ATP) necessaria para fungdes vitais aos microorganismos. As bactérias aerébicas
utilizam oxigénio como aceptor de elétrons, produzindo gas carbdnico e agua, e as
bactérias anaerobicas utilizam outros compostos, como nitrato (NO*), ion Fe (1I1) e

sulfato (SO;™), produzindo metano e agua.

O metabolismo aerdbico corresponde ao mecanismo mais favorecido
energeticamente pelos microorganismos que oxidam compostos organicos.
Consequientemente, o oxigénio é preferencialmente utilizado sobre os aceptores de
elétrons anaerdbicos, pois proporciona mais energia a comunidade microbiana
resultando taxas mais rapidas de degradagao do poluente. Dentre os aceptores de
elétrons das reacdes anaerdbicas, o nitrato € um dos ions mais encontrados em
aguas naturais, ocorrendo geralmente em baixos teores nas aguas superficiais, mas
podendo atingir altas concentragbes em aguas subterrédneas (BORDEN et al., 1995).

As caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da molécula contaminante,
bem como as caracteristicas fisico-quimicas do meio, tais como pH, temperatura,
disponibilidade de agua, luz e aceptores de elétrons, apresentam significativa
influéncia na transformacgao e/ou quebra de um determinado composto.

Qualquer composto sofrera biodegradagdo somente se houver uma enzima
ou um sistema enzimatico capaz de catalisa-lo. Se uma molécula nao for
decomposta em um determinado ambiente pode ser considerada persistente, mas
se resistir a biodegradagado em varios e diferentes ambientes, entdo o composto é
conhecido como recalcitrante (MATHEUS, 1997).

Portanto, o termo biodegradagdao pode ser definido como um processo
metabdlico que envolve a quebra completa de um composto organico em seus
componentes inorganicos, referido comumente como mineralizagdo. A
biotransformacgao, por sua vez, consiste na alteragdo quimica da estrutura molecular
do composto organico ou inorganico, resultando em uma molécula com
caracteristicas diferentes da original, em geral pela perda de uma propriedade
especifica, porém com a complexidade inicial (WALTER & CRAWFORD, 1997 apud
MONTENEGRO, 2001).
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Capitulo 3

Os estudos sobre a biodegradacdo de compostos téxicos vém sendo
realizados intensamente por varios pesquisadores. A biodegradacdo dos compostos
BTEX tem sido extensamente estudada, tanto no solo e aguas subterréneas
(MORGAN et al., 1993; WILLIAMS et al., 1997; MEIER-LOHR et al., 1998; TSAO et
al., 1998; ESSAID et al., 2003; NAKHLA, 2003; RICHNOW et al., 2003; KOUSSIS et
al., 2003; MAK et al., 2006), quanto em biorreatores (CHOI et al., 1992; GOUDAR et
al., 2000; LU et al., 2000; MASON et al., 2000; deNARDI, 2002; SHIM et al., 2002;
WILSON et al., 2002; PRUDEN et al., 2003; GUSMAO et al., 2006; ZEIN et al., 2006;
deNARDI et al., 2007).

O conhecimento da cinética de crescimento microbiano em compostos toxicos
e das relagdes entre multiplos substratos presentes no meio sdo fundamentais para
a otimizacao e alcance de processos mais eficientes. Além disso, a identificacdo das
interacdes presentes na degradagao de misturas de substratos pode contribuir para
o entendimento das razdes que levam, por exemplo, um composto BTEX resistir a
biodegradagao, enquanto outros s&o mais facilmente consumidos.

Assim, a modelagem da cinética de biodegradacdo destes compostos
possibilita o estudo da influéncia dos parametros do processo no crescimento da
biomassa e consumo dos substratos, além da formagdo de produtos, sendo
importante para a compreensé&o da fisiologia microbiana, bem como mecanismos de

controle interno.

3.1. Modelagem e Avaliagao da Biodegradagcao dos Compostos BTEX

Os primeiros relatos sobre a biodegradagcdo dos compostos BTEX envolviam
apenas o benzeno, o tolueno e um dos isémeros do xileno.

ARVIN et al. (1989) relataram a biodegradacdo aerdbica do benzeno, na
presenca de outros compostos aromaticos, utilizando duas associagdes
microbianas. A biodegradacédo do benzeno foi estimulada pela presenga de ambos
0s substratos, tolueno e orto-xileno, em mistura binaria. Entretanto, quando tolueno
e orto-xileno estiveram juntamente presentes com benzeno, um efeito contrario foi

observado. As principais razdes que levam a estes efeitos de interacao (sinergéticos
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e/ou antagbnicos) durante a biodegradacdo dos compostos BTEX podem ser
atribuidas a inibicdo competitiva (CHANG et al., 1993; OH et al., 1994; BIELEFELDT
& STENSEL, 1999a,b), toxidade (HAIGLER et al., 1992) e formagdo de
intermediarios toxicos por enzimas nao especificas (WANG & LOH, 1999), além de
indugao enzimatica (DEEB et al., 2001) e repressao catabdlica (NARANG, 2006).

ALVAREZ & VOGEL (1991) mediram as taxas de biodegradagdo dos
compostos benzeno, tolueno e para-xileno, individualmente e em misturas binaria e
ternaria, utilizando duas culturas puras de bactérias (Pseudomonas sp. cepa CFS-
215 e Arthrobacter sp. cepa HCB) e uma mistura de culturas, e observaram casos de
nao-interagao, inibicdo competitiva e cometabolismo. No entanto, os autores nao
modelaram estes efeitos interativos. Em mistura de culturas, a presenga do tolueno
intensificou a taxa degradacdo do para-xileno, porém, diminuiu drasticamente
quando o tolueno foi completamente degradado. Este fendbmeno é explicado pelo
processo de degradagcao cometabdlica do para-xileno. Em Pseudomonas, a
presenca do tolueno foi fundamental para a degradagao do para-xileno e intensificou
a degradacgédo do benzeno. Logo, o crescimento de Pseudomonas sp. CFS-215 é
melhor em tolueno, e sua presenga ajuda na proliferacéo da bactéria, levando a um
maior ndmero de microorganismos capazes de degradar o benzeno e para-xileno. E
possivel também que o tolueno tenha provocado uma indugédo enzimatica, sugerindo
que Pseudomonas sp. cepa CFS-215 pode utilizar a mesma enzima (por ex.: enzima
tolueno dioxigenase) para catalisar a degradacdo do tolueno e do benzeno. A
degradacao do tolueno ocorreu mais rapidamente quando esteve sozinho do que
quando esteve junto com benzeno e/ou para-xileno, sugerindo a hipétese de que
estes substratos utilizam-se da mesma enzima, isto €, da mesma rota metabdlica, e
assim ocorram efeitos de inibicdo competitiva. Por outro lado, Arthrobacter foi
incapaz de degradar tolueno e para-xileno, individualmente e em misturas. A
degradacgao destes compostos somente ocorreu na presenga do benzeno, sugerindo
que o cometabolismo seja responsavel por este efeito benéfico. Ja a degradagao do
benzeno foi afetada negativamente pela presenga do tolueno e/ou para-xileno,
sugerindo que efeitos de inibicdo competitiva tenham ocorrido.

O fendmeno do cometabolismo ocorre quando a presen¢a de um substrato
mais facilmente metabolizavel, similar ao composto resistente a biodegradagéo,
inicia o crescimento do microorganismo e promove a indugdo de enzimas que

facilitam a degradacdo do substrato resistente. O cometabolismo é resultante da
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inespecificidade de alguns complexos enzimaticos, e ocorre sem que exista,
necessariamente, analogia estrutural entre a enzima induzida e o poluente
(VENKATARAMANI, 1985; WANG & LOH, 2000).

CHANG et al. (1993) avaliaram os parametros cinéticos e estequiométricos de

Monod (4, ,Ks € Y,,) na biodegradagéo do benzeno, tolueno e para-xileno, por

duas culturas puras de Pseudomonas B1 e X1. Os experimentos conduzidos com
cada substrato individualmente, possibilitaram a avaliagdo da cinética de

degradacé@o e medigcdo dos parametros (u,, ,Ks € Y, ). Os resultados mostraram

que Pseudomonas B1 utiliza o benzeno e o tolueno, mas ndo o para-xileno, e
Pseudomonas X1 €& capaz de degradar o tolueno e o para-xileno, mas néo o
benzeno, sugerindo que P. B1 utiliza o caminho TOD (enzima tolueno dioxigenase),
enquanto P. X1 utiliza o caminho TOL (enzima tolueno mono-oxigenase). Os autores
realizaram a modelagem do processo, predizendo os efeitos de inibicdo competitiva
(BAILEY & OLLIS, 1986) entre dois substratos, dada pela equagao 3.1. Observaram
que a presenca do tolueno resultou inibicdo competitiva do benzeno e degradagao
cometabdlica do para-xileno. As taxas de biodegradacdo da mistura benzeno-
tolueno foram muito menores as respectivas taxas de biodegradacao individual. Os

valores das constantes de inibicdo do benzeno (Ki,) e tolueno (Ki ) foram
determinados pelo ajuste do modelo, onde verificaram serem equivalentes aos

valores das constantes de saturagdo (Ks, e Ks, ), respectivamente.

dSb ﬂmdxb Sb X (3 1 )

K
A s, 8, + s, e

L

Sendo:
K, ~taxa maxima de crescimento especifico no benzeno;

Ks, constante de saturagéo do benzeno;
constante de inibicao do tolueno;

Y, coeficiente de rendimento no benzeno;

X concentracao de células;
S, concentracédo do benzeno;
S concentracao do tolueno.
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Assim, nas condigdes experimentais avaliadas por CHANG et al. (1993) os
parametros cinéticos do modelo de inibicgdo competitiva podem ser obtidos a partir
de experimentos da biodegradacgao individual dos substratos.

A continuacao desta linha de pesquisa envolvendo trés substratos foi feita por
OH et al. (1994). Os autores estudaram os efeitos de interagcdo entre benzeno,
tolueno e para-xileno, utilizando uma associagao microbiana e uma cultura pura de
Pseudomonas putida O1. Além disso, conduziram os experimentos para avaliar as
taxas de biodegradacédo de cada substrato individualmente e em misturas, a fim de
obter a diferenga quantitativa da fisiologia microbiana entre os dois casos. Os

autores determinaram os valores dos parametros de Monod (4, ,Ks e Y, ) para a

biodegradagao do benzeno; utilizaram o modelo de Andrews no ajuste aos dados da
biodegradagdo do tolueno e mostraram que o para-xileno ndo pdde ser utilizado
como substrato por nenhuma das culturas. A biodegradacéo parcial do para-xileno
ocorreu somente na presenga do benzeno ou tolueno, sugerindo o fendmeno de
cometabolismo. Os experimentos em misturas de substratos foram realizados com a
mistura binaria de benzeno-tolueno, e um modelo de inibigdo (BAILEY & OLLIS,
1986), dado pela equagao 3.2, ajustou-se aos dados experimentais, resultando duas

constantes de inibicdo (K,, e K,). Neste caso, as taxas de biodegradagédo da

mistura de substratos, ndo puderam ser avaliadas por meio de parametros cinéticos
da biodegradacéo dos compostos individuais. Os parametros de inibicado entre os
dois substratos foram determinados a partir de um modelo de regressao nao-linear,

Ks, o Ks,
Ki Ki,’

t

e os resultados mostraram que K, e K, s&o diferentes das razdes

respectivamente. Logo, o modelo de inibicdo adotado por OH et al. (1994) é
diferente do modelo de inibigao utilizado por CHANG et al. (1993). Portanto, seus
parametros cinéticos ndo podem ser obtidos por meio dos experimentos da

biodegradacgao individual dos substratos.

ds, HinissS s X (3.2)

dt S, +Ks,+K,S, Y.,
Sendo:

U,., ~ taxa maxima de crescimento especifico no benzeno;

Ks,  constante de saturagdo do benzeno;
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K, constante de inibicado do benzeno sobre o tolueno;
X concentragao de células;

S, concentracéo do benzeno;

S, concentragao do tolueno;

Y,, coeficiente de rendimento no benzeno.

BIELEFELDT & STENSEL (1999a) foram os primeiros a relatarem a avaliagao
quantitativa da biodegradacdo de uma mistura de cinco substratos (BTEoXpX). Os
experimentos foram conduzidos com mistura de culturas em testes batelada para
determinar como a presenga de multiplos substratos poderia afetar a fisiologia
microbiana, e consequentemente as taxas de biodegradagdo quando comparados
as taxas de biodegradagao dos substratos individuais. Deste modo, a cinética de
degradagado de compostos individuais foi comparada a cinética de degradacgéo de
compostos multiplos. As taxas de biodegradacado dos substratos benzeno, tolueno,
etilbenzeno, orto-para-xilenos em misturas foram preditas através do modelo de
inibicdo competitiva (BAILEY & OLLIS, 1986), e os autores concluiram que
possivelmente efeitos de inibicdo competitiva na mistura dos cinco substratos
estiveram presentes. As taxas de degradagdo dos compostos individuais foram

preditas através do modelo de Monod e os parametros cinéticos (s, ,Ks € Y,,)

foram determinados para cada composto. Os resultados das taxas de degradacéao
mostraram que a cultura degradou os componentes mais rapidamente quando
estiveram presentes sozinhos do que quando estiveram presentes em misturas. Os
autores relacionaram o modelo de Monod e o modelo de inibicdo competitiva
determinando um modelo simplificado, assumindo que a constante de inibicado de
cada substrato é equivalente a sua constante de saturacdo (Ki~Ks), € que a
concentracdo inicial do substrato € muito maior que Ks. Este modelo simplificado
relaciona a taxa de biodegradagdo de um componente da mistura com a taxa de

biodegradagao individual do mesmo, por meio da equagao 3.3.

ds." """ | dt S (3.3)

1

S ldt > Sy

Assim, a taxa de biodegradagdo de um composto na presenga de multiplos
substratos, nas condi¢cées avaliadas por BIELEFELDT & STENSEL (1999a), pode

ser apresentada com parametros cinéticos da biodegradagdo individual dos
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substratos e na propor¢cdo de sua concentragdo na mistura. O estudo mostra que
tanto o modelo simplificado quanto o modelo de inibigdo competitiva se ajustou bem
aos dados experimentais do processo de biodegradagao dos compostos BTEX.

Tendo em vista que a biorremediacéo de lugares contaminados por gasolina
requer a degradagao microbiana de misturas complexas, € importante compreender
os efeitos de intensificagdo ou inibicdo causada pela presenga concorrente de
multiplos substratos. Desta forma, a biodegradagdo dos compostos BTEX também
tem sido largamente investigada na presenga de outros compostos aromaticos como
o fenol. A biodegradagcdo da mistura destes compostos aromaticos foi investigada
por ROGERS & REARDON (2000), utilizando Burkholderia species JS150. Os
autores observaram a utilizagado simultanea de ambos os substratos, fenol e tolueno,
com o tolueno o primeiro a ser completamente degradado. O tolueno inibiu a
biodegradagdo do fenol, enquanto o fenol apresentou pouco efeito na taxa de
biodegradagao do tolueno. Visto que Burkholderia species JS150 apresenta ambos
os caminhos orto e meta para a biodegradagao do fenol (HAIGLER et al., 1992), e
apenas o caminho meta é utilizado na biodegradacdo do tolueno, os resultados
apresentados pelos autores, indicam que o caminho meta pode ter sido
preferencialmente utilizado durante a biodegradacao da mistura tolueno-fenol.

A primeira demonstragao de que poluentes aromaticos podem ser utilizados
simultaneamente na presenca de substratos alternativos foi observado em 1985 por
SCHMIDT & ALEXANDER, utilizando uma cultura pura de Pseudomonas
acidovorans. Os autores observaram que fenol e acetato foram utilizados
simultaneamente, resultando diminuigdo da biodegradacg&o do fenol. O metabolismo
de compostos aromaticos por membros do género Pseudomonas € frequentemente
reprimido pela presenca de compostos mais facilmente degradaveis, especialmente
intermediarios do ciclo de Krebs.

Outra linha da pesquisa estudada € como obter maximas taxas de
biodegradagao (fenbmeno de aceleragdo) dos substratos toxicos, projetando,
modificando e controlando as condi¢cdes dos biorreatores a partir do conhecimento
sobre a fisiologia microbiana e principios analogos de outros sistemas similares. Um
exemplo € o trabalho de SHALABY (2003), no qual se investigou a habilidade do
microorganismo Burkholderia cepacia G4 em utilizar compostos toxicos na presenga
de compostos nao téxicos que comumente existem no ambiente e que afetam a

degradacgao dos poluentes. Os autores mostraram que os substratos fenol, acetato e
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benzoato, em mistura binaria e ternaria, sdo utilizados simultaneamente. Fenol e
benzoato utilizam-se da mesma rota metabdlica, e acetato € um dos intermediarios
formados durante o metabolismo. Os resultados mostraram uma inibicdo reciproca
entre fenol e acetato, e a biodegradagao simultdnea do fenol e benzoato, em que
nenhum efeito inibitério foi observado. Em mistura ternaria, todos os compostos
foram utilizados simultaneamente e nenhum comportamento diauxico foi observado.

Recentemente, ABUHAMED et al. (2004) investigaram a possibilidade da
biodegradagéo do benzeno, tolueno e fenol, em elevadas concentragdes iniciais, e
estudaram a cinética de crescimento de Pseudomonas putida F1 (ATCC700007)
durante a biodegradagao aerobica individual dos substratos, bem como em misturas,
determinando as interagdes entre os substratos. Para a biodegradagdo de um unico
substrato, o modelo de Andrews foi usado para descrever a taxa de crescimento

especifico, possibilitando a determinagdo dos paréametros cinéticos (u,, ,Ks e Ki).
Para as misturas benzeno-tolueno, benzeno-fenol e tolueno-fenol, um modelo de
soma cinética, dado pela equacgao 3.4, similar ao modelo proposto por YOON et al.
(1977) apud REARDON et al. (2000), foi usado e os parametros de interacao entre
os substratos (/; ) foram determinados.

,U — ﬂma’xlfl + /umdeSZZ (34)

Ks +8, + S—l +1,S, Ks,+8,+ S—Z + 1,8,
I Ki,

Sendo:
H taxa de crescimento especifico;

.1, M,., taxamaxima de crescimento especifico nos substratos 1 e 2;

AV concentragéo dos substratos 1 e 2;

Ks,, Ks, constante de saturacdo dos substratos 1 e 2;

1, grau de inibigdo do substrato 2 sobre o substrato 1;
1, grau de inibigdo do substrato 1 sobre o substrato 2.

({1

O parametro [, indica o grau que o substrato “i" afeta a biodegradacao do

)

substrato “ j”. Os parametros cinéticos (u,, ,Ks e Ki) utilizados nesta equagdo sdo

0s mesmos obtidos a partir do modelo de Andrews para biodegradagao individual do
substrato. Os resultados mostraram que o tolueno inibiu a biodegradagdo do

benzeno (OH et al., 1994), e o fenol inibiu a biodegradacédo do tolueno e benzeno.
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Por outro lado, a presenca do benzeno ou tolueno intensificou a biodegradacao do
fenol. As células de Pseudomonas putida F1 foram adaptadas em 30 mg L' de
tolueno ou benzeno. Observou-se que a biodegradagao do benzeno ou tolueno, em
concentragbes de 15, 30 e 90 mg L', ocorreu mais rapidamente em células
adaptadas do que em células ndo adaptadas. O tempo de biodegradagcdo do
benzeno, por exemplo, decresceu de 24 horas para 6 horas. Nenhum efeito
significativo foi observado na biodegradagédo do fenol, utilizando células adaptadas
no fenol. Contudo, a utilizacdo de células adaptadas no benzeno ou tolueno diminuiu
o tempo de degradacéo de 50 mg L™ de fenol, de 90 para 18 horas.

O crescimento de Pseudomonas putida F1 na presenca de benzeno, tolueno
e fenol foi estudado por REARDON et al. (2000). Os autores avaliaram a cinética de
crescimento microbiano utilizando os substratos individuais, bem como em misturas
binarias e ternaria. Na mistura tolueno-fenol, o tolueno inibiu fortemente a
biodegradagdo do fenol, e o fenol teve pouco efeito sobre a biodegradagdo do
tolueno. O tolueno foi consumido antes que o fenol, e a biodegradagao do fenol n&o
comecgou até que o tolueno estivesse praticamente esgotado. Também, em mistura
tolueno-benzeno, a presenga do tolueno inibiu a biodegradagdo do segundo
substrato. Na biodegradagao da mistura benzeno-fenol, benzeno foi primeiramente
utilizado e o consumo do fenol ndo comegou antes que a concentragdo do benzeno
atingisse valores proximos de zero. Finalmente, em mistura ternaria, o tolueno foi o
primeiro substrato a ser consumido e esgotado, e a biodegradagao do benzeno
iniciou-se mais tarde. O consumo significativo do fenol ndo comecou antes que a
concentragdo do tolueno estivesse aproximadamente igual a zero e a concentragéo
do benzeno estivesse baixa. Este € um exemplo que mostra claramente os
mecanismos regulatérios internos de utilizagdo dos substratos, nos quais a
repressao catabdlica seria 0 mecanismo mais provavel envolvido neste processo.
Mas, apesar das aparéncias, este ndo é um caso de repressao catabdlica, pois P.
putida F1 utiliza o mesmo caminho (TOD) para metabolizar os substratos BTF. Este
€ um dos poucos trabalhos que apresentam o desempenho de modelos nao-
estruturados em descrever a cinética de crescimento microbiano. Os autores
mostraram que os modelos de Monod e Andrews foram adequados para descrever
os dados experimentais de crescimento da biomassa e utilizagdo dos substratos
individualmente. Baseados nos parametros cinéticos estimados a partir da

biodegradacgao individual dos compostos, os autores avaliaram diferentes modelos
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matematicos para descrever a biodegradagado dos multiplos substratos, e concluiram
que o modelo SKIP representa adequadamente a biodegradagcdo das misturas
binarias e ternaria dos compostos BTF.

HAMED et al. (2003) investigaram as interagdes entre os substratos durante a
biodegradagao aerdbica do benzeno, tolueno e fenol utilizando Pseudomonas putida
F1 ATCC (700007). Os testes foram conduzidos em reator batelada e mostraram
que os microorganismos foram capazes de consumir completamente todos os
substratos em concentracdes elevadas. Os resultados mostraram que efeitos de
inibicdo pelo substrato ocorreram acima de 30 mg L™ de benzeno, 28 mg L™ de
tolueno e 50 mg L™ de fenol, quando estes foram utilizados individualmente. Os
substratos benzeno e tolueno, quando presentes em mistura, foram utilizados
simultaneamente, sendo que o tolueno inibiu a biodegradagdo do benzeno. Ja
durante a biodegradacdo das misturas binarias benzeno-fenol e tolueno-fenol os
substratos, em ambos os casos, foram utilizados sequencialmente, sendo que o
fenol foi o segundo substrato a ser consumido. Por fim, a biodegradacédo da mistura
benzeno-tolueno-fenol mostrou que o benzeno e o tolueno foram consumidos mais
rapidamente do que o fenol. A presenga do benzeno e/ou fenol nio influenciou
significativamente no tempo de biodegradagao do tolueno. E a presencga do tolueno
e/ou benzeno afetou a biodegradacdo do fenol. Entretanto, nenhum dos
comportamentos revelados foi representado matematicamente, até o presente.

BIELEFELDT & STENSEL (1999b) investigaram a biodegradagao aerébica do
tricloroetano e de compostos aromaticos, como os compostos BTEX, por uma
associagao de microorganismos enriquecida no fenol. Todos os compostos BTEX
foram utilizados simultaneamente, mas a uma taxa menor do que as taxas de
biodegradagao individual dos compostos. Os efeitos dos multiplos substratos foram
modelados pelo modelo de inibicdo competitiva (YOON et al., 1977 apud BAILEY &
OLLIS, 1986), representando satisfatoriamente a biodegradagdo dos compostos
BTEoXpX em mistura, porém baseado nos parametros cinéticos da biodegradagao
individual dos compostos.

Outra linha de pesquisa fundamental para a busca de tecnologias eficientes
no tratamento e preservacdo do meio ambiente consiste na obtencdo de
informagdes e compreensdo dos efeitos da biodegradacdo dos compostos toxicos
BTEX na presenca de MTBE (metil terc butil éter). A condugao de experimentos e o

projeto de biorreatores que operam com ambos os compostos (NA et al., 2002;
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SEDRAN, 2004; LIN et al., 2007) ndao € uma tarefa facil devido a complexidade do
sistema, mas é crucial para o desenvolvimento de melhores estratégias de
tratamento e tem sido investigado em diversos estudos.

Geralmente, os compostos MTBE e BTEX coexistem em aguas subterraneas
contaminadas por gasolina e elevadas concentracbes de MTBE podem impedir
potencialmente a biodegradacdo dos compostos BTEX. Por isso, é importante
compreender se a presengca do MTBE afeta ou ndo as taxas de biodegradacao dos
compostos BTEX, e se a presenca dos compostos BTEX provoca repressao nas
taxas de biodegradagao do MTBE. Poucos estudos tém investigado os efeitos de
interacdes entre as misturas de MTBE e BTEX. Na maioria destes estudos, MTBE
nao apresentou efeitos negativos nas taxas de biodegradacdo do BTEX por culturas
incapazes de crescer no MTBE, sugerindo que a presenga do MTBE nao afeta a
viabilidade das culturas degradadoras do BTEX (SALANITRO et al., 1999; DEEB &
ALVAREZ-COHEN, 2000). Por outro lado, as taxas de biodegradacdao do MTBE
foram afetadas pela presenga de compostos BTEX (EWEIS et al., 1998; CHURCH et
al., 1999). A utilizagdo de culturas puras pode ser util na caracterizagdo dos efeitos
de interacdo, causados pela presenca concorrente de multiplos substratos. No
entanto, uma cultura pura capaz de crescer em MTBE e BTEX ainda nao foi
encontrada.

DEEB & ALVAREZ-COHEN (2000) quantificaram o impacto que interacdes
entre os substratos BTEX provocam em suas taxas de biodegradagao, investigando,
além disso, os efeitos da presenca do MTBE. Durante a biodegradacao foram
realizadas a caracterizagdo e a quantificagdo das interagdes positivas e negativas,
em misturas dos compostos BTEX, e em misturas entre os compostos BTEX e
MTBE. Os experimentos foram conduzidos utilizando-se uma mistura de cultura
derivada de um aquifero contaminado por gasolina, e duas culturas puras
identificadas como Rhodococcus rhodochrous e Rhodococcus bronchialis. As trés
culturas foram capazes de biotransformar completamente os compostos BTEX
individualmente e em misturas, em um grande intervalo de concentragdes. Em uma
concentracdo de 40 mg L™, a biodegradagdo de cada composto, individualmente,
seguiu a ordem: tolueno, benzeno, etilbenzeno, orto-para-meta-xileno. Durante a
biodegradagdo das misturas binarias dos compostos BTEX, a presenca do
etilbenzeno provocou um efeito inibitério nas biodegradag¢des do benzeno, tolueno e

xilenos, ao passo que, a presenca desses compostos em mistura binaria com o
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etilbenzeno proporcionou efeitos despreziveis na biodegradacdo do etilbenzeno
(DEEB & ALVAREZ-COHEN, 1999). Os autores utilizaram o modelo cinético de
Lineweaver-Burk, na tentativa precoce de caracterizar os efeitos inibitérios do
etilbenzeno, e revelaram uma mistura de inibicdo competitiva e nao-competitiva. Os
autores sugerem que o tolueno e o etilbbenzeno sdo degradados pelo mesmo
caminho metabdlico, ou seja, Rhodococcus sp. RR1 utiliza-se da mesma enzima
para metabolizar ambos os substratos; o mesmo resultado encontrado pelos autores
em 1999. A biodegradacdo cometabdlica dos xilenos, neste estudo, € consistente
com os relatos de ALVAREZ & VOGEL (1991), CHANG et al. (1993) e OH et al.
(1994). Além disso, os autores investigaram a mineralizagdo dos compostos BTEX a
CO,. Apesar da presenga do etilbenzeno afetar negativamente a biodegradacao do
BTX, isto ndo ocorreu durante a mineralizacdo. Os autores concluiram que a mistura
de culturas é mais eficiente do que as culturas puras na mineralizacdo dos
compostos BTEX, e isto pode ser atribuida a presenca de diferentes espécies
microbianas, possibilitando a utilizagdo de diversos caminhos metabdlicos, e aos
efeitos de interacdes entre as espécies. Quanto a presenga do MTBE, nenhuma das
culturas foi capaz de crescer no MTBE. Os autores concluiram que este composto
nao afetou as taxas de biodegradacado dos compostos BTEX.

Com a finalidade de determinar se a presenca do MTBE afeta negativamente
as taxas de biodegradagédo dos compostos BTEX, DEEB et al. (2001) avaliaram as
interagcdes entre os substratos MTBE e BTEX durante uma biotransformacao
aerobica por uma cultura pura em reator batelada. A cultura pura, designada PM1,
membro da Leptothrix do grupo B-Proteobacteria, foi capaz de crescer no MTBE
como unica fonte de carbono e energia e de mineralizar o composto MTBE a CO,. A
biodegradagdo do MTBE foi avaliada quando esteve presente sozinho e quando
esteve em mistura binaria com cada um dos compostos BTEX. Observou-se que a
presenga do MTBE intensifica a taxa de biodegradagdo do benzeno (20 mg L),
provavelmente por inducdo enzimatica. Para provar a hipétese de que MTBE
promove a biodegradagcdo do benzeno por geragcdo de energia que acelera esta
indugdo enzimatica, foram conduzidos as biodegradagdes da mistura benzeno-
piruvato e benzeno-etanol. Assim, o mesmo efeito estimulatério encontrado pela
presenca do MTBE, também foi observado quando o benzeno esteve presente em
mistura binaria, em concentragbes de 20 mg L™", com piruvato ou etanol. Portanto,

isto sugere que a presenga de um “gerador de energia” foi o fator que governou a
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intensificacdo de enzimas necessarias a biodegradacdo do benzeno. Seguindo a
biodegradagdo do benzeno em mistura com piruvato, uma adicdo de tolueno foi
degradada sem fase de adaptagédo, sugerindo que o benzeno e tolueno sé&o
metabolizados pelo mesmo caminho. Por outro lado, a presenca do benzeno
retardou a biodegradagdo do MTBE, em uma concentracdo de 20 mg L. A
biodegradagao do MTBE também foi severamente inibida pela presenga do tolueno,
etilbenzeno, meta-xileno ou para-xileno. Logo, os resultados encontrados pelos
autores mostram que o BTEX interfere diretamente a biodegradagdo do MTBE,
utilizando PM1, sugerindo inibicdo enzimatica como provavel causa, ao passo que a
presenca do MTBE promove a intensificacdo da biodegradacdo dos compostos
BTEX, provavelmente por indugdo enzimatica.

PRUDEN (2002) investigou o efeito do BTEX na biodegradagdo do MTBE e
TBA (terc butil alcool), comparando as taxas de biodegradacdo do MTBE juntamente
com BTEX, as taxas de biodegradacdo do MTBE como unica fonte de carbono. Os
autores utilizaram uma mistura de cultura enriquecida no MTBE e BTEX. Sob regime
continuo, todos os compostos foram utilizados simultaneamente. Em operagao
batelada, a presenga do BTEX né&o teve efeito significativo na biodegradagcédo do
MTBE, mas teve um leve efeito na biodegradacdo do TBA. Na presenga
insignificante do BTEX, o TBA foi utilizado em uma taxa mais rapida do que o MTBE.

Os efeitos dos multiplos substratos BTEX na biodegradagdo do MTBE
também foram investigados por PRUDEN & SUIDAN (2004), SEDRAN et al. (2002)
e LIN et al. (2007). PRUDEN & SUIDAN (2004) nado encontraram nenhum efeito
negativo da presenca dos compostos BTEX na taxa de biodegradagdo do MTBE,
utilizando uma cultura pura, designada UC1. A bactéria UC1 apresentou alta
similaridade (99%) com a PM1, ou seja, também do grupo da B-Proteobacteria. Por
outro lado, LIN et al. (2007) encontraram significativa inibicao dos compostos BTEX
sobre o MTBE, utilizando Pseudomonas aeruginosa, representando os efeitos por
meio dos modelos de inibigado competitiva e ndo-competitiva.

O principal motivo da adigdo de compostos oxigenados na gasolina, como
MTBE e etanol, esta relacionada ao aumento da octanagem do motor, isto €,
aumento da resisténcia a auto-ignicdo, além de diminuir a emissdo de mondxido de
carbono na atmosfera (FERNANDES, 1997). Entretanto, a ocorréncia de um
derramamento de gasolina aditivada no ambiente pode agravar o impacto ambiental
devido ao comportamento de co-solvéncia do etanol (FERNANDES & CORSEUIL,
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1996; FERNANDES, 1997). O efeito da co-solvéncia do etanol, que representa a
capacidade do etanol em aumentar a solubilidade da gasolina em agua (CORSEUIL
& FERNANDES, 1999), aumenta a solubilizacdo dos compostos BTEX em agua,
provocando consequentemente aumento da velocidade de deslocamento das
plumas de contaminacdo em aguas subterrdneas. CORSEUIL & FERNANDES
(1999) constataram que fragbes de etanol na fase aquosa na faixa de 10%
aumentam em 30% a massa total dos compostos BTX, sendo que o efeito foi maior
para o xileno, composto menos soluvel em agua dentre os BTX.

A biodegradagao aerdbica e anaerdbica do BTEX, com relagédo a presencga de
etanol, tem sido bastante investigada no Brasil (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996b;
CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL & FERNANDES, 1999; LOVANH et al., 2002;
KAIPPER, 2003; SCHNEIDER et al., 2005; NUNES & CORSEUIL, 2005).

Frequentemente, os compostos BTEX sao biodegradados por enzimas
induziveis, as quais podem ser repreendidas quando substratos facilmente
degradaveis estdo presentes em concentragcdes elevadas (DUETZ et al., 1994;
DUETZ et al.,, 1996), exercendo provavelmente um efeito diduxico que inibe a
diversidade metabdlica dos microorganismos, impossibilitando, por represséao
catabdlica, a biodegradagao do BTEX.

Os estudos de CORSEUIL et al. (1998) demonstraram que, em condi¢des
aerobias, o etanol retarda a biodegradacdo dos compostos BTEX, devido a
utilizacao preferencial de etanol pelos microorganismos. MALAMUD et al. (2005)
também observaram que o etanol foi o primeiro contaminante a ser biodegradado e
os compostos BTEX apresentaram decréscimo de massa significativo somente apos
o desaparecimento do etanol, evidenciando a biodegradagéo preferencial do etanol
em relacao aos compostos BTEX.

No entanto, NUNES & CORSEUIL (2005) avaliaram a biodegradagao
anaerobica da gasolina, aditivada com 23 a 25% de alcool, e observaram aspectos
positivos da presenca do etanol. A redu¢ao da massa dos compostos BTEX e etanol
foram avaliados como consequéncia do uso de receptores de elétrons (oxigénio
dissolvido) e o aparecimento de subprodutos metabdlicos (acetato, ion ferro I/ e
metano). Os autores constataram que as massas de metano e ion ferro foram muito
superiores aquela do oxigénio dissolvido, e a biomassa remanescente, gerada
durante a biodegradagcdo anaerdbica do etanol, passou a utilizar os compostos

BTEX como substrato principal, intensificando suas taxas de biodegradagdo. O
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mesmo foi encontrado por SCHNEIDER et al. (2005), os quais observaram que, em
seis anos de monitoramento de uma area contaminada por gasolina, as massas do
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos foram reduzidas em 99, 96, 76 e 80%,
respectivamente. Entretanto, mesmo havendo uma remocéao significativa da massa
de poluentes da fonte, a extensdao das plumas nao foi reduzida na mesma
proporgao. Isto indica que o etanol inibe a biodegradacdo dos compostos BTEX,
aumentando a extensdo das plumas de contaminagéo.

Observa-se que diversos pesquisadores tém mostrado que o metabolismo
microbiano para um composto de uma determinada mistura pode ser fortemente
impactado pela presenca dos outros compostos da mesma (YOON et al.,, 1977;
MEYER et al., 1984; KLECKA & MAIER, 1988; SMITH et al., 1991; GUHA et al.,
1999 apud REARDON et al., 2000). Essa interagdo é observada ndo apenas em
processos de biodegradagdo, nos quais misturas de compostos toxicos sao
comumente encontradas, mas em misturas de agucares em processos fermentativos
(LENDENMANN et al., 1996) e misturas de compostos degradaveis em tratamentos
de efluentes.

A fim de compreender os efeitos das misturas de substratos & necessario
considerar o caminho metabdlico de cada composto para o microorganismo.
HARDER & DIJKHUIZEN (1982) propuseram as definicdes “homologous” e
“heterologous” para compostos que se utilizam do mesmo caminho metabdlico e de
diferentes caminhos metabdlicos, respectivamente. A presenga de outro composto
em uma mistura de substratos “homologous” pode acarretar em efeitos positivos,
como o aumento da biomassa (SCHMIDT & ALEXANDER, 1985 apud REARDON et
al., 2000), e a indugado de enzimas degradativas (ALVAREZ & VOGEL, 1991; DEEB
et al., 2001). Entretanto, tém sido mais comumente relatados efeitos negativos,
como inibicdo competitiva (CHANG et al., 1993; OH et al., 1994; BIELEFELDT &
STENSEL, 1999a,b; REARDON et al., 2000), diminuindo as taxas de biodegradacéo
dos substratos em misturas.

Apesar da biodegradacgao individual dos compostos benzeno, tolueno e xileno
estar bem compreendida, nota-se que poucos estudos relatam a biodegradacéo da
mistura dos seis compostos BTEX, ou seja, envolvendo o etilbenzeno e todos os
isdmeros do xileno. As interacdes entre os seis compostos provavelmente levam a
resultados diferentes de estudos anteriores. Assim, visto que os caminhos

metabdlicos da biodegradagao do etilbenzeno foram raramente investigados, DEEB
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& ALVAREZ-COHEN (1999) focaram seus estudos na caracterizagao dos efeitos do
etilbbenzeno na biodegradagcdo do benzeno, tolueno e isdbmeros do xileno. Os
experimentos foram conduzidos para identificar as interagdes entre os substratos,
causadas pela presenga concorrente de multiplos compostos BTEX, durante a
biodegradagao aerdbica por duas associagdes microbianas e por uma cultura pura
identificada como Rhodococcus rhodochrous. Além disso, os estudos também foram
conduzidos para determinar a temperatura 6tima para a atividade microbiana e
degradagado dos compostos BTEX. As trés culturas foram capazes de utilizar todos
os compostos individualmente e em misturas. Os autores observaram interacoes
negativas e positivas, e sugeriram a presenca de nao-interagao, inibigdo competitiva,
inibicdo ndao-competitiva, estimulagdo e cometabolismo. As taxas de biodegradagao
individuais dos seis compostos (BTEo-p-mX), foram comparadas as taxas de
biodegradagdo em misturas binarias e ternaria. Individualmente, tolueno foi mais
rapidamente consumido, seguido pelo benzeno, etilbenzeno e, finalmente, os
isdmeros do xileno, todos em concentragcdo de 20 mg L. Com a associacdo
microbiana, as taxas de biodegradagdo do benzeno e tolueno, em mistura binaria
com o-xileno, em concentragdes de 20 mg L, foram levemente intensificadas pela
presenca do o-xileno; efeito contrario aos relatos de que xilenos sao fortes inibidores
de benzeno e tolueno (ALVAREZ & VOGEL, 1991; OH et al., 1994). Por outro lado,
a presencga do benzeno, tolueno ou etilbenzeno afetaram negativamente as taxas de
biodegradacdo do o-xileno, em concentracdo de 40 mg L. Na degradacdo dos
multiplos substratos, em concentracéo total de 20 mg L™, etilbenzeno foi consumido
mais rapidamente, seguido pelo tolueno, benzeno e xilenos. A avaliagado das taxas
de biodegradagao, de todas as possiveis combinagdes de misturas BTEX, revelou
que, em cada uma destas misturas, os isdbmeros do xileno foram sempre os ultimos
a serem consumidos, ao passo que o etilbenzeno foi o primeiro. Assim, os autores
concluiram que o etilbenzeno é o inibidor mais potente em todas as suas possiveis
misturas, tanto em associa¢gdo microbiana quanto em R. rhodochrous, e os isémeros
do xileno sdo cometabolicamente degradados (ALVAREZ & VOGEL, 1991, CHANG
et al., 1993, OH et al., 1994). As taxas de biodegradacao do tolueno, em diferentes
concentragdes de etilbenzeno, (8, 15, 23 e 30 mg L™ com associacdo microbiana; 5,
10 e 15 mg L' com R. rhodochrous), sugeriram que uma combinagdo de inibigéo
competitiva e ndo-competitiva ocorreu entre ambos os substratos. Outro efeito de

inibicdo observado inclui a retardagao da biodegradag¢ao do benzeno e do tolueno na
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presenca do tolueno e do benzeno, respectivamente. Contudo, os autores nao
modelaram estes efeitos de inibigdo encontrados durante os experimentos.

Como apresentado no inicio deste capitulo, a modelagem da biodegradagao
de compostos téxicos pode seguir modelos cinéticos simples como Monod e
Andrews. Mas, segundo BALOO & RAMKRISHNA (1991a,b) o modelo de Monod
descreve bem o crescimento de microorganismos e a taxa de consumo de um unico
substrato sob condi¢cbes estacionarias, e falha ao descrever o estado transiente do
processo. Segundo os autores, o principal motivo da existéncia desta diferenca é
causado pela regulagdo metabdlica, na qual o controle de todas as reagdes e
fungdes microbianas em nivel molecular ndo € incorporado na descricdo do
crescimento microbiano.

Quando a biodegradagdo ocorre na presenga de multiplos substratos, a
descrigdo quantitativa dos efeitos biocinéticos de interagdes devem seguir modelos
mais elaborados, como os modelos de inibicdo acompetitiva, n&o-competitiva
(SEGEL, 1975 apud REARDON et al., 2000) e competitiva (YOON et al., 1977 apud
REARDON et al., 2000). YOON et al. (1977) também propuseram o modelo SKIP
(apud REARDON et al.,, 2000) que incorpora parametros de interacdo entre os
substratos, mas nao qualifica o tipo de interagao presente. Contudo, estes modelos
também falham ao descrever complexos mecanismos de regulag&o interna.

A modelagem cinética utilizando modelos n&o-estruturados, como os
classicos modelos de Monod e Andrews e os modelos utilizados para descrever o
crescimento microbiano em multiplos substratos (SEGEL, 1975; YOON et al., 1977),
parte da hipotese de que os dados experimentais sdo baseados somente na
fisiologia microbiana, e apesar de serem inadequados para descrever o0s
mecanismos complexos de regulagédo interna, sdo fundamentais para o
entendimento da cinética no nivel da populagdo microbiana.

Um dos fenbmenos que deve ser considerado quando microorganismos
utilizam muitos substratos corresponde ao fendmeno didauxico e os mecanismos
internos de controle envolvidos em nivel molecular, como a repressao catabdlica que
geralmente ocorre quando dois ou mais substratos estdo sendo utilizados. O
fendbmeno diduxico pode envolver a utilizacdo sequencial ou simultdnea dos
substratos presentes (TURNER & RAMKRISHNA, 1986; BALOO & RAMKRISHNA,
1991a,b; KROUMOV, 1999; PATNAIK, 2000, NARANG, 2006).
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Durante a utilizagdo sequencial das rotas metabdlicas, caracterizada pelo
fendbmeno diduxico, um substrato pode inibir a biodegradagcdo de outro por
toxicidade, repressao catabdlica, inibicdo enzimatica, depreciacdo de elétrons
receptores ou formacao de intermediarios metabdlicos. Por outro lado, através da
utilizacao simultdnea de rotas metabdlicas, a eficiéncia de biodegradacdo é
intensificada em comparacdo as taxas de crescimento durante a biodegradagao
individual dos substratos. Esta intensificacdo tem sido atribuida a promocao de
elevadas taxas de crescimento (KLECKA & MAIER, 1988) e ocorre devido a indugéo
nao-especifica de enzimas para biodegradacdo de substratos similares ou a
convergéncia de rotas metabdlicas para utilizacdo de multiplos substratos. Porém,
mesmo que 0s compostos sejam utilizados simultaneamente, algumas vezes eles
nao sao catabolizados pela mesma rota metabdlica, necessitando compreender
quais outros mecanismos de regulagao génica estao envolvidos na biodegradagao.

A repressao catabodlica € o mecanismo que regula a utilizagao preferencial de
um substrato, ao invés de outros disponiveis (NARANG, 2006). Este fenbmeno
ocorre quando fontes de carbono rapidamente metabolizaveis reprimem a expressao
de genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo de outras fontes de
carbono.

Os mecanismos regulatorios, que causam as preferéncias microbianas por
determinado substrato e consumo destes sequencialmente e/ou simultaneamente,
foi aplicado por KROUMOV (1999), baseando-se na teoria operon lac de Jacob-
Monod, para desenvolver um modelo para utilizagado de dois substratos (celobiose e
xilose) por Ruminococcus albus. O modelo considera os mecanismos regulatérios do
processo de inducao-repressido avaliando os caminhos metabdlicos e as mudancgas
de atividade na enzima chave, a qual é considerada como o passo de controle para
a utilizagdo do substrato preferencial, neste caso a xilose. O autor discute em seu
trabalho os possiveis mecanismos pelos quais a celobiose afeta a utilizagdo da
xilose. Em um dos casos, provavelmente a celobiose compete com a xilose, por
meio de inibicdo competitiva, pelo sitio ativo da enzima responsavel pelo transporte
ou catabolismo destes agucares. Por outro lado, o autor diz que a celobiose pode
reprimir a formagdo da enzima chave requerida para o catabolismo da xilose.
Segundo o autor, o aparecimento de uma segunda fase lag € manifestado pela

repressao da xilose, e, portanto o controle da utilizacdo da xilose por repressao
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catabdlica, em nivel molecular, é a hipotese mais provavel para descrever o
comportamento da celobiose na utilizagdo da xilose.

Segundo MONOD (1947) apud NARANG (2006), o crescimento diauxico é
caracterizado pelo aparecimento de duas fases de crescimento exponencial
separados por uma fase de adaptagcao chamada de adaptacéo diauxico. Durante o
crescimento diauxico, o consumo do primeiro substrato é seguido por um periodo de
adaptacao dos microorganismos ao segundo substrato.

Diversos modelos estruturados tém sugerido diferentes perspectivas de como
0s microorganismos utilizam de maneira 6tima suas fontes de energia, e séo
desenvolvidos a fim de avaliar os mecanismos de regulagao interna envolvidos no
crescimento microbiano em sistemas com multiplos substratos. Desde 1982
diferentes modelos cibernéticos tém sido apresentados na literatura (KOMPALA et
al., 1984; KOMPALA et al., 1986; TURNER & RAMKRISHNA, 1988; RAMKRISHNA
et al., 1996; NARANG, 1997; JONES & KOMPALA, 1999; HAMILTON et al., 2005;
NARANG, 2006). Estes modelos cibernéticos avaliam a regulagdo genética de tais
sistemas, especialmente sistemas que apresentam crescimento diauxico,
considerando os microorganismos como “optimal strategists”. Além disso, tais
modelos cibernéticos também tém sido desenvolvidos para simular a fase de
adaptacdo diduxico (LIU et al., 1998; BRANDT et al., 2004; CASASUS et al., 2005;
HAMILTON et al., 2005). O trabalho de Patnaik (2000) apresenta uma revisao do
desenvolvimento da modelagem cibernética.

KOMPALA et al. (1984) desenvolveram um modelo cibernético para o
crescimento de uma populacdo microbiana em multiplos substratos. O modelo,
baseado em equacdes de balanco para a enzima chave, substratos e biomassa, foi
capaz de simular o crescimento diauxico, sugerindo que 0s microorganismos
maximizam suas taxas de crescimento total a cada instante. A enzima chave é a
enzima responsavel pela utilizagdo do substrato preterido e quando esta enzima nao
€ sintetizada significa que a informagdo da sequéncia de aminoacidos que formam
esta enzima ndo pode ser lida em nivel molecular e entdo, tem-se a repressao
catabdlica. No entanto, o modelo apresentado pelos autores possui algumas
limitagdes, as quais puderam ser anuladas (KOMPALA et al., 1986) em trabalhos
subsequentes.

TURNER & RAMKRISHNA (1988) utilizaram o modelo cibernético de

KOMPALA et al. (1984) de maneira modificada, para simular o crescimento de
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microorganismos na presencga de dois substratos (glucose e xilose). Os autores
observaram que, ap6s um momento inicial transiente, apenas um unico estagio
estacionario foi atingido. Entdo, a modificacdo foi feita pela incorporagdo, na
expressao da taxa da enzima chave, de um termo de contribuicido de inducio para a
sintese da enzima e outro termo de contribuicdo constitutiva. Desta forma, a
simulagdo mostrou a presenca de duas fases estacionarias na concentracao celular.
Isto aconteceu devido a presenca de um numero suficiente de enzimas, devido a
incorporagdo do termo de contribuigdo constitutiva, para consumir o substrato
adicional e com isto o novo estagio estacionario foi estabelecido.

CASASUS et al. (2005) desenvolveram um modelo para simular o
crescimento diauxico de bactéria desnitrificante. Os processos incluidos no modelo
sdo: o crescimento aerdbico de biomassa heterotrofica; o crescimento anaerdbio de
biomassa heterotréfica; a deterioracdo de biomassa; a taxa de sintese da enzima
oxigenase (associada com crescimento aerdbio); a taxa de sintese da enzima
reductase (associada com crescimento anaerobio); e a deterioracdo das enzimas
oxigenase e reductase. O modelo apresentou o surgimento de duas fases de
crescimento exponencial separados por uma fase de adaptacdo. A diferenga, neste
caso, foi o emprego da modelagem de crescimento diduxico na presenga de duas
condicbes diferentes de operacdo no mesmo sistema, uma aerdbica e outra
anaerobica.

O trabalho de NARANG (2006) solidifica todas as definicbes apresentadas
sobre crescimento diauxico e efeitos do mecanismo de repressao catabdlica. O autor
define a fase de adaptacao diauxico como sendo o tempo necessario as células para
configurar as enzimas periféricas a niveis suficientemente altos para o substrato em
excesso e, apos esta fase, havera o consumo deste substrato. Segundo NARANG
(2006), o fenbmeno de crescimento microbiano em multiplos substratos € um
exemplo de mecanismos pelos quais as expressdes de genes sao controladas.

Além da presenca de substratos concorrentes, também se deve considerar o
efeito de intermediarios metabdlicos produzidos, os quais podem prejudicar a
biodegradagao dos contaminantes. Os subprodutos metabdlicos podem ser toxicos
aos microorganismos ou podem ser degradados preferencialmente aos
contaminantes. Avaliar a relacdo entre o acumulo de subprodutos metabdlicos e a
cinética de biodegradagdo é muito importante para o melhor entendimento do

processo. WANG & LOH (1999) desenvolveram e aplicaram com sucesso um

34



Capitulo 3 — Revisdo da Literatura

modelo incorporando o efeito de intermediarios metabdlicos na degradacao do fenol,
utilizando cultura pura. Recentemente, NUHOGLU & YALCIN (2005) adaptaram e
aplicaram satisfatoriamente o modelo de WANG & LOH (1999) na degradagéo do
fenol, utilizando mistura de culturas, mostrando que em concentragcdes de fenol
maiores do que 100 mg L”, o modelo de Andrews ndo se ajustou aos dados
experimentais.

Logo, a pesquisa na area da modelagem dos fenédmenos de controle e
regulacéo interna de utilizagdo de multiplos substratos € uma tentativa de incorporar
o conhecimento sobre caminhos metabdlicos aos balangos de componentes
mensuraveis no nivel da populagado. Os primeiros modelos nao-estruturados, como o
modelo de Monod, sdo tentativas de descrever a fisiologia microbiana no nivel da
populacdo, quando o substrato € limitante. No ambiente em que existem misturas de
varios substratos € fundamental compreender como ocorre a regulagéo génica e a
adaptacdo dos microorganismos, as quais promovem uma sequéncia de utilizagao
preferencial dos substratos.

Portanto, o mais importante é saber como unificar os processos no nivel
molecular (controle interno) com processos no nivel da populagao (fisiologia
microbiana). Para isso, o futuro da area da modelagem e desenvolvimento de
modelos estruturados depende de métodos analiticos disponiveis para determinar os
intermediarios metabdlicos e a atividade enzimatica envolvidos nos caminhos
metabdlicos do processo de biodegradacdo. Todas estas informagdes devem ser
conhecidas para, entdo, serem utilizadas na otimizagao e controle de processos de
biodegradagao de compostos toxicos utilizando modelos estruturados.

Embora o crescimento microbiano em mistura de substratos BTEX, e outros
compostos toxicos, seja comumente encontrado na literatura, a modelagem
matematica da cinética ainda se encontra limitada, se comparada aos modelos
cinéticos de um unico substrato. Como exemplos, os trabalhos de DEEB &
ALVAREZ-COHEN (1999) e HAMED et al. (2003), citados anteriormente, n&o
apresentaram a modelagem cinética do processo. Os autores mostraram o estudo
da biodegradacgao de compostos téxicos, focando nas interagdes entre os substratos
e na habilidade dos microorganismos durante a biotransformagao de tais compostos.

Assim, o presente trabalho vem contribuir com os avangos na area da
modelagem de processos de biodegradagao, pois tem por objetivo a avaliagéo de

modelos cinéticos de crescimento microbiano que representem adequadamente os
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processos de biodegradacado dos compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e

xileno) e BTF (benzeno, tolueno e fenol), individualmente e em misturas.

3.1.1. Microorganismos utilizados na biodegradacao de compostos toxicos

A habilidade de alguns microorganismos em utilizar compostos BTEX, como
unica fonte de carbono, foi estabelecida em 1908 quando STORMER isolou a
bactéria Bacillus hexavarbovorum e verificou sua capacidade de crescer
aerobicamente em tolueno e xileno (GIBSON & SUBRAMANIAN, 1984 apud
ALVAREZ & HUNT, 2002). A capacidade de bactérias do solo metabolizar
compostos aromaticos sob condi¢gdes aerdbicas foi demonstrada em 1928 por GRAY
& THORNTON, os quais relataram que em 146 das 245 amostras de solo
contaminado, as bactérias foram capazes de metabolizar naftaleno, fenol e cresol.

Segundo DEL ‘ARCO (1999), produtos importados, constituidos por
microorganismos liofilizados tém sido utilizados no Brasil para solucionar problemas
causados por derramamentos de petrdleo e derivados, com uma eficiéncia nem
sempre satisfatoria. A falta de especificidade destes microorganismos e a auséncia
de adaptacéao a fatores como temperatura, nutrientes e microbiota, sao as causas da
ineficiéncia. Logo, existe a necessidade de obter culturas microbianas capazes de
degradar compostos téxicos, sob condigdes fisico-quimicas e bioldgicas especificas,
implementando processos que minimizem os impactos provocados pelos mesmos.

Inimeros microorganismos séo citados na literatura como sendo capazes de
utilizar hidrocarbonetos aromaticos em seu metabolismo. A maioria é constituida por
bactérias (DOURADO, 1998; NOCENTINI et al., 2000; SRACEK et al., 2001;
MEYSAMI & BAHERI, 2003; NICHOLSON & FATHEPURE, 2004; SHINODA et al.,
2004; SHIM et al., 2005), havendo, também, actinomicetos, fungos e leveduras
(YADAV & REDDY, 1993; MARTIRANI et al, 1996; MATHEUS, 1997;
KOTTERMAN, 1998; GARCIA et al., 2000; PRENAFETA-BOLDU et al., 2002;
SANTOS & LINARDI, 2004; RODRIGUES, 2006).

3.1.1.1. Utilizagao de cultura pura

Inimeras culturas bacterianas puras tém sido relatadas por crescerem
aerobicamente em compostos BTEX, como unica fonte de carbono, incluindo

géneros Acinetobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Burkholderia,
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Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Norcardia,
Pseudomonas, Rhodococcus, Ralstonia, dentre outros. Estudos recentes também
tém mostrado a habilidade de culturas puras, conhecidas como UC1 e PM1, ambos
pertencentes ao grupo (B-proteobacteria, em utilizar compostos toxicos como BTEX,
MTBE e TBA (DEEB et al., 2001; PRUDEN, 2002).

O género Acinetobacter esta amplamente citado na literatura como potencial
assimilador de hidrocarbonetos de petréleo (CHAINEAU, et al., 1999; GALLEGO et
al., 2001). DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999) apresentaram a habilidade de
Rhodococcus rhodochrous na biodegradagdo dos seis compostos BTEX.
Posteriormente, DEEB & ALVAREZ-COHEN (2000) isolaram Rhodococcus sp. RR1
e RR2 a partir de uma mistura de culturas, e as utilizaram na biodegradagédo dos
compostos BTEX, observando a mineralizacdo de cinco dos seis compostos BTEX
em um amplo intervalo de concentragbes. Mais adiante, JUNG & PARK (2004)
mostraram a capacidade de Rhodococcus pyridinovorans PYJ-1 em degradar
misturas de benzeno, tolueno e m-xileno, bem como os compostos individuais.

GUSMAO (2005) identificou a presenca de diferentes microorganismos,
envolvidos com o processo de remocao do BTEX, presentes em biofilme em reator
anaerobico horizontal de leito fixo, entre os quais estdo membros do género
Paracoccus, Bacteroides e Pseudomonas. Os membros do género Pseudomonas
sdo caracterizados por degradar centenas de compostos organicos diferentes, como
hidrocarbonetos de petréleo, pesticidas, inseticidas, herbicidas e plasticos. A
habilidade de espécies Pseudomonas na biodegradacdo dos compostos BTEX é
bastante conhecida (CAVALCA et al., 2000; REARDON et al., 2000; REARDON et
al., 2002; HAMED et al., 2003; SHIM et al., 2005). Duas espécies de Pseudomonas
redutoras de nitrato (Pseudomonas sp. BS2201 e BS2203), isolados de um solo
contaminado por petréleo, também foram capazes de degradar os hidrocarbonetos
(GRISHCHENKOQV et al., 2000). Além disso, diferentes espécies de Pseudomonas,
tais como aeruginosa, oleovorans, boropolis, putida, foram utilizadas na investigagéo
da cinética de crescimento microbiano em presenca de BTEX (REARDON et al.,
2002; ALAGAPPAN & COWAN, 2004; ABUHAMED et al., 2004), nas interagdes
entre os substratos BTEX (HAMED et al., 2003; LIN et al., 2007) e em estudos sobre
a dindmica da comunidade microbiana na presenca de BTEX (SHIM & YANG, 1999).

Particularmente, Pseudomonas putida F1 € capaz de crescer em tolueno,

benzeno, fenol, etilbenzeno e outros aromaticos, como uUnica fonte de carbono e
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energia (REARDON et al., 2000, ABUHAMED et al. 2004; SHIM et al. 2005), e
igualmente a outras Pseudomonas, muitas de suas enzimas induziveis s&o nao
especificas, permitindo uma utilizagdo simultdnea de varios substratos similares,
sem excesso de codificacdo genética. Além disso, seus caminhos metabdlicos
possuem um elevado grau de convergéncia, possibilitando uma eficiente utilizagao
de um grande intervalo de substratos.

Contudo, culturas puras ndo podem utilizar, simultaneamente e
eficientemente, todos os compostos BTEX, além de outros compostos como o MTBE
(UTKIN et al., 1992; PAJE & COUPERWHITE, 1996; DEEB & ALVAREZ-COHEN,
2001). A grande motivacdo de pesquisadores envolvidos em estudos de
biodegradagdo é a busca por microorganismos versateis capazes de degradarem,
de maneira eficiente, uma grande variedade de poluentes a baixo custo operacional.
Esforcos relativos a modificagdo genética de bactérias (BERTONI et al., 1996;
APPLEGATE et al.,, 1998) tém sido desenvolvidos a fim de encontrarem
microorganismos que incorporem caminhos metabdlicos para mineralizar todos os
seis compostos BTEX e suas misturas. A completa mineralizacdo da mistura dos
compostos BTpX por P. putida €& possivel a partir modificacbes genéticas que
combinam os caminhos TOD e TOL (LEE et al., 1995a; LEE et al., 1995b; OH &
BARTHA, 1997).

Portanto, os avangos na engenharia genética tém proporcionado o
direcionamento dos caminhos metabdlicos, por meio do isolamento de genes de
diferentes microorganismos, com a finalidade de construir microorganismos
recombinantes capazes de codificar a degradagao de uma variedade de compostos

téxicos com grande eficiéncia.

3.1.1.2. Utilizagao de mistura de culturas

Tendo em vista que uma Unica espécie microbiana dificilmente sera capaz de
realizar a mineralizacdo de uma variedade de compostos toxicos, metabolizando
apenas fracdes restritas de substratos, a biodegradagdo de misturas complexas de
hidrocarbonetos torna-se mais efetiva quando envolve a acdo de culturas mistas
capazes de catabolizar uma variedade de reagoes.

O crescimento de microrganismos em cultura pura € substancialmente
diferente do crescimento em uma mistura de culturas, devido as diversas interacoes

existentes entre as espécies. Estas interagcbes podem intensificar (interagdes
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sinergéticas) ou inibir (interagdes antagdnicas) a proliferacdo dos microorganismos
(JO et al., 2007). Em processos fermentativos, as interacdes antagbnicas
representam um mecanismo de controle de microorganismos patogénicos. Ja em
processos de biodegradacao, as interagdes sinergéticas intensificam as taxas de
degradacao de compostos toxicos.

Quando uma associagcdo microbiana cresce em mistura de substratos,
qualquer um dos substratos pode ser utilizado como fonte de carbono e energia, e
portanto, varios caminhos metabdlicos podem ser observados.

DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999, 2000) conduziram experimentos para
testar a biodegradacdo dos compostos BTEX utilizando-se uma associagao
microbiana originaria de um aquifero contaminado por gasolina, no qual
Rhodococcus sp. foi identificada como uma das culturas presentes no meio.

SHIM & YANG (1999) e SHIM et al. (2002) verificaram a biodegradagao dos
compostos BTEX por uma mistura de Pseudomonas putida e Pseudomonas
fluorescens em um biorreator com leito de fibras. Esta mistura também foi utilizada
por SHIM et al. (2005) com o objetivo de estudar a cinética de biodegradagao dos
compostos BTEX em condigdes aerdbicas, utilizando-se peréxido de hidrogénio, e
em condigdes anaerobicas com a utilizagao de nitrato.

REARDON et al. (2002) investigaram a habilidade da mistura de cultura P.
putida F1 e Burkholderia sp. J150 em degradar os hidrocarbonetos aromaticos,
benzeno, tolueno e fenol, individualmente e em mistura binaria. Os autores
concluiram que interagdes entre as duas espécies tiveram um impacto significativo
na cinética de degradagéo dos substratos.

Recentemente, HEKMAT et al. (2006) desenvolveram uma modelagem
matematica para representar a biodegradagdo de compostos orgéanicos volateis,
utilizando multiplos substratos e multiplas espécies, no qual proto-cooperagao e
competigao foram identificados como interagdes entre as espécies.

Outros exemplos de interacbes metabdlicas entre as espécies de uma
associagdo microbiana sao apresentados por MOQLLER et al. (1998) e
CHRISTENSEN et al. (2002). Estes trabalhos mostram que os processos de
biodegradagdo com multiplas espécies representam sistemas dinamicos bastante

complexos e, portanto, seu entendimento € limitado.
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3.1.2. Metabolismo aerdbico e anaerébico dos compostos BTEX

Os microorganismos utilizam os elétrons aceptores de acordo com principios
termodinamicos. Quanto maior a energia livre de Gibbs liberada na reagdo, maior
sera a eficiéncia da populacdo microbiana em catalisar a reagao. Na Tabela 3.1 sdo
apresentadas as reagdes redox envolvidas na degradacédo dos compostos BTEX.

Segundo CHRISTENSEN et al. (2000), termodinamicamente a preferéncia
dos microorganismos pelos elétrons aceptores segue a seguinte ordem: oxigénio,
nitrato, manganés, ferro e sulfato.

Em processos anaerdbicos, a bioquimica e a microbiologia mostram-se mais
complexas do que em processos aerobicos, devido a grande variedade de rotas
metabdlicas disponiveis (WIDDEL & RABUS, 2001; SHINODA et al., 2004). A
degradagdo da matéria organica até metano e diéxido de carbono, envolve uma
cadeia sequencial de caminhos metabdlicos, e requer acdo combinada e
coordenada de diferentes grupos de bactérias anaerdbias.

Até 1984, acreditava-se que a biodegradacdo de compostos aromaticos n&o
era possivel na auséncia de oxigénio molecular. Posteriormente, varios estudos
demonstraram a capacidade de culturas em utilizar anaerobicamente os compostos
BTEX, sob condigdes desnitrificantes, manganés-reducédo, ferro-reducao, sulfato-
reducdo e condicbes metanogénicas (HUTCHINS et al.,, 1991; HOLLIGER &
ZEHNDER, 1996; LOVLEY, 1997; NALES et al., 1998; PHELPS & YOUNG, 1999;
HEIDER et al., 1999; GRISHCHENKOV et al., 2000; WIDDEL & RABUS, 2001;
NAKAGAWA et al., 2002; VILLATORO-MONZON et al., 2003; HEIDRICH et al.,
2004; MALIYEKKAL et al., 2004; GUSMAO et al., 2006; deNARDI et al., 2007).

Evidéncias da biodegradagao anaerdbica do benzeno tém sido relatadas em
condigdes metanogénicas (WEINER & LOVLEY, 1998), sulfato-redugao (PHELPS et
al. 1998; ANDERSON & LOVLEY, 2000), ferro-redugao (LOVLEY et al., 1996;
ROONEY-VARGA et al., 1999) e nitrato-redugdo (BURLAND & EDWARDS, 1999).

Entretanto, algumas investigagdes também tém considerado o benzeno um
composto recalcitrante em condi¢gdes anaerdbicas (COLBERG & YOUNG, 1995).
Este comportamento geralmente € explicado devido a estabilizacdo das ligacdes
carbono-carbono e a estrutura simétrica do anel que tornam o benzeno altamente

resistente a quebra, além de outros fatores.

40



Capitulo 3 — Revisdo da Literatura

Tabela 3. 1 — Reagdes redox envolvidas na degradagcao dos compostos BTEX
associadas a energia livre de Gibbs

Reagdes redox AG® (kJ mol™)
Benzeno
C,H,+750,+3H,0 > 6H" +6HCO, -3066
C,H, +6NO, —» 6HCO; +3N, -3002
C Hg +30FeOOH +54H" — 42H,0 +6HCO; +30Fe*" -1370
C H, +3,754S07 +3H,0 — 2,25H" + 6 HCO; +3,75HS" -105
Tolueno
C,Hy;+90,+3H,0 > TH" + THCO, -3670
C,Hy+72NO; +0,2H" — 0,6 H,0+7HCO, +3,6N, -3593
C,H, +36FeOOH +65H" — 51H,0 + THCO; +36Fe” -1635
C,Hg + 45507 +3H,0 — 25H" +THCO, +4,5HS~ -118
Etilbenzeno/Xilenos
CyH,, +10,50, +3H,0 - 8H " +8HCO, -4291/-4307
CyH,, +84NO; +0,4H" —-1,2H,0+8HCO; +4,2N, -4201/-4217
CyHy, +42FeOOH + 76 H* — 60H,0 +8HCO; + 42Fe*" -1917/-1933
CyH,, +5,2550; +3H,0 — 2,75H" +8HCO; +5,25HS " -146/-162

Fonte: ROYCHOUDHURY & MERRETT (2006)

O tolueno é o composto mais relatado a degradar sob condigbes anaerdbicas
(ALVAREZ & VOGEL, 1995; HEIDER et al, 1999; SHINODA et al., 2004).
Recentemente, Shinoda et al. (2004) identificaram a Thauera sp. DNT-1 como uma
espécie degradadora do tolueno sob ambas as condi¢gdes aerdbicas e anaerobicas.

A biodegradagéao do etilbenzeno sob condi¢bes anaerdbicas também tem sido
apresentada (RABUS & WIDDEL, 1995; BALL et al., 1996; VERMACE et al., 1996).

HUTCHINS (1993) mostrou que o-xileno, presente como a unica fonte de
carbono foi recalcitrante. Entretanto, uma vez que se adicionou tolueno, o-xileno foi
entdo biodegradado, e os autores concluiram que possivelmente o-xileno seja

utilizado por meio de mecanismos cometabdlicos.

3.1.3. Caminhos metabdlicos

Os caminhos metabdlicos bacterianos dos compostos BTEX e de outros
compostos aromaticos podem ser divididos em duas categorias principais: caminhos
metabdlicos periféricos e centrais. Os caminhos periféricos transformam um

composto original em um composto comum a muitos caminhos metabdlicos. Como
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exemplos tem-se a formacado do catecol durante a biodegradacdo aerdbica, e a
producdo de benzoil-CoA, durante a biodegradacdo anaerdbica de compostos
aromaticos (HARWOOD & GIBSON, 1997). Estes sdo chamados de metabdlitos
centrais, e sdo, por sua vez, metabolizados por enzimas de caminhos centrais,
sendo utilizado como subproduto de crescimento, resultando em intermediarios
durante a reacgao. Por fim, estes intermediarios sofrem a quebra do anel, por meio do
ciclo de Krebs, para formar compostos tais como, o acido piruvico, acetaldeido,
acido succinico e acetil CoA.

A acao das enzimas oxigenase consiste na primeira etapa da respiragao
aerobica e promove a introdugdo do oxigénio na molécula de hidrocarboneto. Os
compostos aromaticos sao convertidos em dihidroxi-aromaticos, tais como: catecol,
gentisate e protocatechuate. O catecol € o intermediario mais comumente formado
durante a degradacgado de hidrocarbonetos aromaticos, e pode ser completamente
degradado pela clivagem do anel aromatico, por meio da via meta ou via orto
(FARRELL & QUILTY, 1999). A via orto (B-cetoadipato), apresentada na Figura 3.1,
envolve a quebra de ligagdo entre os atomos de carbono ligados aos grupos
hidroxila do catecol, por meio da enzima catecol 1,2-dioxigenase, levando a
formagao de cis-muconato, e subsequentemente acetil-CoA e succinato. Por outro
lado, catecois clivados pela via meta (a-cetoadipato) sofrem a quebra de ligagao
entre o atomo de carbono adjacente ao grupo hidroxila, através da enzima catecol
2,3-dioxigenase (HENDRICKX et al.,, 2006), formando semialdeido 2-
hidroximucénico (2HMS) e, posteriormente, piruvato e acetaldeido, como pode ser

visto na Figura 3.2.

acetil-CoA succinato
COOH COOH _ CO-SCoA —> -
@ COOH O\<>COOH COOH (|P HZCI:_COO
CH3 C SCoA Hzc_COO"
catecol  acido cis-cis-muconico B-cetoadipato B-cetoadipil-CoA

Figura 3. 1 — Esquema da clivagem do catecol via orto.

acetaldeido piruvato

OOH CH
TR =
/ OH CH;CH CH5CCOO®

H (0]

2-oxo-4-pentenoato  4-hidroxi-2-oxavalerante

catecol . .
semialdeido

2-hidroximucdnico

Figura 3. 2 — Esquema da clivagem do catecol via meta.
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Qualquer uma das cinco rotas metabdlicas primarias (TOD, TOL, TOM, TBU e
TMO) caracterizadas até o presente momento, pode ser utilizada para a degradagéo
de no minimo trés dos compostos BTEX (ZYLSTRA, 1994 apud BIELEFELDT &
STENSEL, 1999a), por uma variedade de bactérias aerdbicas. Pseudomonas putida
F1 possui o gene TOD e ataca o anel aromatico utilizando a enzima tolueno
dioxigenase. Burkholderia cepacia G4 possui o gene TOM que codifica a enzima
tolueno 2-mono-oxigenase. Pseudomonas picketti PKO1 possui o gene TBU que
codifica a enzima tolueno 3-mono-oxigenase. Pseudomonas mendocina KR1
apresenta o gene TMO que expressa a enzima tolueno 4-mono-oxigenase.
Pseudomonas putida mt-2 possui o plasmideo TOL responsavel pelo ataque do
grupo metil de aromaticos. A Tabela 3.2 apresenta as rotas metabdlicas envolvidas
na biodegradagdo dos compostos BTEX, por meio de bactérias aerdbicas, as quais
podem ser visualizadas com maiores detalhes, em anexos, nas llustracbes 1 a 7.

CAVALCA et al. (2000), em estudos conduzidos para selecionar bactérias
degradadoras de compostos aromaticos, caracterizaram nas cepas a presenga de
genes que codificam as enzimas tolueno-dioxigenase, xileno-mono-oxigenase e
catecol 2,3-dioxigenase. Quinze das cinquenta cepas isoladas foram identificadas
como P. putida, P. aureofaciens, P. aeruginosa e Alcaligenes xilosoxidans. Estas
espécies foram crescidas em varios hidrocarbonetos aromaticos, dentre os quais
estdo os compostos BTEX. O benzeno, m-xileno e p-xileno foram utilizados por
53,3% das quinze espécies, seguida pelo etilbbenzeno com utilizacédo de 66,7%.
Todas as quinze espécies foram capazes de utilizar o tolueno, e nenhuma cresceu
no o-xileno. O caminho TOL foi detectado quando a utilizagdo dos substratos ocorre
com P. putida e A. xilosoxidans, enquanto o caminho TOD foi encontrado com P.
aureofaciens, A. xilosoxidans e P. putida. O crescimento da P. putida CM23 no
benzeno, tolueno e m-p-xileno sugeriu a presenga das rotas metabdlicas TOD e
TOL, os quais se referem ao ataque dioxigenase (ZYLSTRA & GIBSON, 1989 apud
REARDON et al., 2000) e mono-oxigenase (KAHNG et al., 2001) do anel aromatico,
respectivamente.

Por outro lado, os mecanismos anaerdbicos de utilizagdo de hidrocarbonetos
tém sido completamente diferentes das reacbes de oxigenase. Segundo WIDDEL &
RABUS (2001) o mecanismo de reacdo inicial da degradacédo do benzeno na

auséncia de oxigénio molecular é desconhecida.
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Varios caminhos de transformacao anaerdbica tém sido relatados para o
tolueno, incluindo a oxidagdo do grupo metila com a formagao de acido benzdico;
carboxilagdo do anel aromatico formando acido toluico; hidroxilagdo do grupo metila
formando alcool benzilico e para-hidroxilagao do anel aromatico formando p-cresol
(COLBERG & YOUNG, 1995). Frequentemente, a biodegradacao anaerdbica do
tolueno ocorre pela adicdo do fumarato ao grupo metila (KANE et al., 2002), até a
formacédo do subproduto benzoil-CoA. Este caminho metabdlico foi primeiramente
elucidado utilizando Azoarcus sp. T (BELLER & SPORMANN, 1998) e Thauera
aromatica (BIEGERT et al., 1996), e pode ser visualizado em Anexos, llustragao 8.
Inicialmente, fumarato € adicionada ao grupo metil, catalizada pela enzima
benzilsuccinato sintase, resultando em benzilsuccinato, o qual é convertido em
fenilitaconil-CoA, sendo ambos identificados como intermediarios. Maiores detalhes
sao revisados em SPORMANN & WIDDEL (2001).

SHINODA et al. (2004) concluiram que Thauera sp. DNT-1 utiliza o tolueno
por meio de ambas as enzimas, tolueno dioxigenase (caminho metabdlico aerdbico-
TOD) e benzilsuccinato sintase (caminho metabdlico anaerdbico). Ambos sé&o
apresentados no Anexo, Figuras 8.3 e 8.8, respectivamente.

A biodegradacao anaerdbica do etilbenzeno sob condigdes desnitrificantes foi
demonstrada para culturas bacterianas puras por RABUS & WIDDEL (1995) e BALL
et al. (1996), utilizando bactérias desnitrificantes Azoarcus sp. strain EBN1 e EB1,
respectivamente, ambas pertencentes ao grupo B-Proteobacteria. O processo pode
ser visualizado em Anexos, llustracdo 9, sendo iniciado por desidrogenacdo do
etilbenzeno até 1-fenil-etanol, e pela subsequente conversdo até benzoil-CoA, que
consiste no intermediario central na degradagcdo anaerdbica de uma variedade de
hidrocarbonetos aromaticos. Como intermediarios foram identificados o 1-fenil-
etanol, acetofenona, benzoil-CoA e acetil-CoA.

Poucas culturas puras sdo capazes de metabolizar anaerobicamente os
isémeros do xileno (RABUS & WIDDEL, 1995; HARMS et al. 1999), e os caminhos
anaerobicos, envolvidos na degradagao, ainda ndo sdo bem conhecidos e estédo
sendo avaliados. Recentemente, MORASCH et al. (2004) apresentaram a primeira
bactéria anaerobica, membro do género Desulfotomaculum, capaz de degradar

ambos os isdbmeros orto-meta-xileno.
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3.2. Mecanismos de Regulagao Génica

Algumas enzimas, como aquelas que participam de caminhos metabdlicos
centrais, sdo sempre produzidas independentemente das condicbes ambientais,
sendo conhecidas como enzimas constitutivas. A indugcdo de enzimas degradativas
envolve a ativagao de regides especificas do genoma bacteriano, conforme a teoria
operon lac de Jacob-Monod. As enzimas que iniciam a utilizagdo dos compostos
BTEX sao geralmente induziveis. Tais enzimas somente sdo produzidas quando um
indutor, como por exemplo, o tolueno, esta presente em uma concentracdo mais
elevada do que a concentragdo inicial minima para a indugdo (LINKFIELD et al.,
1989 apud ALVAREZ & HUNT, 2002). Geralmente, esta concentrag&o inicial € muito
baixa, na ordem de alguns microgramas por litro (ROBERTSON & BUTTON, 1987
apud ALVAREZ & HUNT, 2002).

O tolueno € geralmente um bom indutor de enzimas oxigenase e a sua
presenga tem sido relatada por intensificar a biodegradagao do benzeno, etilbenzeno
e isdmeros do xileno (ARVIN et al., 1989; ALVAREZ & VOGEL, 1991; GULENSOY &
ALVAREZ, 1999), apesar de outros estudos mostrarem que o tolueno pode inibir a
biodegradagao do benzeno e fenol (OH et al., 1994, ROGERS & REARDON 2000;
HAMED et al., 2003; ABUHAMED et al., 2004).

Regular os tipos e quantidades de compostos que serdo sintetizados é muito
efetivo para a otimizacdo do crescimento de uma populacdo microbiana. A
expressao de genes que nao estavam se manifestando resulta sintese de enzimas,
até entdo ausentes. A presenga de novas enzimas significa a ocorréncia de novas
reacdes quimicas, e portanto alteragdes no metabolismo celular, permitem a célula
sintetizar novas moléculas organicas ou utilizar outras fontes de nutrientes,
mantendo sua sobrevivéncia dentro das condi¢des ambientais a que esta submetida.

Segundo BRANDT et al. (2004), este fenbmeno, denominado adaptagao
fisiologica, envolve a sintese de enzimas especificamente necessarias para a
adaptacdo a uma determinada condigdo ambiental, e consequentemente envolve a
expressao de genes especificos.

A expressao génica, por sua vez, € controlada pelos mecanismos de
regulagdo génica, os quais podem afetar qualquer passo da expressdo génica,

incluindo o inicio ou término da transcricdo, a traducédo ou a atividade dos produtos
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génicos. A indugdo da expressao génica, a repressiao da expressiao génica e a
repressao catabolica sao as trés categorias de regulagao génica.

Segundo a teoria do operon lac de Jacob-Monod (JACOB & MONOD, 1961
apud NARANG, 2006), na auséncia de um indutor, o gene regulador codifica uma
molécula repressora que se liga ao gene operador. Assim, 0 gene responsavel pela
codificacdo da sintese de enzimas induziveis permanece reprimido. A presenca de
um substrato indutor converte a molécula repressora a uma forma inativa incapaz de
se ligar ao gene operador, liberando a sintese da respectiva enzima. Desta forma, a
indugao da expressdo de um ou mais genes resulta sintese de enzimas em resposta
a presenca, no meio, de um substrato para uma determinada via catabdlica. Este
mecanismo pode ser visualizado na Figura 3.3. Por outro lado, a repressao da
expressao génica bloqueia a sintese de uma ou mais enzimas, atuando em uma via
biossintética, porque o produto da atividade enzimatica atingiu uma concentragao
ideal ou limitante na célula. Dentro dessas duas categorias de regulagdo génica,
existem varios mecanismos reguladores que vao determinar se um produto génico

em particular sera ou nao sintetizado.

AUSENCIA DE INDUTOR
Gene regulador Gene promotor ~ Gene operador  Gene estrutural
R P o E DNA
l RNA
Repressor m polimerase
PRESENCA DE INDUTOR
R P o E DNA
I ASA N
RNA transcrigéo
Repressor m polimerase
TN N R\A

Indutor, :; l
— tradugdo
@ Forma inativa
& Enzima

Figura 3. 3 — Esquema do mecanismo de repressao catabdlica.
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Tabela 3. 2 — Caminhos metabdlicos caracterizados por microorganismos aerobicos degradadores dos compostos BTEX

Substrato Microorganismo Enzima Caminho Subproduto Metabolito Referéncia
metabdlico Intermediario Central
B P. putida F1 tolueno dioxigenase TOD benzeno cis-dihidrodiol catecol GIBSON et al. (1968)
apud LOVANH et al. (2002)
T Burkholderia cepacia G4 tolueno 2 mono-oxigenase TOM o-cresol 3 metilcatecol NEWMAN & WACKETT (1995)
T P. pickettii PKO1 tolueno 3 mono-oxigenase TBU m-cresol 3 metilcatecol ~KUKOR & OLSEN (1991); OLSEN et al.

(1994); BYME et al. (1995)

T P. mendocina KR1 tolueno 4 mono-oxigenase TMO p-cresol 4-hidroxibenzoato WHITED & GIBSON (1991);
YEN et al. (1991)

ZYLSTRA & GIBSON (1989)
apud CAVALCA et al. (2000)

T P. putida F1 tolueno dioxigenase TOD tolueno cis-dihidrodiol 3 metilcatecol

WILLIAMS & MURRAY (1974)
T P.putida mt-2 tolueno mono-oxigenase TOL benzil alcool benzoato apud LOVANH et al. (2002);
BURLAGE et al. (1989)
apud HENDRICHX et al. (2006)

E P.sp NCIB naftaleno dioxigenase estireno ou
2-hidroxiacetofenona

LEE & GIBSON (1996)

E P. sp NCIB etilbenzeno dioxigenase cis 2-3, dihidroxi 3 etilcatecol
2,3 dihidroetilbenzeno
0-X Burkholderia cepacia MB2  xileno mono-oxigenase TOL o-metil-benzil alcool 3 metilcatecol JORGENSEN et al. (1995)
m-X P. putida mt-2 xileno mono-oxigenase TOL m-metil-benzil alcool 3 metilcatecol DAVEY & GIBSON (1974)
apud JO et al. (2007)
p-X P. putida xileno mono-oxigenase TOL p-metil-benzil alcool 4 metilcatecol DUETZ et al. (1998)
o-p-X P. putida PPO1 tolueno dioxigenase TOD 3-6-dimetilcatecol GIBSON et al. (1974) apud TSAO et al.

(1998); TSAO et al. (1998)
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Capitulo 4

41. Principio da Andlise de Sistema no Desenvolvimento de Processos

Biotecnolégicos Sofisticados

A revisdo da literatura mostra que o desenvolvimento de processos
biotecnolégicos ndo € uma tarefa facil, pois muitos processos fisico-quimicos e
bioquimicos estdo envolvidos. Obviamente, o estudo de sistemas biotecnoloégicos
tdo sofisticados, em escala real, ndo é possivel. Assim, KAFFAROQOV et al. (1985)
sugerem que o conhecimento sobre o desempenho e projeto de biorreatores podem
ser sumarizados utilizando um principio de decomposi¢do de analise de sistema,
que consiste na divisdo do sistema em subsistemas, os quais podem ser estudados
e modelados separadamente, e mais adiante, todos os conhecimentos avaliados a
partir dos subsistemas, sdo unificados para formar o modelo completo do biorreator.

Portanto, seguindo esta estratégia, a modelagem matematica completa de
biorreatores pode ser construida a partir de cinco niveis hierarquicos de

conhecimento, como apresentados na Figura 4.1.

\V/ Modelo completo do biorreator
v Modeloddel\';ransferéncia Modelo da Hidrodinamica Modelo gle grzimsferéncia
e Massa e Calor
11 9 Modelo de macro mistura Modelo de micro mistura[—
1 Modelo da Cinética

| Modelo de Crescimento Modelo de Consumo Modelo de Formagéo
da Biomassa do Substrato do Produto

Figura 4. 1 — Esquema do modelo completo matematico do biorreator.
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O primeiro nivel hierarquico € o estagio chave no desenvolvimento do
processo e requer experimentos cinéticos para obtencdo de informacdes sobre o
crescimento microbiano, utilizacdo de substratos, sintese da enzima chave e
formacao de produtos.

O segundo nivel hierarquico utiliza informagdes obtidas no primeiro nivel de
conhecimento para completar o modelo cinético. E importante lembrar que o modelo
cinético deve ser bastante realistico, representando apenas parametros chaves
mensuraveis envolvidos na referido processo.

O terceiro nivel hierarquico tem uma correlacao direta com processos fisicos
de distribuicdo gas e liquido no vaso do reator. Utilizando os principios analogos as
propriedades de mistura de sistema gas-liquido-solido é possivel modelar qualquer
desempenho de biorreator em funcado de efeitos de mistura e dindmica de fluidos e
produtividade total do biorreator em processos cinéticos microbianos.

O quarto nivel hierarquico combina processos de transferéncia de massa,
transferéncia de calor e hidrodinamica a partir de suas influéncias e relagcdes com a
cinética microbiana. Completando este nivel de conhecimento pode-se
desempenhar analises do sistema apenas por meio de simulagbées no computador
sem conduzir experimentos em escala real. A validacdo do modelo pode ser feita
apenas com o projeto de poucos experimentos em pontos criticos onde os
resultados das simulag¢des divergem significativamente de todo o experimento. Isto é
particularmente verdadeiro quando o desempenho de um novo biorreator é aplicado
com caracteristicas hidrodinamicas desconhecidas.

O quinto nivel hierarquico corresponde a etapa final no procedimento para o
desenvolvimento do modelo, no qual os conhecimentos de todos os cinco niveis sao
combinados para completar a modelagem matematica do biorreator. A validagao
deste nivel tem sido feita com base em experimentos em planta piloto ou escala
industrial, em que limitagbes a transferéncia de massa e distribuicdo do tempo de
residéncia sao responsaveis pela deformacado dos valores dos parametros cinéticos
e decréscimo da produtividade total do biorreator. Simulagdes com o modelo
matematico completo do biorreator economizam tempo e dinheiro e, além disso,
eliminam possiveis erros durante o desenvolvimento dos processos e projeto do
reator, resultando interpretagao final de sistemas biotecnoldgicos sofisticados.

Assim, a modelagem matematica e simulagdo de biorreatores tém como

principal objetivo prever o comportamento estacionario e dinamico do processo,
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possibilitando a determinagdo das condigdes operacionais otimas, representando
uma ferramenta moderna e poderosa no desenvolvimento de processos

biotecnoldgicos.

4.2. Modelos Cinéticos de Crescimento Microbiano

4.2.1. Classificagao dos modelos cinéticos

Os modelos cinéticos de processos biotecnoldgicos, em geral, podem ser
classificados, quanto ao numero de componentes usados na representagao celular,
em modelos ndo-estruturados e modelos estruturados. Os modelos ndo-estruturados
avaliam o comportamento cinético do processo, admitindo que o material celular seja
representado por uma unica variavel, e ndo existem variagbes de componentes
intracelulares. Ja os modelos estruturados permitem descrever o estado das células
com maiores detalhes, considerando os componentes intracelulares.

Quanto a heterogeneidade da populagdo microbiana, os modelos cinéticos
também sao classificados em duas categorias. Neste caso, existem os modelos nao-
segregados que admitem uma populagdo homogénea, nos quais todas as células
apresentam o mesmo comportamento; e os modelos segregados, que consideram
uma populagdo heterogénea, nos quais as células possuem distribuicdo de idade,

tamanho, dentre outras propriedades.

4.2.2. Taxa de crescimento especifico

A equacgdo cinética para um substrato “i” descreve a influéncia de sua
concentragdo e de outros compostos (inibidores ou ativadores) na taxa de

crescimento especifico x_ . A taxa de crescimento especifico pode ser afetada pela

presenca de inibidores no meio de cultura, como alguns substratos, intermediarios e
produtos formados.

A expressdo para a taxa de crescimento especifico é fungcdo do modelo
cinético, além do microorganismo. Quando a biodegradagao ocorre na presenga de
multiplos substratos, a taxa de crescimento especifico celular pode ser apresentada

por meio da forma aditiva (equacao 4.1) e da forma multiplicativa (equacgao 4.2):

SGR:Zn:ﬂxi (4.1)

i=1
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SGR=[] . (4.2)

i-1

Dentre os modelos cinéticos nao-estruturados tem-se o classico modelo de
MONOD (1942) apud REARDON et al. (2000), a partir do qual surgiram diversos
outros modelos que descrevem o consumo de substratos, formagao dos produtos e
crescimento da biomassa. Além disso, alguns também incorporam a influéncia de
componentes tais como, inibidores e ativadores. As Tabelas 4.1 e 4.2 apresentam
alguns modelos nao-estruturados para o crescimento celular em unico substrato e

multiplos substratos, respectivamente.
4.2.3. Modelos para unico substrato

4.2.3.1. Modelo de Monod

O trabalho fenomenologico mais importante sobre cinética de crescimento
microbiano foi desenvolvido em 1942 por MONOD. O modelo de Monod aplica-se
para a populacdo microbiana e representa caracteristicas cinéticas integrais da
biomassa. Este fato € crucial para entender a fisiologia microbiana no nivel da
populacdo e acelerou o desenvolvimento de outros modelos cinéticos, tais como
Tessier, Moser e Contois (BAILEY & OLLIS, 1986).

Monod admite que todos os componentes do meio de cultura, menos um,
estdo presentes em altas concentracbes balanceadas, tal que mudancas nestas
condigdes nao afetam significativamente a taxa de crescimento celular. Assim, um
simples componente torna-se limitante (substrato), e somente as variagdes na
concentracdo deste componente causariam alteragdes no comportamento do meio
de cultura.

A equacao de Monod, conforme a Tabela 4.1, relaciona a taxa de crescimento
em fungdo da concentragcdo do substrato. A constante de Monod Ks, denominada
constante de saturagao, representa o valor da concentracdo de substrato S no qual
a taxa de crescimento especifico € igual a metade do seu valor maximo, e indica

especialmente a afinidade do microorganismo ao substrato.
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Tabela 4. 1 — Modelos cinéticos nao-estruturados para unico substrato

Modelo Equacao Referéncia
Limitagéo e [ = Himix WU et al. (1988) apud
Inibig&o pelo Ks S LIMA et al. (2001)

substrato 1+ 5 + Xi
" = HopirS MONOD (1942) apud
" REARDON et al. (2000)
_ _ks TESSIER (1942) apud
Limitacéo pelo My = Hipx (1_ € ) BAILEY & OLLIS (1986)
bstrat
StbsTalo . S MOSER (1958) apud
M= g BAILEY & OLLIS (1986)
 HS CONTOIS (1959) apud
My K X+ S BAILEY & OLLIS (1986)
S
ﬂmde l+ T
K WEBB (1963) apud
He=— NUHOGLU & YALCIN (2005)
Ks+S+—
1
U = HnisS YANO et al. (1966) apud
* 52 S NUHOGLU & YALCIN (2005)
Ks+S+— | 1+—
Ki K
I u.S
Inibigao pelo =t ANDREWS (1968) apud
substrato ! S? REARDON et al. (2000)
Ks+S+—
Ki
-s
_ HiS (?) AIBA (1968) apud
= s € NUHOGLU & YALCIN (2005)
U = HnisS ‘ YANO & KOGA (1969) apud
* (S SHALABY (2003)
Ks+ S+ SZ()
T\ Ki

)

ﬂx :/ledx e —e

)

EDWARDS (1970) apud
NUHOGLU & YALCIN (2005)
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4.2.3.2. Modelo de Andrews

A inibicdo pelo substrato é freqientemente expressa pelo modelo de Andrews
(ANDREWS, 1968 apud REARDON et al., 2000), similar a equagao de Haldane para
cinética enzimatica. Conforme SHALABY (2003) o modelo de Andrews €& baseado na
taxa de crescimento especifico (ALLSOP et al.,, 1993), mas também pode ser
relatada para taxa de consumo especifico de substrato (SOKOL, 1988).

Uma equacgao bastante versatil para inibicao pelo substrato foi proposta por
YANO & KOGA (1969), como apresentada na Tabela 4.1. A equacdo de Yano &
Koga foi utilizada por SCHRODER et al. (1997) para descrever a degradagéo do
fenol por Burkholderia cepacia G4 em operagao continua, ajustando-se melhor aos
dados do que varias outras equagdes testadas. A equacédo de Andrews pode ser

obtida a partir da equagao de Yano & Koga quando j =1.

Dos varios modelos de inibicao pelo substrato, a equagado de Andrews tem
sido extensamente utilizada para descrever a biodegradagédo do fenol (KOTTURI et
al., 1991; SEKER et al., 1997; ABUHAMED et al., 2004; KUMAR et al., 2005;
NUHOGLU & YALCIN, 2005; JIANG et al., 2007).

4.2.4. Modelos para multiplos substratos

A modelagem matematica da cinética microbiana em multiplos substratos é
bastante complexa. Os microorganismos crescidos em multiplos substratos mostram
preferéncia por muitos dos compostos presentes no meio, favorecendo suas
biodegradagdes (PATNAIK, 2000) em detrimento da biodegradagdo dos compostos
preteridos. Varios fenbmenos devem ser considerados quando microorganismos
utilizam muitos substratos, tais como a repressao catabdlica, indugao e repressao
enzimatica, os quais promovem a utilizagdo sequencial ou simultdnea dos
substratos. A Tabela 4.2 apresenta alguns modelos n&o-estruturados adequados

para sistemas com multiplos substratos.
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Tabela 4. 2 — Modelos cinéticos nao-estruturados para multiplos substratos

Modelo Equacao Referéncia
U = Hnix 5155 MEGEE et al. (1972)
* (Ks, + S, (Ks, +S,) apud LIMA et al. (2001)
Limitagdo por multiplos (utilizacdo simultanea de S; e S,)
substratos

uo=| o+ HniaS1 | Hua2S2 Sy TSAO & HANSON (1975)
T Ks,+S, Ks,+S, | Ks,+S, ) apudLIMAetal. (2001)

(utilizagao simultanea de S; e S,)

Inibig&o U = Fin S
N&o-Competitiva ' Ks. A
g [KSI'JFS"JFS"[KI}FKJJ
' S S SEGEL (1975) apud
’ ’ REARDON et al. (2000)
Inibig&o = HminS
. i SS.
Acompetitiva [Ks,. LS+ iR J
S
Inibig&o Fonin i
M, = ’
Competitiva Ks.
P Ks, +8, +8 | YOON et al. (1977) apud
"\ Ks, REARDON et al. (2000)
SKIP /lea'x‘- Si
e = (Ks, + S, +Sj1ﬁ)
Limitag&o e Inibigdo por U, = iy Sy + x2S DUNN et al. (1992) apud
multiplos substratos Ks, + 8, Sf LIMA et al. (2001)
KS2 + SZ +?
1

(utilizacao preferencial de S1)

4.2.41. Modelo de Inibigao Competitiva

A utilizagdo simultanea, observada durante a biodegradacdo de mistura de
substratos, suporta a hipotese de que estes sao utilizados pela mesma rota
metabdlica, o que sugere a presenca de inibicdo competitiva entre os substratos.

Durante a inibicdo competitiva o inibidor e o substrato, os quais geralmente
possuem estrutura quimica similar, competem pelo mesmo sitio ativo da enzima
responsavel pela metabolizacdo dos compostos. O modelo de inibigdo competitiva,
proposto por YOON et al. (1977) apud REARDON et al. (2000), apresentado na

Tabela 4.2, representa a taxa de crescimento especifico do substrato “i” na
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presenga de um substrato “ ;7. O modelo pode ser facilmente estendido para varios

substratos presentes no sistema, como apresentado na equagéao 4.3:

M, S; (4.3)

Hy, =
‘ Ks.
Ks.+S.+)> S. !
i i Z j(KSjJ

J#i

4.2.4.2. Modelo de Inibigao Nao-Competitiva

O modelo de inibicdo n&o-competitiva, proposto por SEGEL (1975) apud
REARDON et al. (2000), pode ser adequado quando o substrato inibidor liga-se
tanto ao complexo enzima-substrato, quanto a enzima livre, inativando-os. O
modelo, apresentado na Tabela 4.2, representa o taxa de crescimento especifico no

“ e “ -

substrato “i” na presenga de um substrato “ j”. Também pode ser representada pela

equacgao (4.4), quando mais substratos estdo envolvidos no processo:

M S, (4.4)

M, =
l . S.S.
Ks,+S,+>|S, Rs 20
Ks; Ks;

J#i

4.2.4.3. Modelo de Inibicao Acompetitiva

O modelo de inibicdo acompetitiva, apresentado por SEGEL (1975) apud
REARDON et al. (2000), pode ser utilizado quando o substrato inibidor se liga ao

complexo enzima-substrato, inativando-o, e ndo a enzima livre. A taxa de

crescimento especifico dada pela inibicdo acompetitiva entre dois substratos “i” e

K N 4 “ e

j” é apresentada na Tabela 4.2, para o substrato “;”. Estendendo o modelo para

mais do que dois substratos presentes no processo, a taxa de crescimento

especifico no substrato “i” pode ser representado pela equagao (4.5):

U, = ﬂnzax, i (45)
C Ks,+ S, +Z£
1 1 KS]

J#i

4.2.4.4. Modelo SKIP

Quando as interacdes entre os substratos ndo correspondem a inibigao
enzimatica, entdo um modelo alternativo pode ser utilizado, conhecido como modelo

SKIP (sum kinetics interactions parameters). Este modelo foi proposto por YOON et
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al. (1977) apud REARDON et al. (2000), sendo adequado para ajustar interagées
nao-especificas entre dois substratos, pela incorporacédo do parametro de interacao

I, que indica o grau que o substrato “j” afeta a biodegradagéo do substrato “i".

[{3ER L]

Neste caso, a taxa de crescimento especifico para o substrato “i” pode ser

apresentada pela equacdo, dada na Tabela 4.2. O modelo também pode ser

estendido para varios substratos presentes no sistema, como apresentado na

equacéo 4.6:

S (4.6)
Ks,+S,+>.8,1,

J#i

l[lx,-

4.3. Balangos de Massa

4.3.1. Operacao descontinua

O cultivo batelada é caracterizado pela vazao volumétrica nula. O balanco de

(1IN L]

massa para a biomassa e para o substrato “i” em um reator batelada pode ser

expresso pelas equacdes (4.7) e (4.8), respectivamente:

WO _ s6rx()=3 m, X00) (4.7)
as,(t) _ H,
TR X(r) (4.8)

4.3.2. Operagao continua

Em operacédo continua a vazdo volumétrica de entrada e saida sado iguais,
mantendo o volume do reator constante. Estes biorreatores sdo caracterizados por
um parametro chamado taxa de diluicdo (DR) definido pela equagéao (4.9):

_IR (4.9)
v

DR

As expressdes para o balanco de massa para biomassa e para o substrato

i” sdo dadas pelas equacdes (4.10) e (4.11):

dij_t(’) = (- DR+ SGR)X(¢)

(4.10)
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U,
=DR(S. . —S(t))-——X 4.11
dt ( igin z(t)) YX/Si (t) ( )

Se DR > SGR, entdo a taxa de crescimento celular torna-se negativa e a
concentracdo celular decrescera até que ocorra o fendmeno conhecido como “wash
out” ou arraste de células. O “wash out” pode ser usado para calcular a taxa de
crescimento maximo ou a taxa de conversdo do substrato, sendo uma técnica
utilizada para avaliar o comportamento do microorganismo (ESENER et al., 1981
apud SHALABY, 2003).

Em condigbes estacionarias, as equacgdes diferenciais (4.10) e (4.11) séo

iguais a zero e se transformam nas equagdes (4.12) e (4.13), respectivamente:

DR = SGR (4.12)
M,
DR(S,, - S,(¢))= () (4.13)
XIS,

A equacédo (4.12) mostra que a taxa de crescimento especifico das células

pode ser controladas por meio da taxa de diluigao.

4.3.3. Operagao continua — com reciclo

A operacado do sistema continuo com recirculagdo tem como objetivo a
obtencdo de alta densidade celular no reator, aumentando-se as taxas de
crescimento celular e consumo de substrato e, portanto, aumentando-se a eficiéncia
total no biorreator. O reciclo externo torna-se uma alternativa viavel em processos
como tratamento bioldgico, os quais ndo requerem preocupagao com assepsia.

O balango para biomassa € dado pela equagéo (4.14) e para o substrato “i” &

dado pela equacgao (4.15):

d);—z(t) =—DRX(f)+ g (X, — X(£)+ SGRX(¢) (4.14)

ds,(¢) FR M,

=i R (s -8 (t))-——= 4.15
. DR(S,,, - S,())+ % (5, =5, Yo X(r) (4.15)

4.3.4. Processo aerébico

O oxigénio € necessario para todos os processos aerobicos por definicdo. A
taxa de crescimento especifico microbiano relativo ao consumo de oxigénio, segue a

cinética de Monod, conforme apresentada pela equagéo (4.16):

57



Capitulo 4 — Metodologia

_ /uma'XOZCOZ(t) 4.16
Heoe = o) 1o

Desta forma, a taxa de consumo do oxigénio é dada pela equacgao (4.17):

our =€) __ Fior y(,) (4.17)
dt Yx/OZ

A taxa de transferéncia de oxigénio na fase vapor € apresentada pela

equacao (4.18), e deve ser igual ou superior a taxa de consumo de oxigénio pelos

microorganismos:

Sendo:

Hyo2
OUR
OTR

Honixo2

*

COZ

Kla,,

OTR = %;(t) = Kla,,(C}, - Cop (1))

(4.18)
taxa de crescimento especifico no oxigénio;

taxa de consumo do oxigénio;
taxa de transferéncia de massa do oxigénio;

taxa maxima de crescimento especifico no oxigénio;
constante de saturagao do oxigénio;
coeficiente de rendimento no oxigénio;

concentracao de células;

concentracédo do oxigénio dissolvido no meio;
concentracédo de saturagcao do oxigénio dissolvido;

coeficiente global de transferéncia de massa do oxigénio.

Na maioria dos experimentos batelada, encontrados na literatura, verifica-se

que os mesmos sado conduzidos sob condigdes operacionais (agitacdo e aeragao)

em que é mantida uma alta taxa de transferéncia de massa do oxigénio da fase

gasosa para a fase liquida. Neste caso, os modelos cinéticos de crescimento

microbiano n&o consideram o oxigénio como um substrato limitante, assumindo uma

adequada aeracao do meio.

Desta forma, o oxigénio dissolvido ndo limita a taxa de crescimento

microbiano, podendo ser desconsiderada durante a modelagem do processo de

biodegradagao em operagéao batelada.

58



Capitulo 4 — Metodologia

4.4. Métodos de Identificacao de Parametros

A etapa de identificacdo de parametros ¢€é fundamental para o
desenvolvimento e aplicacdo de modelos matematicos de diversas areas do
conhecimento. Uma das ferramentas utilizadas nesta etapa consiste nos métodos de
otimizagdo numeérica, os quais podem ser divididos em métodos deterministicos e
estocasticos. Os métodos deterministicos sao técnicas especificas utilizados para
resolver um limitado grupo de problemas, dentre os quais se enquadra as técnicas
de programagao matematica.

A identificagdo de parametros em processos quimicos e biotecnoldgicos é
uma tarefa bastante complexa, dependendo do numero de compostos envolvidos no
processo, resultando um elevado numero de parametros a serem determinados.
Além disso, estes processos geralmente resultam modelos né&o-lineares,
necessitando de métodos de otimizagdo n&o convencionais, como as técnicas
metaheuristicas. Ao contrario das heuristicas convencionais, as metaheuristicas sao
de carater geral e tém condigdes de escapar de 6timos locais, onde os mecanismos
utilizados para este fim sdo responsaveis pela caracterizagao e diferenciacdo dos
diversos métodos desta categoria. Exemplos classicos s&o os algoritmos genéticos,
enxame de particulas, redes neurais e recozimento simulado, além da busca tabu e
colonia de formigas, dentre outros.

De acordo com o principio utilizado para explorar o espaco de solugdes, as
técnicas metaheuristicas dividem-se em métodos de busca local e métodos de
busca global. Os métodos recozimento simulado e a busca tabu sdo exemplos de
meétodos de busca local. A exploracdo do espaco de solucdes é feita por meio de
movimentos, os quais sado aplicados a cada passo sobre a solugao corrente,
gerando outra solugdo promissora em sua vizinhanga. Os métodos baseados em
busca global, tais como algoritmos genéticos e enxame de particulas, consistem em
manter um conjunto de boas solugdes e combina-las com o objetivo de alcancar
solucdes ainda melhores.

Genetic Algorithm (GA) foi originariamente proposto por HOLLAND (1975) e
baseia-se na teoria evolucionaria das espécies. Assim, aplicam-se operadores
genéticos (selegdo natural, cruzamento e mutagdo) sobre uma populagéo inicial e
suas proximas geragbes. Cada individuo da populagdo € codificado em um

cromossomo, que representa uma possivel solugdo ao problema. A adaptagao de

59



Capitulo 4 — Metodologia

um individuo é entdo avaliada pelo valor da fungcédo objetivo (sele¢cdo natural) e os
individuos altamente adaptados sdo permitidos a se reproduzirem pela troca de
informagdo genética (cruzamento) com outro individuo altamente adaptado,
produzindo individuos ainda melhores, ou seja, filhos com caracteristicas de ambos
os pais. As mutacdes sao frequentemente permitidas pela alteragcéo de alguns genes
dos cromossomos. Os melhores individuos podem substituir toda a geragao anterior
ou substituir apenas os individuos menos adaptados. Geralmente, os algoritmos
genéticos proporcionam excelentes resultados na procura de étimos globais, embora
sua convergéncia seja considerada relativamente lenta.

Simulated Annealing (SA) é uma técnica de busca local probabilistica,
proposta originalmente por KIRKPATRICK et al. (1983). Fundamenta-se em uma
analogia com a termodinémica, ao simular o resfriamento de um conjunto de atomos
aquecidos, operagao conhecida como recozimento. O método faz analogia com o
seguinte processo: um solido é aquecido a altas temperaturas e gradualmente
resfriado para permitir a sua cristalizagao. Como o processo de aquecimento permite
que os atomos se movimentem aleatoriamente, se o resfriamento ndo é realizado
muito rapidamente, entdo os atomos terdo tempo suficiente para se alinharem de
modo a atingir um estado de minima energia. Desta forma, o estado do sdlido
corresponde a uma solugao viavel e a energia de cada estado corresponde ao valor
da fungao objetivo. Neste procedimento, a busca € permitida a prosseguir mesmo se
0 movimento causar um aumento na fungdo objetivo, pelo uso de um parametro
chamado temperatura. O valor da temperatura € controlado pelo processo de
resfriamento, sendo que valores baixos resultam em um algoritmo de busca local, ao
passo que valores altos reduzem a velocidade de convergéncia.

Tabu Search (TS) (GLOVER, 1986) é um método de busca local que consiste
em explorar o espago de solugdes movendo-se de uma solugao para outra que seja
seu melhor vizinho. Esta estratégia, juntamente com uma estrutura de memoria para
armazenar as solugdes geradas (lista tabu) possibilita escapar dos 6timos locais (LIN
& MILLER, 2004).

Particle Swarm Optimization (PSO) (KENNEDY & EBERHART, 2001) tem
sido bastante aplicado em diversas areas da ciéncia. A otimizagdo por enxame de
particulas, € um método de busca global criado por KENNEDY & EBERHARDT em
1995, baseado na simulagdo do comportamento social de animais, os quais

observaram que estes apresentavam movimento localmente aleatério, mas
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globalmente determinado. Este método € utilizado em problemas de otimizagéo nao-
lineares sem restricées, e similar aos algoritmos evolucionarios, o método PSO
também é baseado em uma populacdo de individuos, denominada enxame de
particulas. Entretanto, a unica modificagao sofrida pelo individuo (particula) é sua
localizagcdo no espago por meio do operador velocidade, diferentemente de
algoritmos evolucionarios, tais como em algoritmos genéticos, nos quais o0s
individuos sofrem alteragdes genéticas por meio dos operadores cruzamento,

mutacao e selecao.

4.4.1. Enxame de Particulas ou Particle Swarm Optimization - PSO

No método de otimizacdo conhecido como enxame de particulas (PSO), a
cada individuo da populagao (particula) é atribuido um vetor que corresponde a uma
possivel solugao do problema. Cada particula possui uma posi¢cao e uma velocidade
no espago de busca, de dimensao igual ao numero de parametros do problema,
resultando em um enxame de tamanho igual ao numero de particulas. As particulas
atuam sob trés influéncias que se combinam vetorialmente, atualizando sua
velocidade e posi¢cao no espacgo: (i) vetor posicao atual; (ii) vetor melhor posigéao
visitada pela particula e (iii ) vetor melhor posi¢éo visitada pelo enxame.

A posicao atual da particula é dada pela equagao (4.19):
- (%)

Xi = }mz'n + /’i/()%(ma'x - }mz'n ) (41 9)

A Figura 4.2 mostra como a trajetéria de uma particula, que inicialmente
encontra-se em repouso, € ajustada a cada iteragao.
£
@ nposicéo atual

@© proxima posigéo

Figura 4. 2 — Trajetdria de uma particula do algoritmo PSO.
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A cada iteracdo sao atualizadas as velocidades das particulas e
consequentemente, as posigdes das particulas. A equagao (4.20) € usada para
calcular as novas velocidades das particulas de acordo com suas velocidades
anteriores e componentes que direcionam para a melhor posicdo da particula e a

melhor posicdo do enxame:

*)(k+l) a(k) a(k) *)(k) a(k) ~>(k)
V[ — a)(k) Vl + Cl/’ll Xmeor — X |+ 02/12 X gretor — X ; (420)
Sendo:
;(’”1) vetor préxima velocidade da particula i;
;(’f) vetor velocidade atual da particula i ;
;((k) vetor posicdo atual da particula i;
;((’Hl) vetor proxima posicao da particula i;
)»((k) vetor melhor posigao visitada pela particula i;
;((k) vetor melhor posicéo visitada pelo grupo;
g Ih
c constante de aceleragéo local;
C, constante de aceleragao global;
variavel aleatéria.
@ fator de inércia;
k iteracao;

A primeira parcela da equacgao 4.20 mantém cada particula na direcédo prévia;
a magnitude deste vetor depende do fator de inércia (@w). A segunda e terceira
parcelas representam a influéncia da melhor posicao individual e da melhor posicao
do enxame, respectivamente, sendo que suas magnitudes dependem das
constantes de aceleracéo (¢, e c,) e variaveis aleatérias (4, e 4,).

Neste trabalho um valor apropriado para o fator de inércia (a)) foi conseguido

pela equacao (4.21):

-1
a)(k) = a)inicial + (a)ﬁnal - a)inicial X%j (421 )

Sendo: K numero de iteragdes.
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A utilizacado da equacéo (4.21) refina a busca da solugao encontrada, evitando
que nas ultimas iteragbes o método escape dos valores otimos. Existem alguns
trabalhos que utilizam o fator de inércia como uma constante, no entanto, a
diferenciagao na utilizagao deste parametro depende do problema a ser otimizado.

A Figura 4.3 apresenta o algoritmo para a implementacdo do método de
busca PSO. Para a inicializacdo da populacdo sdo pré-definidos: o numero de

individuos ou particulas, o numero de iteragdes, o numero de parametros, o limite de

- —
busca ( X.» € X ), 0S fatores de inércia e as constantes de aceleragao.

Entre com parametros
do método PSO

l

[ Inicializagéo da populagéo}

Calculo da Aptidao

R [Atualizagéo da Velocidade

das particulas

l

Atualizagao da Posicéo das
particulas

l

[ Avaliagdo da posicéo atual das }

particulas (limite de busca)

l

Melhor posigéo visitada pela
particula

l

‘ Melhor posicéo visitada pelo

grupo (enxame)

Critério de parada
atingido?

Sim
Melhor posigao
global

Figura 4. 3 — Esquema do algoritmo PSO.

A partir dai, as particulas “voam” para novas posicdoes de acordo com a
equacgao (4.22). O desempenho de cada particula € medido de acordo com uma

funcao de aptidao pré-definida que é relacionada ao problema a ser resolvido.

— (k1) (k) (k1)

X :}i +;i (4.22)
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O desempenho de cada particula € medido de acordo com a funcéo objetivo
pré-estabelecida como critério estatistico, avaliando-se, neste trabalho, o minimo
global. Ap6és um numero especificado de iteragdes, a melhor solugdo encontrada é
utilizada como informacédo no processo de restricdo do espaco de busca, sendo
restringidos apenas os parametros de maior sensibilidade sobre a fungédo objetivo
global. Essa avaliacdo da sensibilidade dos parédmetros é possivel por meio do
dialogo grafico, utilizando o software Maple®.

Partindo dos conceitos basicos de um algoritmo metaheuristico, se faz
necessario realizar uma analise comportamental do algoritmo. Desta forma,
necessita-se distinguir os fatores e constantes do método para a obtencao de
melhores resultados.

O fator de inércia (w) controla o grau de convergéncia da busca e, neste
trabalho, decresce linearmente de w,,.,, =09 a o,,, =04.

inicial

Os valores de 4, e A, s&o variaveis aleatorias sorteadas no intervalo (0,1), as
quais modificam as velocidades das particulas em cada iteracdo, perturbando suas
trajetdrias a fim de atingir um 6timo global, evitando 6timos locais.

As constantes ¢, e ¢, sdo denominadas coeficientes de aceleracdo local e
global, respectivamente, e seus valores devem ser ¢, >0 e ¢,<2. Segundo
OLIVEIRA (2005), o algoritmo tende a convergir mais lentamente se valores altos de
¢, sao adotados, mas atinge melhores desempenhos. Por outro lado, valores baixos
de ¢,, apesar de diminuir o desempenho do algoritmo, resultam em convergéncia
mais rapida. O aumento de ¢, implica uma maior velocidade de convergéncia, pois
este fator é responsavel pela velocidade parcial relativa a melhor posi¢cao global.
Contudo, a ponderagao alta para essa parcela da velocidade implica em diminuigao
da diversificagdo do algoritmo, uma vez que todas as particulas tendem para a
mesma posicao. Isso resulta obtengdo de 6timos locais, ao invés de 6timos globais,
diminuindo a eficiéncia do algoritmo. Valores de ¢, <¢, aumentam a chance de
escapar de 6timos locais, porém atrasam o encontro dos 6timos globais.

Atingido o critério de parada, conforme o desempenho da fungédo objetivo,
dado pelas expressdes (4.23) e (4.24), tem-se a melhor posi¢cao global, isto &, a

melhor posigéo visitada pelo enxame:
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_ (k+1) _ (k+1) _ (k+1)

- (k)
X jmeor = X se f(Xz ) < f(Xiwl/wr) (423)
S+ (k) - (k+1) - (k)
X gl = X jmethor se f (Xl«me[/mr ) < f (Xgmf[hm') (424)

E importante lembrar que métodos de otimizacdo mais complexos, como os
citados anteriormente, podem ser utilizados para resolugdo de modelos nao-lineares.
Contudo, adotou-se o método de otimizacdo por enxame de particulas, pois
converge para um o6timo global, de maneira relativamente rapida, sem “cair’ em
otimos locais e, geralmente, fornece resultados proximos aos obtidos por algoritmos

genéticos, porém sao mais rapidos e mais simples de programar.

4.5. Procedimento para Identificagcao dos Parametros

Os parametros cinéticos, estequiométricos e interativos dos modelos
avaliados sado estimados utilizando o método enxame de particulas (PSO), com
dados experimentais extraidos da literatura (DEEB & ALVAREZ-COHEN, 1999;
HAMED et al., 2003). O procedimento também inclui o didlogo grafico utilizando o
software Maple®, possibilitando a andlise de sensibilidade dos parametros e
avaliagao da resposta do sistema.

A busca pelos valores dos parametros pelo método PSO foi guiada pelo
significado microbiolégico de cada parametro e serviu de base as variagdes do limite
de busca, em que a tendéncia dos melhores valores foi preservada. A determinagao
do intervalo de possibilidades dos parametros inicia-se por meio de uma estimativa
inicial, baseada no conhecimento da fisiologia microbiana, além de valores
apresentados na literatura. Em seguida, por meio de repetidas buscas e analises
dos resultados obtidos, é possivel a diminuicdo até um espaco de busca pequeno
que restringe os valores 6timos baseados nos parametros com maior sensibilidade
do processo. Os dados experimentais sao graficados juntamente com as simulagdes
dos modelos avaliados, utilizando as mesmas condi¢des iniciais € 0 mesmo numero
de iteragcdes. Na Tabela 4.3 sdo apresentados os valores utilizados para os
parametros do método PSO.

A avaliagédo da eficiéncia dos modelos é feita por meio do valor minimo da
funcdo objetivo global, dada pelos minimos quadrados, encontrada para o mesmo

numero de iteragbes em cada caso estudado. Para as variaveis substrato (S) e

65



Capitulo 4 — Metodologia

biomassa (X), o calculo da fungdo objetivo € dado pelas equagdes 4.25 e 4.26,

respectivamente:
~ 2
S. S
R = — (4.25)
IZ { Sima.\f Simax
X  x Y
R= L 4.26
¥l (426)

Tabela 4. 3 — Valores dos parametros do método PSO utilizados nos modelos

cinéticos
Parametros do  Modelos para Unico = Modelos para Multiplos Substratos
Método PSO Substrato BTEX BTF
binaria ternaria
n° individuos 300 300 300
n° iteragdes 25 25 25
n° parametros 3@, 4® 120 24@ 6, 8@ gl 150
C1 1 1 1
C2 2 2 2
Wrinal 0,9 0,9 0,9
Winicial 0,4 0,4 0,4

(&) Modelo de Monod.

(b) Modelo de Andrews.

(c) Modelos Inibicdo Competitiva, Nao-Competitiva e Acompetitiva.
(d) Modelo SKIP.

Verifica-se que é bastante elevado o numero de pardmetros a serem
determinados nos modelos para multiplos substratos. Segundo KROUMOV et al.
(2006), uma das grandes dificuldades encontradas na identificagdo dos parametros
de modelos complexos consiste na diferenca de sensibilidade de cada parametro.
Quanto maior o numero de parametros a serem identificados, mais elevado sera o
trabalho computacional e a dificuldade em encontrar o valor 6timo global.

Os resultados alcangados com o método PSO e a utilizagdo da equacgao dos
minimos quadrados para calculo da fungdo objetivo mostraram-se bastante

satisfatérios e sdo apresentadas no capitulo seguinte.
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Capitulo 5

Neste capitulo sdo avaliados os modelos cinéticos nao-estruturados de
crescimento microbiano para a biodegradagao de unico e multiplos substratos, BTEX

e BTF, em operacao batelada.

5.1. Biodegradagcao dos Compostos BTEX

Os dados experimentais utilizados para a avaliagdo dos modelos cinéticos
propostos foram extraidos de DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999) e séao
apresentados na Tabela 5.1 para a biodegradagéo da mistura dos compostos BTEX,
e nas Tabelas 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5 para a biodegradacao individual destes compostos.

Os experimentos de DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999) testando a
biodegradagdo dos compostos BTEX, individualmente e em mistura, foram
conduzidos em reator batelada a 35 °C, no qual duas associacdes microbianas e
uma cultura pura foram capazes de degradar todos os compostos BTEX. As
associagdes de culturas, derivadas de um aquifero contaminado por gasolina, foram
enriquecidas no tolueno a 20 °C e 35 °C, respectivamente. A cultura pura
caracterizada como Rhodococcus rhodochrous foi isolada a partir da associagao
microbiana enriquecida no tolueno a 35 °C. Rhodococcus rhodochrous foi capaz de
degradar cada um dos compostos BTEX, individualmente e em mistura.

Os reatores foram operados a uma taxa de mistura de 175 rpm, na qual as
limitagbes por transferéncia de massa do oxigénio sédo superadas segundo CHANG
& ALVAREZ-COHEN (1995). O oxigénio foi necessario para manter 15 a 21% de
oxigénio na fase liquida constante no headspace. Totalizando o volume de 250 mL,
cada um dos reatores apresentaram 125 mL de liquido (sais minerais e células), 123
mL de headspace e 2 mL para promover a mistura e preservar a agregagcéo das
células. Os microorganismos foram mantidos no intervalo de pH 6,8 a 7. As massas
de aromaticos adicionadas foram calculadas usando as constantes da lei de Henry,
volume do liquido e do gas no reator e concentragcdes dos substratos na fase liquida
e gasosa. Os valores das constantes da lei de Henry para os compostos BTEX
foram determinados a 35 °C e calculadas como descrito por ASHWORTH et al.
(1987) apud DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999).
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Tabela 5. 1 — Dados experimentais do processo de biodegradagao do BTEX

Tempo Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-Xileno
(h) (mg L™ (mg L") (mg L") (mg L")
0 20,00 20,00 20,00 20,00
2,00 18,80 16,70 13,00 19,10
2,50 18,00 14,20 9,50 18,50
3,00 17,50 12,00 6,40 18,00
3,50 16,25 9,00 3,20 17,25
4,25 10,50 1,00 0,50 15,70
5,50 0 0 0 8,00
6,00 - - - 5,50
6,50 - - - 4,10
6,80 - - - 3,20
8,20 - - - 0

Fonte: DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999)

Tabela 5. 2 — Dados experimentais do processo de biodegradag¢ao do benzeno

Tempo (h) Benzeno (mg L'1)
0 20,00
1,20 14,00
2,00 7,50
2,75 3,00
3,00 1,00
3,25 0

Fonte: DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999)

Tabela 5. 3 — Dados experimentais do processo de biodegradagao do tolueno

Tempo (h) Tolueno (mg L)
0 20,00
1,20 15,00
2,00 8,20
2,70 1,00
2,80 0,10

Fonte: DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999)

Tabela 5. 4 — Dados experimentais do processo de biodegradagao do etilbenzeno

Tempo (h) Etilbenzeno (mg L")
0 20,00
1,23 15,00
1,98 10,00
2,65 5,65
3,23 1,50
3,65 0

Fonte: DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999)
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Tabela 5. 5 — Dados experimentais do processo de biodegradagao do o-xileno

Tempo (h) o-Xileno (mg L)

0 20,00

1,20 16,85

2,10 14,50

2,85 7,50

3,80 2,00

4,00 1,75

4,40 0

Fonte: DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999)

Os balangcos de massa em reator batelada para a biomassa e para o
composto “i” sdo expressos pelas equacdes (4.7) e (4.8), respectivamente. Admite-
se que nao existe consumo de substrato para a manutencgao celular. Assume-se que
a taxa de crescimento especifico (SGR) pode ser expressa na forma aditiva, descrita
pela equagao (4.1). Assume-se uma adequada aeragao do meio e assim o0 oxigénio
dissolvido ndo é considerado um substrato limitante e, portanto, nao limita a taxa de
crescimento microbiano, podendo ser desconsiderado durante a modelagem do

processo de biodegradacao.

5.1.1. Modelos cinéticos para a biodegradagao de unico substrato

No estudo da biodegradagdo de unico substrato avaliaram-se os modelos de
Monod e Andrews, modelos fundamentais, que posteriormente servirdo de base
para uma melhor avaliagdo dos modelos sofisticados. Esta etapa mostra que estes
modelos simples também podem ser utilizados com sucesso na representagdo de
dados experimentais e, portanto, a avaliagdo de outros modelos pode ser
descartada, facilitando a avaliagao da cinética de crescimento microbiano e o projeto

de biorreatores.

5.1.1.1. Modelo de Monod

Os balancos individuais para os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e

orto-xileno sdo expressos pelas equacgdes (5.1), (5.2), (5.3) e (5.4), respectivamente:

dS,(t) _ HuinSe () X(1) (5.1)
dt KS}, + Sb (t) Yx/sb
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ds,(6) _ HaaS() X(0) (5.2)
dt Kst + St (t) Yx/st

ds, (1) _ w50 X(1) (5.3)
dt KSQ +Se (t) Yx/se

dS (1) _ HninS:(0) X(1) (5.4)
df KSX +Sx (t) Yx/sx

5.1.1.2. Modelo de Andrews

Os balancos individuais para os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e

orto-xileno sdo expressos pelas equacoes (5.5), (5.6), (5.7) e (5.8), respectivamente:

dS,(t) M50 X () (5.5)
dr 20 Y
Ks, +S, () + S ‘(t) x/sh
Ly
ds, (1) M S (0) X() (5.6)
dt 20 Y
Ks, +8,(t) + S ) ‘(t) s
lt
ds,(6) M S.(0) X(¢) (5.7)
dr 20 Y
Ks, +S,(t) + S ) '(t) x/se
le
ds, () _ Hii S (2) X(f) (5.8)
dt SXZ (t) Yx/sx

Ks +S (1) +

Ki,

O software Maple® foi utilizado para obter a solugcdo numérica das equacgdes
diferenciais, o ajuste de pardmetros e as simulagdes dos modelos. Adotou-se o
método de Runge-Kutta-Fehlberg de 4% e 5% ordens para a resolugdo numérica das
equagdes diferenciais, utilizando-se as seguintes condig¢des iniciais: 20 mg L' para a
concentracao inicial de substrato e 11,925 mg L™ para a concentracdo inicial de
células. O valor da concentracao inicial de células foi estimado pelo método PSO,

juntamente com os parametros de cada modelo.

5.1.1.3. Avaliagao dos modelos cinéticos na biodegradagao individual
dos substratos BTEX

As Figuras 5.1 a 5.8 apresentam as simula¢gdes dos modelos de Monod e

Andrews a biodegradacao dos compostos BTEX individualmente, juntamente com os
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dados experimentais conduzidos em reator batelada, utilizando uma mistura de
culturas microbianas (DEEB & ALVAREZ-COHEN, 1999).

Os parametros cinéticos e estequiométricos dos modelos de Monod e
Andrews utilizados nas simulagdes s&o apresentados nas Tabelas 5.6 e 5.7,
respectivamente. A busca pelos valores dos parametros utilizando o método PSO foi
guiada pelo significado microbiolégico de cada parédmetro que serviu de base as
variagdes do limite de busca, na qual a tendéncia dos melhores valores foi

preservada.

Tabela 5. 6 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
dos compostos BTEX individualmente - Modelo de Monod

Parametros Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xileno
Hmax (h7) 0,30 0,33 0,27 0,24
Ks (mg L™ 1,25 0,64 0,85 0,58
Yys (mg mg™”) 0,73 0,82 0,81 0,95

Utilizando-se o modelo de Monod verifica-se que a taxa maxima de
crescimento especifico y,, mostra-se similar para os compostos BTEX e o baixo
valor de Ks indica que a cultura apresentou maior afinidade com o xileno e desta

forma resultou maior valor para o coeficiente de rendimento Y, no xileno.

Tabela 5. 7 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
dos compostos BTEX individualmente - Modelo de Andrews

Parametros Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xileno
Hmax (h™) 0,22 0,46 0,26 0,19
Ks (mg L™ 0,92 0,65 1,50 2,55

Yws (Mg mg™) 0,48 0,95 0,40 0,15
K (mg L") 150 45 20 5

Aplicando o modelo de Andrews verifica-se que a taxa maxima de

crescimento especifico y,, € maior no tolueno e os dados experimentais mostram

que este foi utilizado mais rapidamente, ao passo que a utilizagao do xileno foi mais

demorada e proporcionou menor valor de u,. . Neste caso, o valor de Ks mostra

que a cultura apresenta maior afinidade com o tolueno e desta forma resulta maior

valor do coeficiente de rendimento Y, no tolueno.
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Figura 5. 1 — Simulagbes do modelo de Figura 5. 2 — Simulagdes do modelo de
Monod e dados experimentais (DEEB & Andrews e dados experimentais (DEEB &

ALVAREZ-COHEN, 1999) para o benzeno. ALVAREZ-COHEN, 1999) para o benzeno.
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Figura 5. 3 — Simula¢des do modelo de Figura 5. 4 — Simulagbes do modelo de
Monod e dados experimentais (DEEB & Andrews e dados experimentais (DEEB &
ALVAREZ-COHEN, 1999) para o tolueno. ALVAREZ-COHEN, 1999) para o tolueno.
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Figura 5. 5 — Simulagdes do modelo de Figura 5. 6 — Simulagdes do modelo de
Monod e dados experimentais (DEEB & Andrews e dados experimentais (DEEB &
ALVAREZ-COHEN, 1999) para o ALVAREZ-COHEN, 1999) para o
etilbenzeno. etilbenzeno.
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Figura 5. 7 — Simulagdes do modelo de Figura 5. 8 — Simulagdes do modelo de
Monod e dados experimentais (DEEB & Andrews e dados experimentais (DEEB &
ALVAREZ-COHEN, 1999) para o xileno. ALVAREZ-COHEN, 1999) para o xileno.

Nas Figuras 5.1, 5.3, 5.5 e 5.7 observa-se um otimo ajuste entre as
simulagdes do modelo de Monod e os dados experimentais. Verifica-se que o
modelo de Monod prediz satisfatoriamente a cinética de biodegradacdo individual
dos compostos BTEX, principalmente em baixas concentragdes (CHANG et al.,
1993). O modelo de Andrews também se ajustou bem aos dados experimentais,
como pode ser visto nas Figuras 5.2, 5.4, 5.6 e 5.8. Logo, o modelo de inibigdo pelo
substrato também pode representar os dados experimentais de DEEB & ALVAREZ-
COHEN (1999). Concentragdes iniciais de substratos mais elevadas (acima de 40
mg L) favorecem o ajuste pelo modelo de Andrews (BIELEFELDT & STENSEL,
1999a; SHIM & YANG, 1999; SHIM et al., 2005), pois fornece maiores informacdes
sobre o sistema que apresenta efeitos de inibitérios, quando a concentragdo dos
substratos encontra-se perto de valores téxicos ao crescimento celular. Além disso,
se 0 numero de dados experimentais € maior que o numero de parametros do
modelo, o0 modelo que apresenta a maior quantidade de parametros também se
torna privilegiado durante o ajuste aos dados experimentais.

A Tabela 5.8 apresenta a comparacido entre os modelos de Monod e
Andrews, avaliando o residuo minimo obtido durante a estimativa dos parametros
pelo método PSO. Ambos os modelos alcangaram valores da fung&o objetivo
similares para os compostos, benzeno, etilbenzeno e xileno.

Como pode ser verificado nas Figuras 5.1 a 5.8, ndo foi possivel a avaliagao
do sistema com relagdo ao crescimento dos microorganismos, por falta de dados
experimentais da concentracdo de biomassa. No entanto, os valores dos

coeficientes de rendimento estimados e utilizados na simulacdo do crescimento da
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biomassa, mostraram-se coerentes com diversos valores extraidos da literatura,

sendo que alguns sao apresentados na Tabela 1, em Anexos.

Tabela 5. 8 — Valores da fungao objetivo estimados aplicando os modelos cinéticos
de unico substrato na biodegradagédo dos compostos BTEX

Funcao Objetivo (equacgao 4.25)

Substrato

Modelo de Monod Modelo de Andrews
Benzeno 210 210
Tolueno 10 10 2,40 1073
Etilbenzeno 1107 0,75 1073
Xileno 19,50 107 16,70 107

A aplicagao de 300 particulas e 25 iteragdes durante a implementacdo do
método PSO, utilizando um microcomputador AMD Sempron 2800 Hz, 512MB de
memoria RAM, necessitou de um tempo médio de 3 minutos para a estimativa dos
pardmetros de ambos os modelos cinéticos de Monod e Andrews. Em geral, a
convergéncia do residuo minimo ocorreu em menos do que 25 iteragdes, como pode
ser verificado, por exemplo, na Figura 5.9 que mostra a evolugao dos valores globais

da fungao objetivo aplicando o modelo de Andrews a biodegradacgao do etilbenzeno.

0.00081 L

0.0006 ]

0.0004

Fungdo Objetivo

0.0002

0 5 10 15 20 25
Mdmero de iteragdes

Figura 5. 9 — Evolugédo dos melhores valores globais da fungéo objetivo aplicando o modelo
de Andrews na biodegradacéo do etilbenzeno.

Durante este procedimento verificou-se que, independentemente do numero

de iteragbes aplicados, se o intervalo de busca estimado contém os valores 6timos,

entdo a convergéncia torna-se rapida.
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Nas Figuras 5.10 - (a), (b), (c), e (d) - sdo apresentadas as simulagbes das
taxas de crescimento especifico dos microorganismos, em cada composto BTEX,

em fungao de suas respectivas concentragoes.
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Figura 5. 10 — Simulagbes da taxa de crescimento especifico aplicando o modelo de Monod
para os compostos BTEX.

A constante de saturacdo Ks do modelo de Monod é definida como a

concentragdo de substrato no qual € igual a metade de x,, . Quanto menor o

valor de Ks, maior sera a afinidade entre o microorganismo e o substrato.

Entretanto, se o substrato € inibitério ndo € possivel observar um g . “real” e desta

forma, Ks assume um significado hipotético. Dos trés parametros cinéticos do
modelo de Andrews a constante Ki representa o efeito inibitério do substrato, mas
quando este valor € muito elevado, a equacao de Andrews assume a forma da
equacao de Monod.

Nas Figuras 5.11 - (a), (b), (c) e (d) - sdo apresentadas as simulagdes da
dependéncia da taxa de crescimento especifico da associagdo microbiana em

funcao da concentracao dos substratos BTEX aplicando o modelo de Andrews.
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Figura 5. 11 — Simulagbes da taxa de crescimento especifico aplicando o modelo de
Andrews para os compostos BTEX.

A taxa maxima de crescimento especifico “real” em substratos inibitérios pode
ser determinada estimando-se o ponto critico da primeira derivada da equacao de
Andrews. Assim, determina-se a concentragao critica de substrato e a taxa maxima

de crescimento especifico do microorganismo, a partir das equagdes (5.9) e (5.10),

respectivamente.
S" =/KsKi (5.9)
,Ll* — ﬂmdx — ﬂmdx (510)
2+ KsKi Ks
—+1 2. /]—+1
Ki Ki

Desta forma, a intensidade de inibicdo pelo substrato pode ser medida pela

razao entre as constantes de saturacio e inibicdo, e ndo somente pelo valor de Ki .

As razbes de K%(i determinadas utilizando os valores apresentados na

Tabela 5.7 séo iguais a 0,510 para o xileno; 0,075 para o etilbenzeno; 0,014 para o

tolueno e 0,006 para o benzeno. Portanto, o xileno representa o substrato com maior
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efeito inibitério dentre os compostos BTEX, ao passo que o benzeno possui 0 menor
efeito; resultado similar ao apresentado por SHIM et al. (2005).

Utilizando os valores dos parametros cinéticos obtidos para o modelo de
Andrews (Tabela 5.7), estimam-se os valores da taxa maxima de crescimento
especifico e concentracao critica dos substratos BTEX, apresentados na Tabela 5.9,
0s quais podem ser visualizados a partir das simulagdes apresentadas na Figura
5.11.

Tabela 5. 9 — Valores da taxa maxima de crescimento especifico e concentracao
critica dos compostos BTEX estimados aplicando o modelo de Andrews

Substrato " (h™) S"(mg L™
Benzeno 0,19 11,56
Tolueno 0,37 5,70

Etilbenzeno 0,17 5,47

Xileno 0,08 3,57

5.1.2. Modelos cinéticos para a biodegradagao de multiplos substratos

Embora o crescimento microbiano em mistura de substratos seja comumente
encontrado em biorremediacdao, tratamento de efluentes e processos de
fermentagcdo, a modelagem matematica da cinética do sistema em multiplos
substratos ainda tem sido limitada. O desempenho de modelos cinéticos nao-
estruturados foi avaliado, assumindo que a biodegradagdo da mistura dos
compostos BTEX possa ser representada pelos modelos de inibicdo competitiva,
inibicdo ndo-competitiva, inibicdo acompetitiva e pelo modelo SKIP.

Os balangos para cada um dos substratos presentes na mistura dos
compostos BTEX sdo dados pelas equagdes (5.11), (5.12), (5.13) e (5.14), para o

benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-xileno, respectivamente:

dS,,(t):_ M, (1) (5.11)
dt Yy/s,
dSt(t):_ H, X(t) (5.12)
dt Yys,
dSe(t):_ M, X(t) (5.13)
dt Yys
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de(t) _ M X(t) (5.14)
dt Yyrs,

O software Maple® foi utilizado para obter a solugcdo numérica das equacgdes
diferenciais, o ajuste de pardmetros e as simulagdes dos modelos. Adotou-se o
método de Runge-Kutta-Fehlberg de 4% e 5% ordens para a resolugdo numérica das
equacdes diferenciais, utilizando-se as seguintes condig¢des iniciais: 20 mg L' para a
concentracgao inicial de BTEX e 2,45 mg L™ para a concentracgdo inicial de células.
Por falta de dados experimentais, o valor da concentragao inicial de células foi

estimado pelo método PSO, juntamente com os parametros de cada modelo.

5.1.2.1. Modelo de Inibicao Competitiva

As taxas de crescimento especifico no benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-
xileno sdo dadas pelas equacdes (5.15), (5.16), (5.17) e (5.18), respectivamente,

para a mistura dos compostos BTEX:

U = :uma\*, (5.15)
Ks, +S, +85, s, +8S, Ks, +S. Ks,
Ks, Ks, Ks
o = Hiir, S, (5.16)
Ks, +S,+8S, Ks, +S, Ks, +S, Ks,
Ks, Ks, Ks
ﬂmax e
u, = ~ (56.17)
(Kse+Se+S{ L j+S,( L j+S{ L D
Ks, s s,
u = Hinis, S ¢ (5.18)
Ks +S +8S, Ks, +3S, ks, +8S, Ks,
Ks,, Ks, Ks,

5.1.2.2. Modelo de Inibicao Nao-Competitiva

As taxas de crescimento especifico no benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-
xileno sdo dadas pelas equacdes (5.19), (5.20), (5.21) e (5.22), respectivamente,

para a mistura dos compostos BTEX:
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y - i, S (5.19)
K K K
Ks, +S,+S, |y 55, S, |y 55 +S. % |4 55
Ks, Ks, Ks, Ks, Ks, Ks,
"y - M, S, (5.20)
Ks, +8,+S, Ks, - 55, S, Ks, + 55, +8S, Ks, + 55,
Ks, Ks, Ks, Ks, K, Ks,
= Hinis,Se (5.21)
Ks, +S.+5, Ks, N S,S, s, Ks, N S.S, S Ks, N A
Ks, Ks, Ks, Ks, Ks, Ks,
U, = luma'xx Sx (522)
Ks +S_+S, Ks, + 5.5, +S, Ks, + 5.5, +8S, Ks, - 5.5,
S, Ks, Ks, Ks, Ks, Ks,
5.1.2.3. Modelo de Inibicao Acompetitiva

As taxas de crescimento especifico no benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-

xileno sdo dadas pelas equacdes (5.23), (5.24), (5.25) e (5.26), respectivamente,

para a mistura dos compostos BTEX:

y = My, S (5.23)
Ks, +S, + 5,5, + 5,5 + 5,5,
Ks, Ks, Ks,
y = Honix, S, (5.24)
Ks, + S, + 5.5, + 5.5 + 5.5,
Ks, Ks, Ks,
1 — luma'rxe Se (525)
Ks,+S,+ 5.5, + 5.5, + 5.5,
Ks, Ks, Ks,
Ks +S_+ 5.5, + 5.5, + 5.5
’ Ks, Ks, Ks,

5.1.2.4. Modelo SKIP

As taxas de crescimento especifico no benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-

xileno sdo dadas pelas equacdes (5.27), (5.28), (5.29) e (5.30), respectivamente,

para a mistura dos compostos BTEX:
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u = /umdx,, Sb (527)
" (Ksb + Sb + Stltb + Seleb + lexb)

y = i, S (5.28)
“ (Ks,+S,+8,1, +S1,+S.1,)

,U — Iuma'xc Se (529)
* (Ks,+S,+S,1, +S1,+S.1I.)

ﬂ — /'lrna':gY Sx (530)
“ (Ks,+S_+S8,1, +S1 +S.1,)

5.1.2.5. Avaliacao dos modelos cinéticos na biodegradagdo da mistura
BTEX

As Figuras 5.12 a 5.16 apresentam as simulagdes dos modelos de inibigao e
modelo SKIP aplicados para a biodegradagdo dos compostos BTEX em mistura,
juntamente com os dados experimentais de estudos conduzidos em reator batelada
a 35 °C, utilizando mistura de cultura (DEEB & ALVAREZ-COHEN, 1999).

No estudo da cinética de biodegradagdo da mistura BTEX a dificuldade em
encontrar o valor 6timo global e o esforgco computacional foram maiores, devido ao
maior numero de parametros a serem estimados — 12 parametros para os modelos
de inibicdo e 24 parametros para o modelo SKIP. A partir da analise do residuo
minimo obtido para cada modelo, apresentada na Tabela 5.10, além de inspecao
visual das simulacdes, foi possivel determinar o modelo que melhor descreve os

dados experimentais da biodegradacao da mistura BTEX.

Tabela 5. 10 — Valores da fung¢ao objetivo estimados aplicando os modelos de
multiplos substratos na biodegradacéo dos compostos BTEX

Modelo Funcao Objetivo (equagdes 4.25)
SKIP 6,60 107
Inibicdo Competitiva 26,80 107
Inibicdo Nao-Competitiva 56,50 107
Inibicdo Acompetitiva 38,95 107

O modelo cinético SKIP representou melhor os dados experimentais de DEEB
& ALVAREZ-COHEN (1999), resultando em um menor valor da fungdo objetivo. Os
vinte e quatro parametros do modelo, apresentados nas Tabelas 5.11 e 5.12,

necessitaram de um esforco computacional bastante elevado e foram obtidos apds
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um tempo médio de 55 minutos, utilizando-se um microcomputador AMD Sempron
2800 Hz, 512 MB de memodria RAM. Além disso, apresentaram grande dificuldade
em correlacionar cada parametro de maneira a obter seus significados

microbiolégicos coerentes.

Tabela 5. 11 — Valores dos parametros cinéticos e estequiométricos estimados para
os compostos BTEX aplicando o Modelo SKIP

Parametros
Substrato bt (1) K, (mg L) Yus (Mg mg”)
Benzeno 0,41 1,11 0,30
Tolueno 0,42 1,24 0,18
Etilbenzeno 0,45 1,75 0,32
Xileno 0,05 20 0,05

Tabela 5. 12 — Valores dos parametros interativos estimados para os compostos
BTEX aplicando o Modelo SKIP

lo leb Ixb lot let Ixt

1,0000 10,0000 0,0070 0,0023 4,5000 0,0005
Ibe Ite Ixe be Itx Iex
0,1750 0,0250 0,1000 1,1000 1,7136 7,0750

O método de estimativa dos paradmetros, desenvolvido neste trabalho, mostra-
se muito eficiente na predigdo da cinética de biodegradagdo de compostos téxicos,
e, portanto pode ser bastante util na modelagem destes processos, particularmente
em processos complexos em que multiplos substratos estdo envolvidos. Os valores
dos parametros estimados neste trabalho podem ser comparados com valores
encontrados na literatura, alguns apresentados na Tabela 1, em Anexos. Um dos
problemas encontrados no estudo da cinética de biodegradagéo é a variabilidade
potencial dos parametros cinéticos. Os relatos utilizando-se culturas puras mostram

que a taxa maxima de crescimento especifico x,. varia de 0,0194 a 0,73 h™ no

benzeno e 0,0064 a 0,86 h™' no tolueno. Em estudo recente, LIN et al. (2007)
utilizaram o modelo de Andrews para descrever a cinética de biodegradacao
individual dos compostos BTEX por Pseudomonas aeruginosa. Estes autores

encontraram valores bastante baixos para y,, (Tabela 1 em Anexos), sendo igual a

0,034 h™ no etilbenzeno. As investigacdes da cinética de biodegradacdo do xileno,
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em mistura de culturas, mostram valores de .. no intervalo 0,0047-0,383 h™", Ks
no intervalo 0,16-13,2725 mg L™ e Y,,, entre 0,05-0,52 mg mg™'. Na biodegradagéo

do benzeno e tolueno, por culturas puras, Ks apresenta valores de 0,12-8,35 mg L’

e 1,01-15,07 mg L'1, respectivamente. O coeficiente de rendimento Y , também

varia bastante e esta no intervalo 0,53 a 1,20 mg mg™” no benzeno e 0,34-1,28 mg
mg™" no tolueno. A variabilidade de todos estes valores depende do microorganismo,
pH, temperatura, regime de operagao do sistema, dentre outros fatores.

Na Figura 5.12 observa-se uma 6tima relagao entre as simulagées do modelo
SKIP e os dados experimentais, sugerindo uma excelente eficiéncia alcangada pelo
método PSO. Além disso, a étima simulagdo do modelo SKIP intensifica a hipbétese
de que esteja ocorrendo uma mistura de diferentes interagdes entre os compostos
BTEX, mas que, no entanto ndo podem ser especificadas pelo modelo.
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Figura 5. 12 — Simulagbes do modelo SKIP e dados experimentais (DEEB & ALVAREZ-
COHEN, 1999) para o BTEX.

A biodegradagao de cada composto BTEX ocorreu mais rapidamente quando
estes estiveram presentes sozinhos, do que quando estiveram em mistura de
substratos durante a biodegradagao. As taxas de biodegradagdo de cada um dos
compostos, quando presentes em mistura, foram significativamente diferentes e a
utilizacdo dos substratos ocorreu simultaneamente, com o etilbenzeno o primeiro a
ser consumido, seguido pelo tolueno, benzeno e xileno. Esta ordem também foi
encontrada por BIELEFELDT & STENSEL (1999a).
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A utilizagdo simultanea observada durante a biodegradagdo dos compostos
BTEX €& uma evidéncia de que o processo esteja ocorrendo devido a indugao nao-
especifica de enzimas para degradagao dos substratos similares ou a convergéncia
de rotas metabdlicas para utilizagdo de multiplos substratos. Entretanto, mesmo que
os compostos sejam degradados simultaneamente, algumas vezes estes ndo sao
utilizados pela mesma rota metabdlica, necessitando compreender quais outros
mecanismos de regulagao génica estao envolvidos na biodegradagéao.

Os resultados dos modelos de inibigdo sdo apresentados nas Figuras 5.13 a
5.15. Estes modelos apresentaram maiores dificuldade na estimativa da taxa

méaxima de crescimento especifico (u,, ), que resultaram valores no intervalo de

0,42-0,75 h™" para os compostos, benzeno, tolueno e etilbenzeno, e 0,14-0,36 h™
para o xileno. Os modelos de inibicdo necessitaram de 37 minutos, em média,
durante a estimativa dos parametros, utilizando um microcomputador AMD Sempron
2800 Hz e 512 MB de memdéria RAM. Na Figura 5.13 observa-se uma boa predi¢céo
do modelo de inibicado competitiva para os substratos BTEX.
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Figura 5. 13 — Simula¢gdes do modelo de Inibicdo Competitiva e dados experimentais (DEEB &
ALVAREZ-COHEN, 1999) para o BTEX.

DEEB & ALVAREZ-COHEN (2000), durante investigacbes sobre as
interagdes entre os substratos BTEX em mistura, utilizando espécies Rhodococcus,
encontraram interacdes positivas (cometabolismo) e negativas (inibicao competitiva
e nao-competitiva). BIELEFELDT & STENSEL (1999a,b) também encontraram

efeitos de inibicdo competitiva durante a biodegradacédo das misturas BTEX e, desta
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forma, modelaram os dados experimentais aplicando o modelo de inibicao

competitiva proposto por YOON et al. (1977).

As Figuras 5.14 e 5.15 apresentam as simulagdes dos modelos de inibigdo

nao-competitiva e acompetitiva, respectivamente, com uma pequena diferenca entre

as simulagdes e os dados experimentais dos substratos BTEX.
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Figura 5. 14 — Simulagdes do modelo de Inibicdo Ndo-Competitiva e dados experimentais
(DEEB & ALVAREZ-COHEN, 1999) para o BTEX.
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Figura 5. 15 — Simulag¢des do modelo de Inibicdo Acompetitiva e dados experimentais (DEEB

& ALVAREZ-COHEN, 1999) para o BTEX.

Analisando as simulagbes, aplicando os modelos de inibicdo competitiva e

nao-competitiva, respectivamente, verificada nas Figuras 5.13 e 5.14, provavelmente
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tenha ocorrido uma mistura de inibigdes entre os substratos BTEX, como sugerem
DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999).

Para que os modelos possam ser discriminados, somente a inspec¢éo visual
dos resultados simulados comparados aos dados experimentais e o valor da fungao
objetivo podem nao ser suficientes. Andlises estatisticas devem ser realizadas para
assegurar a qualidade dos resultados obtidos. No entanto, neste trabalho esta
metodologia n&o foi possivel, pois os autores DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999)
nao forneceram dados importantes para uma analise estatistica, tais como, erro
experimental, quantidade e repeticao dos experimentos, dentre outros.

Na Figura 5.16 verifica-se a evolugao dos valores globais da fungao objetivo
ao longo do procedimento iterativo aplicando o modelo SKIP. O processo iterativo
termina com os valores globais 6timos de cada parametro e com o menor valor da

funcao objetivo adotada durante a implementagao do método PSO.

D.fl'_
0.3+

0.27

Fungdo Objetivo

0.1

Mdmero de iteragdes

Figura 5. 16 — Evolugdo dos melhores valores globais da fung¢ao objetivo aplicando o modelo
SKIP na biodegradac¢ao do BTEX.

Os d6timos resultados alcangados durante a busca dos parametros deve-se a
estimativa inicial em um intervalo muito préximo dos valores 6timos, baseado no
conhecimento da fisiologia microbiana, ou seja, no conhecimento do comportamento
da populacdo, adquirido durante a realizacdo deste trabalho. Verificou-se que o
método PSO funciona muito bem quando os parametros estdo “longe” do 6timo
global. E quando estao proximos, torna-se mais dificil o trabalho de busca, pois os

otimos locais competem com os 6timos globais, e a busca torna-se instavel.
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Uma outra maneira de obter os parametros €& adotar o método de
decomposicédo da fungéo objetivo proposto por KROUMOV et al. (2006). O método
tem como fundamento a subdivisdo da busca da solugao global em etapas de busca
de solugdes locais. Assim, diminui-se a dimensao da tarefa de busca e as melhores
solucgdes locais sdo preservadas para posteriormente efetuar a busca global.

Admitindo-se que o modelo SKIP descreve satisfatoriamente bem os dados
experimentais da biodegradagdo da mistura BTEX, assume-se que o crescimento da

biomassa possui a tendéncia apresentada na Figura 5.17.
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Figura 5. 17 — Utilizacdo dos compostos BTEX e simulagao do crescimento da biomassa
aplicando o modelo SKIP.

A vantagem do modelo SKIP & que possibilita a quantificagdo das interagdes

entre os substratos BTEX, devido a presenga de parametros de interagdo /., os

Ji?
quais representam a influéncia do substrato “ ;" sobre a taxa de biodegradacéo do

substrato “i”. A partir dos valores estimados pelo método PSO determina-se o grau
de interacao entre os quatro compostos téxicos BTEX. Conforme a Tabela 5.12, os

valores dos parametros interativos /,,, I, e I, mostram que a presengca dos

be ?
compostos benzeno, tolueno ou xileno apresentam pouco ou nenhum efeito de
inibicdo sobre a biodegradacao do etilbenzeno. Como esperado, o grau de inibigao
do tolueno sobre a biodegradagdo do benzeno € muito maior do que o grau de

inibigdo do benzeno sobre a biodegradacdo do tolueno (7, >>1,,). O etilbenzeno

pode ser considerado o maior inibidor durante a biodegradagdo dos compostos
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BTEX, conforme os parametros /,, I, e I, , ao passo que o xileno apresenta um

et ex?

efeito inibitdrio quase insignificante, como verificado pelos pardmetros 7 ,, I, e I ,.

A associagao microbiana utilizada no experimento de DEEB & ALVAREZ-
COHEN (1999) apresenta diversas espécies de microorganismos, as quais
provavelmente possuem multiplos caminhos metabdlicos para a biodegradacédo dos
compostos BTEX. Consequentemente efeitos de mistura de diferentes inibigdes
entre os substratos BTEX ndo séo surpreendentes. Uma das culturas puras isoladas
a partir da associagdo microbiana foi caracterizada como Rhodococcus sp., espécie
que exibe uma variada capacidade metabdlica, incluindo o ataque dioxigenase e
mono-oxigenase do anel aromatico e clivagem do anel catecol por ambas as vias
orto ou meta (KIM et al., 2004; MARUYAMA et al., 2005).

A falta de especificidade do modelo SKIP n&do o torna inadequado para
descrever a biodegradacédo da mistura dos compostos BTEX, apenas n&o possibilita
a qualificagcao das interagdes envolvidas entre os substratos. Para adicionar maiores
informacdes sobre as interacbes e caminhos metabdlicos presentes na
biodegradagdo de compostos téxicos aromaticos, a seguir sdo apresentados a
avaliagcdo da modelagem cinética da biodegradagdo do benzeno, tolueno e fenol,

utilizando Pseudomonas putida F1.

5.2. Biodegradagcao dos Compostos BTF

Os dados experimentais utilizados para avaliar o desempenho dos modelos
cinéticos foram extraidos de HAMED et al. (2003). Neste estudo, foi utilizado
Pseudomonas putida F1 ATCC 700007 para a biodegradacdo de todos os
compostos BTF, individualmente e em misturas. Os microorganismos foram pré-
adaptados em benzeno a 30 mg L e tolueno a 28 mg L. As células foram
distribuidas em frascos de 160 mL, contendo 16 mL de solu¢do de sais minerais e,
em seguida, os substratos benzeno, tolueno e fenol foram adicionados. Os
experimentos foram conduzidos a 30 °C e pH 7, utilizando-se um shaker com uma
velocidade de agitagao de 150 rpm. Conforme CHANG & ALVAREZ-COHEN (1995)
esta taxa de mistura mostrou-se superar as limitagées por transferéncia de massa do
oxigénio. As massas de aromaticos adicionadas foram calculadas usando as

constantes da lei de Henry, volume do liquido e do gas no reator e concentragdes
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dos substratos na fase liquida e gasosa. Os valores das constantes da lei de Henry
para os compostos BTF foram determinados a 30 °C e calculadas como descrito por
ASHWORTH et al. (1987) apud HAMED et al. (2003).

Nas Tabelas 5.13 a 5.15 sdo apresentados os dados experimentais da
biodegradagao individual dos compostos BTF, juntamente com os dados de

crescimento da biomassa.

Tabela 5. 13 — Dados experimentais do processo de biodegradag¢ao do fenol

Tempo (h) Fenol (mg L'1) Biomassa (mg L'1)
0 200,00 28,00
2 200,00 28,00
4 200,00 28,00
6 200,00 31,20
8 191,67 32,00
10 179,17 43,20
12 154,17 45,60
14 150,00 46,40
16 141,67 47,20
18 118,75 48,80
20 116,67 55,20
22 91,67 59,20
24 83,33 68,00
26 79,17 78,40
28 66,67 80,80
30 62,50 83,20
32 20,83 85,60
35 0 88,00

Fonte: HAMED et al. (2003)

Tabela 5. 14 — Dados experimentais do processo de biodegradagao do benzeno

Tempo (h) Benzeno (mg L™) Biomassa (mg L")
0 60,00 45,00
1 60,00 45,00
2 48,75 51,62
3 37,50 85,18
4 26,25 144,55
5 3,75 206,50
6 0 240,00
7 0 240,00

Fonte: HAMED et al. (2003)
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Tabela 5. 15 — Dados experimentais do processo de biodegradagao do tolueno

Tempo (h) Tolueno (mg L") Biomassa (mg L")
0 55,00 46,15
1 48,00 46,15
2 45,92 90,38
3 21,70 123,10
4 10,42 156,25
5 417 192,31
6 1,04 188,46
7 0 180,77

Fonte: HAMED et al. (2003)

Os dados experimentais da biodegradacdo das misturas benzeno-tolueno,

benzeno-fenol e tolueno-fenol sdo apresentados nas Tabelas 5.16, 5.17 e 5.18.

Tabela 5. 16 — Dados experimentais do processo de biodegradacado da mistura
benzeno-tolueno

Tempo (h) Benzeno (mg L'1) Tolueno (mg L'1) Biomassa (mg L'1)
0 60,00 55,00 16,36
1 60,00 55,00 16,36
2 60,00 53,75 27,27
3 57,50 47,50 32,73
4 51,25 36,25 62,73
5 40,00 16,25 147,27
6 20,00 2,50 226,36
7 2,50 0 349,10
8 0 0 393,85
9 0 0 398,86

Fonte: HAMED et al. (2003)

Tabela 5. 17 — Dados experimentais do processo de biodegradacado da mistura
benzeno-fenol

Tempo (h) Benzeno (mg L'1) Fenol (mg L'1) Biomassa (mg L'1)

60,00 200,00 30,00
2 60,00 200,00 30,00
4 60,00 200,00 30,00
6 50,00 200,00 32,75
8 25,25 200,00 92,25
9 3,25 200,00 189,25
10 0 110,00 214,25
12 - 72,00 221,43
14 - 50,00 225,75
16 - 30,00 239,25
18 - 0 226,25

Fonte: HAMED et al. (2003)
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Tabela 5. 18 — Dados experimentais do processo de biodegradagao da mistura
tolueno-fenol

Tempo (h) Tolueno (mg L'1) Fenol (mg L'1) Biomassa (mg L'1)
0 55 200,00 30,00
1 55 200,00 28,48
3 25 200,00 28,92
5 0 200,00 75,64
7 0 143,25 93,48
9 - 112,25 102,48
11 - 82,75 150,00
13 - 12,75 172,48
15 - 0 196,15
17 - 0 190,48

Fonte: HAMED et al. (2003)

Os dados experimentais da biodegradagdo da mistura ternaria benzeno-
tolueno-fenol e crescimento da biomassa, obtidos de HAMED et al. (2003), séo

apresentados na Tabela 5.19.

Tabela 5. 19 — Dados experimentais do processo de biodegradacédo da mistura
benzeno-tolueno-fenol

Tempo Benzeno Tolueno Fenol Biomassa
(h) (mg L") (mg L") (mg L") (mg L")
0 60,00 55,00 200,00 48,70
2 60,00 55,00 200,00 48,70
4 48,48 33,35 200,00 83,48
6 27,27 9,10 200,00 180,00
8 0 0 200,00 290,43
10 - - 84,85 297,40
12 - - 50,00 300,87
13 - - 34,85 306,10
14 - - 19,70 309,57
15 - - 0 299,15

Fonte: HAMED et al. (2003)

5.2.1. Avaliagao dos modelos cinéticos na biodegradag¢ao individual dos
substratos BTF

Os modelos de Andrews e Monod foram aplicados para descrever os dados
experimentais de HAMED et al. (2003), nos quais 60 mg L™ de benzeno, 55 mg L™

de tolueno e 200 mg L' de fenol foram biodegradados individualmente. Os

90



Capitulo 5 — Resultados e Discussao

parametros dos modelos foram estimados pelo método PSO, e sao apresentados na
Tabela 5.20. O procedimento de estimativa dos parametros requereu um tempo de

10 a 15 minutos, aplicando 300 particulas e 25 iteragdes no método PSO.

Tabela 5. 20 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
dos compostos BTF individualmente aplicando os modelos de unico substrato

Parametros
Modelos  Substratos = o (h") K. (mgL") Yy (mgmg") K (mgL")
Benzeno 0,48 3,10 3,18 97
Andrews Tolueno 0,47 4,80 2,54 107
Fenol 0,11 76,50 0,32 84
Monod Benzeno 0,34 3,00 3,15 -
Tolueno 0,33 1,85 2,55 -

O objetivo foi identificar parametros cinéticos e estequiométricos que
apresentam significado microbiolégico adequado as condigbes estudadas por
HAMED et al. (2003). Os parametros cinéticos variam em um intervalo grande, pois
dependem do microorganismo utilizado, cultura pura ou mistura de culturas, além

das condigBes ambientais. A taxa méaxima de crescimento especifico (u,, ) para o

fenol tem sido relatada por estar no intervalo de 0,131-0,363 h™' utilizando-se mistura
de culturas e 0,10-0,90 h™' utilizando-se Pseudomonas putida F1.

Como mencionado anteriormente, o carater inibitério do substrato pode ser
determinado através da razao entre as constantes de saturacdo e inibicdo. Desta
forma, a partir dos parametros apresentados na Tabela 5.20, obtém-se os valores:
0,032 para o benzeno, 0,045 para o tolueno e 0,91 para o fenol. Isto significa que o
fenol apresenta o maior efeito inibitério ao crescimento celular, seguido pelo tolueno
e benzeno.

As simulagdes do modelo de Andrews, para a biodegradagdo do benzeno e
para o crescimento da biomassa, juntamente com os dados experimentais, sao
apresentadas nas Figuras 5.18 e 5.19, respectivamente. As simulagdes do modelo
de Monod sdo apresentadas nas Figuras 5.20 e 5.21, para a biodegradagao do

benzeno e para o crescimento da biomassa, respectivamente.
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Figura 5. 18 — Simulag&o do modelo de
Andrews e dados experimentais (HAMED et
al., 2003) para o benzeno.
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Figura 5. 20 — Simulag&o do modelo de
Monod e dados experimentais (HAMED et
al., 2003) para o benzeno.
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Figura 5. 19 — Simulag&o do modelo de
Andrews e dados experimentais (HAMED
et al., 2003) para a biomassa.
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Figura 5. 21 — Simulag&o do modelo de
Monod e dados experimentais (HAMED et
al., 2003) para a biomassa.

A inabilidade dos modelos Monod e Andrews em descrever exatamente o

crescimento da biomassa durante a utilizacdo do benzeno pode ser devido ao efeito

inibitério de intermediarios metabdlicos formados durante a biodegradacdo. Esta

dificuldade também foi relatada por REARDON et al. (2000), os quais sugerem a

formagao de semialdeido 2-hidroximuconico.

As Figuras 5.22 e 5.23 apresentam as simulagdes do modelo de Andrews e

as Figuras 5.24 e 5.25 apresentam as simulagdes do modelo de Monod, para a

biodegradagdo do tolueno e para o crescimento da biomassa, respectivamente,

juntamente com os dados experimentais.
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Figura 5. 22 — Simulagao do modelo de
Andrews e dados experimentais (HAMED et
al., 2003) para o tolueno.
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Figura 5. 24 — Simulagao do modelo de
Monod e dados experimentais (HAMED et
al., 2003) para o tolueno.
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Figura 5. 23 — Simulagao do modelo de
Andrews e dados experimentais (HAMED
et al., 2003) para a biomassa.
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Figura 5. 25 — Simulagao do modelo de
Monod e dados experimentais (HAMED et
al., 2003) para a biomassa.

Analisando as Figuras 5.18, 5.20, 5.22 e 5.24, verifica-se uma satisfatoria

relagao entre as simulacdes da utilizacido dos substratos e os dados experimentais,

sugerindo uma 6tima eficiéncia alcangada pelo método PSO implementado neste

trabalho. Os maiores desvios ocorreram quando os modelos descrevem o

crescimento da biomassa, principalmente na fase de adaptacdo, como pode ser

vistos nas Figuras 5.19, 5.21, 5.23 e 5.25. Durante o procedimento de identificagéo

de parametros é fundamental o conhecimento sobre o valor exato da concentragao

inicial de células, podendo ser este um dos motivos que acarretou na dificuldade em

descrever o crescimento da biomassa. A dificuldade em determinar a concentracao
inicial de células é frequentemente relatada (CHANG, et al., 1993; WANG & LOH,

1999), e por isso tem sido estimada juntamente com os parametros dos modelos.
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As Figuras 5.26 e 5.27 apresentam as simulagbes do modelo de Andrews
para a biodegradacdo do fenol e crescimento da biomassa, respectivamente,
juntamente com os dados experimentais. As simula¢gdes mostram claramente que o
modelo de Andrews nao representou os dados experimentais de utilizacdo do fenol,
tampouco os dados de crescimento da biomassa. Uma explicagdo para este
comportamento poderia ser atribuida a elevada concentragdo inicial de substrato
(200 mg L™, implicando inibigéo do crescimento celular devido & toxicidade do fenol.
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Figura 5. 26 — Simulagdo do modelo de Figura 5. 27 — Simulagdo do modelo de

Andrews e dados experimentais (HAMED et Andrews e dados experimentais (HAMED
al., 2003) para o fenol. et al., 2003) para a biomassa.

No entanto, analisando o sistema com relagao ao crescimento da biomassa, é
possivel observar que ocorreu um crescimento diauxico. Este fendmeno surge
quando dois ou mais substratos estdo envolvidos na biodegradagao, e sugere que o
mecanismo de regulagdo interna, conhecido como repressao catabolica, esteve
presente durante o metabolismo. Logo, evidentemente intermediarios metabdlicos
estiveram presentes durante a biodegradacdo do fenol e, portanto o modelo de
Andrews nao é capaz de considera-los. Este resultado foi o mesmo encontrado por
ALLSORP et al. (1993).

Neste caso, a modelagem cinética da biodegradacao do fenol requer dados
experimentais da utilizagao dos intermediarios metabdlicos produzidos e, além disso,
deve levar em conta os mecanismos de regulagdo génica responsaveis pelas
interacdes entre os substratos para descrever adequadamente, tanto a utilizacao
dos substratos quanto o crescimento da biomassa.

Os valores do residuo minimo estimados aplicando os modelos de Monod e

Andrews estdo apresentados na Tabela 5.21.
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Tabela 5. 21 — Valores da fungao objetivo estimados aplicando os modelos de unico
substrato na biodegradagado dos compostos BTF

Funcao Objetivo (equacgodes 4.25 e 4.26)

Modelos
Benzeno Tolueno Fenol
Monod 64 103 40107 -
Andrews 45 107 43 107 50 107

Nas Figuras 5.28 e 5.29 sdo apresentadas as simulagdes da dependéncia da
taxa de crescimento especifico em funcdo da concentragdo dos substratos benzeno

e tolueno, respectivamente, aplicando o0 modelo de Andrews.
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Figura 5. 28 — Simulagéo da taxa de Figura 5. 29 — Simulagao da taxa de
crescimento especifico aplicando o modelo crescimento especifico aplicando o modelo
de Andrews para o benzeno. de Andrews para o tolueno.

Apesar do modelo de Andrews nao descrever bem os dados experimentais da
biodegradagao do fenol, a Figura 5.30 admite que a taxa de crescimento especifico

em funcado da concentragéo do fenol segue a cinética de Andrews.
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Figura 5. 30 — Simulagao da taxa de crescimento especifico aplicando o modelo de
Andrews para o fenol.
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A taxa maxima de crescimento especifico no benzeno é de 0,35 h™ e no
tolueno é de 0,33 h™', nas concentragdes criticas de 17,34 mg L™ e 22,67 mg L™,
respectivamente. Estes valores s&o obtidos a partir das equacgdes (5.9) e (5.10) e
sao visualizadas nas Figuras 5.28 e 5.29.

A partir das investigagdes sobre a cinética de biodegradacao individual dos
substratos, € possivel avaliar as mudangas na fisiologia microbiana quando a
biodegradagao ocorre em misturas de substratos. Além disso, os modelos simples
sao utilizados como base para avaliacdo dos modelos sofisticados apresentados

para a biodegradagao dos multiplos substratos.

5.2.2. Avaliagao dos modelos cinéticos na biodegradagao da mistura benzeno-

tolueno

Na Tabela 5.22 sdo apresentados os valores dos parametros dos modelos

cinéticos propostos, estimados pelo método PSO.

Tabela 5. 22 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
da mistura benzeno-tolueno aplicando os modelos de multiplos substratos

Parametros
Modelos Substratos
Mmax Ks Yxis I Iot

(h") (mgL") (mgmg?)
Inibicao Benzeno 0,85 7,80 3,20 - -
Competitiva Tolueno 0,40 1,40 2,95 - -
Inibicdo Benzeno 0,83 31,00 2,12 - -
Acompetitiva Tolueno 0,81 9,50 2,00 - -
Inibicdo Benzeno 0,85 38,60 1,55 - -
N&o-Competitiva Tolueno 0,85 12,40 1,85 - -
SKIP Benzeno 0,85 15,00 3,20 5,00 -

Tolueno 0,41 2,00 2,85 - 0,20

Os valores do residuo minimo dos modelos aplicados para descrever a
biodegradagdo da mistura benzeno-tolueno sédo apresentados na Tabela 5.23, onde
verifica-se que o modelo de inibicdo competitiva e 0 modelo SKIP apresentaram os
melhores ajustes aos dados experimentais; resultado similar ao encontrado por
REARDON et al. (2000).
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Tabela 5. 23 — Valores da fungao objetivo estimados aplicando os modelos de
multiplos substratos na biodegradagéo da mistura benzeno-tolueno

Modelos Funcao Objetivo (equacgodes 4.25 e 4.26)
Inibicdo Competitiva 0,093
Inibicdo Acompetitiva 0,400
Inibicdo Nao-Competitiva 0,632
SKIP 0,104

As concentragdes iniciais de benzeno e de tolueno foram de 60 mg L™ e 55
mg L™, respectivamente, e o satisfatério ajuste do modelo de Andrews aos dados
experimentais da biodegradacgao individual destes compostos, foi condizente com os
resultados apresentados por HAMED et al. (2003). Estes autores mostraram que
efeitos de inibigdo pelo substrato ocorreram em concentragdes acima de 30 mg L

para o benzeno e 28 mg L™ para o tolueno. Partindo-se desta verificagdo, propds-se
adicionar o termo de inibicdo pelo substrato (S%ﬁ) no modelo de inibicdo

competitiva para biodegradagao da mistura benzeno-tolueno. Assim, as taxas de
crescimento especifico na mistura sdo dadas pelas equacgdes (5.31) e (5.32), para o

benzeno e para o tolueno, respectivamente.

/uma'x,,S . 1
My, = g2 : I (-3
Ks, +S, + >+, %
Ki, Ks,
luma'x, St (532)

M, = g2 %
Ks, +S,+-"+8, L
Ki, Ks,

A estimativa dos parametros cinéticos para o modelo de inibicado competitiva

com o termo de inibicdo pelo substrato, cujos valores s&o apresentados na Tabela
5.24, resultaram no valor de 0,089 para a fungdo objetivo. Verifica-se que a
modificagdo proposta no modelo de inibicdo competitiva diminuiu o valor da fungao
objetivo e melhorou o ajuste aos dados experimentais da biodegradacao da mistura
dos compostos toxicos. Isso ocorre, pois a adicdo de mais parametros proporciona
maior flexibilidade ao modelo. Por outro lado, durante a estimativa dos oito
parametros do novo modelo, observou-se uma instabilidade durante a busca, o que
aumentou a dificuldade na estimativa dos valores 6timos globais. Os resultados

apresentados na Tabela 5.24 mostram valores similares de 4,, no benzeno e
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tolueno, e os dados experimentais mostram que ambos foram consumidos
praticamente ao mesmo tempo. O valor de Ks mostra que Pseudomonas putida F1
apresenta maior afinidade com o tolueno, mesmo que o coeficiente de rendimento

Y_,. seja pouco maior no benzeno.

Tabela 5. 24 — Valores dos parametros estimados aplicando o Modelo de Inibigao
Competitiva modificado na biodegradagédo da mistura benzeno-tolueno

Substratos Mmax () Ke(mgL")  Yus (mgmg') Ki(mglL?)
Benzeno 0,837 28,50 3,23 140
Tolueno 0,844 7,60 2,82 35,70

O meétodo PSO foi implementado em um microcomputador AMD Sempron
2800 Hz, 512 MB de memodria RAM. A estimativa dos seis parametros dos modelos
de inibicdo requereu um tempo de 25 a 28 minutos, aplicando 300 particulas e 25
iteracdes. O modelo SKIP e o modelo de inibicao modificado, os quais apresentam
oito parametros, necessitaram de 27 e 34 minutos em média, respectivamente.

As simulagdes do modelo de inibigdo competitiva modificado, juntamente com
os dados experimentais obtidos por HAMED et al. (2003), sdo apresentadas nas
Figuras 5.31 e 5.32, para a utilizagdo da mistura benzeno-tolueno e para o
crescimento da biomassa, respectivamente.
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Figura 5. 31 — Simulagéo do modelo de Figura 5. 32 — Simulagédo do modelo de
inibicdo competitiva modificado e dados inibicdo competitiva modificado e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a experimentais (HAMED et al., 2003) para a
mistura benzeno-tolueno. biomassa.

Como pode ser visto, o0 modelo de inibicdo competitiva modificado descreveu
muito bem a utilizacdo de ambos os substratos benzeno e tolueno. O desvio na

simulacao do crescimento da biomassa pode ser atribuido a prolongada fase de
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adaptacao (primeiras 3 horas), a qual ndo é levada em conta na modelagem
cinética. Usualmente, em tratamento de efluentes, a adaptagcdo dos
microorganismos aos compostos toxicos presentes no ambiente leva tempo, e se
este periodo de adaptacgao for muito longo, os esforgcos na modelagem, geralmente,
sdo concentrados no ponto em que o processo se inicia. Os demais modelos
cinéticos aplicados para descrever os dados experimentais da mistura benzeno-
tolueno também tiveram dificuldade em ajustar o perfil do crescimento da biomassa.

As simulagdes dos demais modelos aplicados para descrever o consumo dos
substratos sdo apresentadas nas Figuras 5.33, 5.35, 5.37 e 5.39, e mostram-se
adequadamente ajustadas aos dados experimentais e, portanto, resultaram em
representacdes similares.
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Figura 5. 33 — Simulagdo do modelo de Figura 5. 34 — Simulagao do modelo de
inibicao competitiva e dados experimentais inibicado competitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura (HAMED et al., 2003) para a biomassa.
benzeno-tolueno.
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Figura 5. 35 — Simulagdo do modelo de Figura 5. 36 — Simulagao do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados experimentais inibicdo acompetitiva e dados
(HAMED et al., 2003) para a mistura experimentais (HAMED et al., 2003) para a
benzeno-tolueno. biomassa.
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Entretanto, as simulagdes para o crescimento da biomassa, aplicando o

modelo de inibicdo acompetitiva e o0 modelo de inibigdo ndo-competitiva, apresentam

distorcbes em relagdo aos dados experimentais, como pode ser notado nas Figuras

5.36 e 5.38, além de resultarem em maiores valores da fungdo objetivo, como

apresentados na Tabela 5.21.
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Figura 5. 37 — Simulagéo do modelo de
inibicdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
mistura benzeno-tolueno.
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Figura 5. 38 — Simulagéo do modelo de
inibicdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
biomassa.

O modelo SKIP apresentou um comportamento similar ao modelo de inibigdo

competitiva, tanto no consumo de substratos quanto no crescimento da biomassa,

visualizados nas Figuras 5.39 e 5.40. Este fato pode ser atribuido aos valores dos

parametros /., Ks, e Ks, estimados. Se I, =Ks,/Ks, e I, =Ks,/Ks,, entdo o

modelo SKIP reduz-se a inibicdo competitiva.
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Figura 5. 39 — Simulag&o do modelo SKIP e
dados experimentais (HAMED et al., 2003)
para a mistura benzeno-tolueno.
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Figura 5. 40 — Simulag&o do modelo SKIP e
dados experimentais (HAMED et al., 2003)
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HAMED et al. (2003) conduziram seus experimentos utilizando Pseudomonas
putida F1, cujas enzimas induziveis sdo n&o-especificas, permitindo uma utilizagédo
simultdnea de varios substratos similares. Os autores mostraram que a
biodegradagao do benzeno e tolueno em mistura ocorreu simultaneamente, onde o
tolueno foi o primeiro composto a ser esgotado. Assim, & possivel concluir que o
tolueno inibiu a biodegradagcdo do benzeno muito mais do que o benzeno inibiu a
utilizagdo do tolueno, comportamento bastante conhecido (CHANG et al., 1993; OH
et al., 1994, REARDON et al., 2000; ABUHAMED et al., 2004). Os valores dos

paradmetros de interacéo (/,,, ) estimados aplicando o modelo SKIP (Tabela 5.23)

comprovam este comportamento, ou seja, o grau de inibicdo do tolueno sobre a
biodegradagdo do benzeno é muito maior do que o grau de inibigdo do benzeno
sobre a biodegradagéo do tolueno (7, = 5,00 e I,, =0,20). ABUHAMED et al. (2004)

encontraram os valores [, =5,16 e I,, =0,49e REARDON et al. (2000) encontraram
osvalores [, =5,00+£0,30 e 1,, =0,01+0,003.

A biodegradacéo do benzeno e tolueno por Pseudomonas putida F1 tem sido
extensamente estudada. Os relatos mostram que a mesma rota metabdlica pode ser
utilizada para catabolizar ambos os substratos. A Figura 5.41 apresenta as rotas
metabdlicas envolvidas na biodegradacdo aerdbica do tolueno, benzeno e fenol,

utilizando-se Pseudomonas putida F1.

Tolueno Fenol
CHs, Benzeno H
tolueno
dioxigenase tolueno
l l dioxigenase i
Hs H
H 2a OH H
3,.0H Tolueno H
cis-dihidrodiol > OH Benzeno 2.0H Fenol
I§| OH H cis-dihidrodiol cis-dihidrodiol
¢ OH
N\ CH; \ rd H
@OH 3-metilcatechol OOH
catecol
OH l OH
l (0]

CHs 2-hidroxi-6-oxo- |
o
« OH2,4-heptadienoato (COOH semialdeido
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CH:CH + CH3CCOO™
acetaldeido piruvato

Figura 5. 41 — Rota metabdlica do tolueno, benzeno e fenol por Pseudomonas putida F1.
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Pseudomonas putida F1 inicia a oxidagcdo do tolueno incorporando dois
atomos de oxigénio molecular no anel aromatico para formar tolueno cis-dihidrodiol
(GIBSON et al.,, 1970 apud HAMED et al., 2003); mais adiante, uma reacdo de
desidrogenacgao forma 3-metilcatecol. A clivagem do extradiol na posi¢cao 2,3 pela
enzima metil catecol 2,3-dioxigenase resulta 2-hidroxi-6-oxo-2,4-heptadienoato, que
em seguida €& metabolizado até 2-hidroxipenta-2,4-dienoato e acetato. Estes
microorganismos também podem crescer no fenol, onde catecol e semialdeido 2-
hidroximucénico foram identificados como subprodutos intermediarios (SPAIN &
GIBSON, 1988 apud HAMED et al., 2003). O caminho metabdlico de degradagao do
benzeno por P. putida F1 também envolve a adicdo de dois atomos de oxigénio,
catalizada pela enzima tolueno dioxigenase, para formar benzeno cis-dihidrodiol,
seguido pela desidrogenacao até catecol. Todos estes intermediarios identificados
sdo em seguida metabolizados aos intermediarios do ciclo de Krebs, acetaldeido e
piruvato.

Portanto, a utilizagdo simultanea observada durante a biodegradacdo da
mistura benzeno-tolueno suporta a hipotese de que as reacdes envolvidas sao
catabolizadas pela mesma enzima, caracterizada como tolueno dioxigenase (TOD)
(ZYLSTRA & GIBSON, 1989 apud REARDON et al., 2000). Isto significa que os
substratos sao utilizados pela mesma rota metabdlica, o que sugere a presenca de
inibicdo competitiva entre os substratos. Durante a inibicdo competitiva, substratos
que possuem estrutura quimica similar, como o benzeno e o tolueno, competem pelo
mesmo sitio ativo da enzima e portanto, sdo adequados os resultados encontrados
pelo ajuste do modelo de inibicdo competitiva aos dados experimentais. Além disso,
a adicado do termo de inibigdo pelo substrato tornou o ajuste do modelo de inibigéo
competitiva ainda melhor.

Nas Figuras 5.42 e 5.43 sao apresentadas as simulagbes das taxas de
crescimento especifico no benzeno e no tolueno, aplicando o modelo de inibigao
competitiva modificado, em fung¢ao de suas concentragdes.

A eficiéncia da biodegradacao ¢é intensificada quando ocorre utilizagao
simultédnea de rotas metabdlicas em comparagao as taxas de crescimento durante a
biodegradagao individual dos substratos. Esta intensificagdo pode ser atribuida as
taxas elevadas de crescimento e ocorre devido a indugéo nao-especifica de enzimas
para biodegradacao de substratos similares ou a convergéncia de rotas metabdlicas

para a utilizacdo de multiplos substratos.
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As simulacbes da taxa de crescimento especifico aplicando o modelo de
inibicdo competitiva modificado foram realizadas, adotando-se a metodologia de
analise de superficie, com o objetivo de comparar as taxas de biodegradacédo dos
substratos em mistura com as taxas de biodegradagao individuais dos substratos.

Conforme a Figura 5.42, a medida que a concentragao do tolueno aumenta, a
taxa de crescimento especifico no benzeno decresce. O mesmo ¢é verificado na
Figura 5.43, a medida que a concentragcdo do benzeno aumenta a taxa de
crescimento especifico no tolueno diminui. Quantitativamente essa diminuicdo é
maior observada para a taxa especifica de crescimento no benzeno, mostrando um

maior grau de inibigao pelo tolueno.
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Figura 5. 42 — Simulagao da taxa especifica Figura 5. 43 — Simulagao da taxa especifica

de crescimento na mistura aplicando o de crescimento na mistura aplicando o
modelo de inibicdo competitiva modificado modelo de inibicao competitiva modificado
para o benzeno. para o tolueno.

Neste caso, as taxas maximas de crescimento especifico no benzeno e no
tolueno aumentaram quando ambos foram utilizados em mistura, se comparadas as
respectivas taxas maximas de crescimento nos compostos individuais. Os valores
aumentaram de 0,35 para 0,45 h™ no benzeno e 0,33 para 0,44 h™' no tolueno. No
entanto, verifica-se que a biodegradagdo do benzeno na presenca do tolueno
ocorreu em 8 horas, enquanto individualmente o benzeno foi completamente
consumido em 6 horas. Por outro lado, a presenga do benzeno nao afetou

significativamente o tempo de biodegradacao do tolueno (7 horas).
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5.2.3. Avaliagao dos modelos cinéticos na biodegradagao da mistura benzeno-

fenol

A modelagem da cinética de biodegradagcédo da mistura benzeno-fenol partiu
das seguintes suposicbes: (a) HAMED et al. (2003) mostraram que efeitos de
inibicdo pelo substrato ocorreram em concentragdes acima de 30 mg L™ de
benzeno; (b) considerou-se a inadequag&o do modelo de Andrews em ajustar-se aos
dados experimentais em elevados valores da concentraggo inicial do fenol (200 mg
L™, atribuida & inibicdo por intermediarios metabdlicos, conforme verificado em
WANG & LOH (1999).

Assim, propés-se adicionar, em todos os modelos cinéticos avaliados, o termo

de inibicao pelo substrato (S%Q.), para a biodegradagao do benzeno, e o termo de

o . o (s, -5,

inibicdo causada pela presenca de intermediarios metabdlicos K—f , para a
Ly

biodegradagao do fenol, na modelagem da biodegradacédo da mistura benzeno-fenol.

ApoOs realizar as modificacbes em todos os modelos, utilizou-se 0o método
PSO na estimativa dos parametros cinéticos, os quais sdo apresentados na Tabela
5.25. O procedimento realizado, utilizando 300 particulas e 25 iteragdes, necessitou
de um tempo de 32 a 47 minutos durante a estimativa dos oito parametros dos
modelos de inibigdo, e 40 minutos para a estimativa dos dez parametros do modelo
SKIP.

Tabela 5. 25 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
da mistura benzeno-fenol aplicando os modelos de multiplos substratos

Parametros

Modelos Substratos .., Ks Yys K; by o

(h") (mgL") (mgmg”) (mgL”)
Inibicdo Benzeno 0,50 0,020 2,36 24,00 - -
Competitiva Fenol 0,14 41,00 0,30 8400 - -
Inibicao Benzeno 0,85 0,20 1,73 22,00 - -
Acompetitiva Fenol 0,28 82,00 0,37 54,00 - -
Inibigcao Benzeno 0,84 0,46 1,73 29,00 - -
Nao-competitiva Fenol 0,31 72,00 0,51 62,00 - -
SKIP Benzeno 0,71 0,16 1,25 8,50 0,001 -
Fenol 0,30 35,00 0,55 75,00 - 84
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Observa-se que os valores dos parametros foram obtidos corretamente. A

taxa maxima de crescimento especifico u,,, no benzeno mostra-se maior, o que

pode indicar que o benzeno foi utilizado primeiramente ao fenol; o baixo valor de Ks
mostra que Pseudomonas putida F1 apresenta maior afinidade com o benzeno,

proporcionando maior coeficiente de rendimento v_,,; e os valores de K%Q indicam

x/s;

que o fenol apresenta elevado efeito inibitorio.
ABUHAMED et al. (2004) utilizaram com sucesso o modelo SKIP na
modelagem da biodegradagdo dos compostos BTF e estimaram os parametros de

interagdo 7, =108 e [, =027. Isto significa que o benzeno intensificou a

biodegradagdo do fenol e o fenol inibiu a biodegradacido do benzeno. Valores
contrarios foram relatados por REARDON et al. (2000), os quais estimaram

1,=001+0002 e I,=185+15, mostrando um comportamento similar ao

encontrado neste trabalho, ou seja, o benzeno inibe a biodegradagéo do fenol.

As simulagdes dos modelos sao apresentadas nas Figuras 5.44 a 5.51, onde
se observa que o0s modelos de inibicdo, competitiva e n&o-competitiva,
apresentaram os melhores ajustes, como pode ser confirmado pelos valores da

funcao objetivo apresentadas na Tabela 5.26.

Tabela 5. 26 — Valores da fung¢ao objetivo estimados aplicando os modelos de
multiplos substratos na biodegradacédo da mistura benzeno-fenol

Modelos Funcgao Objetivo (equacgoes 4.25 e 4.26)
Inibicdo Competitiva 0,188
Inibicdo Acompetitiva 0,400
Inibicdo Nao-Competitiva 0,360
SKIP 0,390

Assim, considerando as modificagdes propostas, as taxas especificas de
crescimento no benzeno e no fenol, aplicando o modelo de inibicdo competitiva,

podem ser apresentadas pelas equacdes (5.33) e (5.34), respectivamente.

/uma'x,, Sb (533)

o = S? K
Ks, +S, + >+, il
Ki, Ks,
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- M, S s (5.34)
Y (S, -5, ) Ks,
Ks, +S,+————+8,| /—
' ‘ Klf Ks,

Verifica-se que, dentre os modelos avaliados, o modelo de inibicdo
competitiva descreve muito bem, tanto a utilizacdo dos substratos, quanto o
crescimento da biomassa, observado nas Figuras 5.44 e 5.45.
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Figura 5. 44 — Simulagao do modelo de Figura 5. 45 — Simulagao do modelo de
inibicdo competitiva e dados experimentais inibicdo competitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura (HAMED et al., 2003) para a biomassa.

benzeno-fenol.

Durante a biodegradacdo do benzeno e fenol em mistura observou-se uma
utilizacao sequencial dos substratos. Assim, o benzeno foi primeiramente consumido
e a degradacao do fenol nao iniciou antes que a concentragcdo do benzeno atingisse
valores proximos de zero. Este comportamento € conhecido como repressao
catabdlica e caracteriza o crescimento diauxico, onde duas fases de crescimento
exponencial sdo apresentadas pela biomassa. Portanto, neste caso, o benzeno
estaria reprimindo a expressao de genes que codificam enzimas necessarias ao
metabolismo do fenol. REARDON et al. (2000) também verificaram este
comportamento e sugeriram que a biodegradagcdo do benzeno pode ser inibida
competitivamente pela presenca do fenol, e que o efeito do benzeno sobre a
biodegradagao do fenol € muito mais complexo.

Os dados experimentais da biomassa apresentam crescimento diauxico, mas
o conhecimento de que a mesma enzima, conhecida como tolueno dioxigenase, é
utilizada para iniciar a oxidagdo do benzeno e fenol é relevante para sugerir que

inibicdo competitiva esteja ocorrendo entre ambos os substratos.
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As Figuras 5.46 e 5.47 apresentam as simulagdes do modelo de inibigéo

acompetitiva, para a biodegradagao da mistura benzeno-fenol e para o crescimento

da biomassa, juntamente com os dados experimentais, onde também se observa um

bom desempenho do modelo.
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Figura 5. 46 — Simulag&o do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura
benzeno-fenol.
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Figura 5. 47 — Simulag&o do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
biomassa.

A biodegradacao individual do benzeno ocorreu em 6 horas, e quando na
presenca do fenol, sua utilizacdo completa aumentou para 10 horas. Isso mostra que
o fenol prejudica a taxa de biodegradacédo do benzeno, nas condigbes que este
experimento foi conduzido, provavelmente por aumentar o tempo de adaptacao dos
microorganismos. Por outro lado, verifica-se que o benzeno diminuiu o tempo de
biodegradagao do fenol. Individualmente, o fenol foi completamente esgotado em 35
horas, e quando esteve em mistura com o benzeno, seu tempo de biodegradacéo foi
menor, atingindo 18 horas. Isto pode ser atribuido ao fato de que a biomassa
remanescente da biodegradacdo do benzeno passa a utilizar rapidamente o
segundo substrato. Além disso, benzeno e fenol produzem exatamente o mesmo
intermediario (semialdeido 2-hidroximucbnico) durante a metabolizagdo por
Pseudomonas putida F1, sugerindo a utilizagdo da mesma enzima. Assim, as
enzimas primeiramente requeridas para a utilizacdo do benzeno metabolizam
rapidamente o fenol.

As simulag¢des do modelo de inibigdo ndo-competitiva, para a degradacgéo da
mistura benzeno-fenol e para o crescimento da biomassa, sdo apresentadas nas
Figuras 5.48 e 5.49. Neste caso, o substrato inibidor, o benzeno, estaria inativando o

complexo enzima-fenol.
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Figura 5. 48 — Simulag&o do modelo de
inibicdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
mistura benzeno-fenol.
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Figura 5. 49 — Simulag&o do modelo de
inibicdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
biomassa.

As simulagdes do modelo SKIP, para a biodegradagao da mistura benzeno-
fenol e para o crescimento da biomassa, sdo apresentadas nas Figuras 5.50 e 5.51.
Este modelo foi (2000) e
ABUHAMED et al. (2004) para representar a biodegradagdo da mistura benzeno-
fenol por meio de Pseudomonas putida F1.

satisfatoriamente utilizado por REARDON et al.
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Figura 5. 51 — Simulagcé&o do modelo SKIP e
dados experimentais (HAMED et al., 2003)
para a biomassa.

Figura 5. 50 — Simulag&o do modelo SKIP e
dados experimentais (HAMED et al., 2003)
para a mistura benzeno-fenol.

Todos os modelos falharam ao descrever a fase de adaptacdo do
microorganismo (até 6 horas), pois este fator ndo é levado em conta na modelagem
cinética. A fase de crescimento exponencial também nao é adequadamente descrita
pelos modelos. O comportamento do sistema deve ser analisado em dois niveis. O
primeiro € baseado na resposta do sistema durante a metabolizagcdo dos substratos,

e o segundo refere-se ao crescimento da biomassa como fungédo da biodegradacgéao
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do substrato. Verifica-se que a utilizacdo do fenol somente inicia-se quando a
concentragdo do benzeno aproxima-se de zero, ou seja, 0 benzeno aparentemente
estaria reprimindo a sintese de enzimas requeridas para a degradagao do fenol. Isto

também pode ser verificado pelo alto valor do parametro 7, estimado (Tabela 5.25),

na tentativa de ajustar os dados aplicando o modelo SKIP, sendo que este valor foi
interpretado como sendo o grau de inibicdo do benzeno sobre a biodegradagéao do
fenol. Por outro lado, o fenol tem pouco efeito na biodegradacédo do benzeno.

Apo6s 9 horas, aproximadamente, o crescimento da biomassa continua apenas
devido a utilizagao do fenol. A concentragdo do benzeno encontra-se esgotada as 10
horas, enquanto 110 mg L™ de fenol permanece sujeito a biodegradagdo. Assim,
apo6s as 10 horas somente o composto fenol torna-se responsavel pelo crescimento
da biomassa e os valores dos coeficientes de rendimento estimados (Tabela 5.25)
descrevem muito bem esta tendéncia, isto €, alto coeficiente de rendimento no
benzeno e baixo coeficiente de rendimento no fenol.

Apesar dos substratos benzeno e fenol ndo serem utilizados
simultaneamente, o satisfatério ajuste do modelo de inibigdo competitiva suporta a
hipétese de que as reacdes envolvidas sdo catabolizadas pela mesma enzima,
caracterizada como tolueno dioxigenase. Portanto, os substratos sao utilizados pela
mesma rota metabdlica da P. putida F1, que pode ser visualizadas na Figura 5.41.

Finalmente, as taxas de crescimento especifico no benzeno e no fenol séo
representadas em fungdo de suas concentragbes nas Figuras 5.52 e 5.53,
respectivamente. Admite-se que o modelo de inibicdo competitiva modificado melhor
descreve a biodegradacdo da mistura benzeno-fenol. As anadlises de superficie
mostram claramente os efeitos de inibicdo pelo substrato benzeno, verificado na
Figura 5.52, independentemente da concentragdo do fenol. A taxa maxima de
crescimento especifico no benzeno em mistura aumentou (0,35 para 0,46 h™"). Apds
este valor maximo de 0,46 h'1, a taxa de crescimento especifico no benzeno sofre
um decréscimo maior se comparado a biodegradacao individual (Figura 5.28). Isto
também pode explicar porque a biodegradagdo do benzeno em mistura foi mais
demorada (10 horas) se comparado a biodegradagdo do composto individualmente
(6 horas). A Figura 5.53 mostra que no fenol, a taxa de crescimento especifico é
observada somente quando a concentracdo do benzeno € nula, e efeitos de inibigao

pela presenga de intermediarios metabdlicos sdo observados a partir de 200 mg L,
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onde a taxa de crescimento especifico comecga a decrescer. Comparacgdes entre as

taxas de biodegradac&o do fenol, individualmente e em mistura, ndo sdo possiveis,

pois, neste caso, 0 modelo de Andrews ndo pdde ajustar adequadamente os dados
experimentais de HAMED et al. (2003).

Fenol[mg/L] 150

Taxa de Crescimenta Especifico Benzeno[1/h]
[
]

Figura 5. 52 — Simulagao da taxa especifica
de crescimento na mistura aplicando o
modelo de inibicdo competitiva modificado

para o benzeno.
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Figura 5. 53 — Simulagao da taxa especifica
de crescimento na mistura aplicando o
modelo de inibicado competitiva modificado
para o fenol.

5.2.4. Avaliagao dos modelos cinéticos na biodegradagao da mistura tolueno-

fenol

A partir do método de busca PSO, implementado neste trabalho, foi possivel a

estimativa dos parametros cinéticos e estequiométricos, apresentados na Tabela

5.27.

Tabela 5. 27 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
da mistura tolueno-fenol aplicando os modelos de multiplos substratos

Parametros
Modelos Substratos Mmax Ks Yys e s
(")  (mgL") (mgmg")
Inibicao Tolueno 0,17 0,10 0,66 - -
Competitiva Fenol 0,13 15,00 0,62 - -
Inibicdo Tolueno 0,55 1,75 0,54 - -
Acompetitiva Fenol 0,21 66,00 0,66 - -
Inibicdo Tolueno 0,65 1,00 0,55 - -
N&o-Competitiva Fenol 020 58,50 0,66 - -
SKIP Tolueno 0,24 1,00 0,75 0,047 -
Fenol 0,13 20,00 0,60 - 55
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Os valores dos parametros estimados mostram-se coerentes: u,,. no tolueno

apresenta-se maior que no fenol, podendo indicar que tolueno foi primeiramente
utilizado; e o baixo valor de Ks mostra uma maior afinidade de Pseudomonas putida
F1 com o tolueno. Durante a busca, verificou-se uma grande dificuldade em estimar
os valores 6timos, devido a uma instabilidade produzida durante a evolugdo da
funcdo objetivo. O tempo requerido na estimativa dos seis parametros de cada
modelo de inibicdo variou entre 30 a 35 minutos. Os parametros do modelo SKIP
necessitaram de 27 minutos para serem estimados.

Seguindo a mesma estratégia utilizada nas simulagcbes anteriores para a
modelagem da cinética microbiana, confirmou-se que modificagdes nos diferentes
modelos nao resultaram melhorias nas simulacdes e, portanto, os modelos foram
avaliados em sua forma original. No entanto, outros modelos que incorporem os
mecanismos internos de regulagdo génica deveriam ser investigados para corrigir
algumas falhas que estes modelos n&o-estruturadas apresentaram ao descrever a
biodegradagao da mistura tolueno-fenol, como podem ser visualizados a seguir.

Nas Figuras 5.54 e 5.55 sdo apresentadas as simulagdes da utilizagado da
mistura tolueno-fenol e do crescimento da biomassa, respectivamente, aplicando o

modelo de inibigdo competitiva, juntamente com os dados experimentais.
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Figura 5. 54 — Simulagdo do modelo de Figura 5. 55 — Simulagdo do modelo de
inibicdo competitiva e dados experimentais inibicdo competitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura tolueno- (HAMED et al., 2003) para a biomassa.
fenol.

Na biodegradacdo do tolueno e fenol também se confirmou uma utilizagdo
sequencial dos substratos, na qual o tolueno foi primeiramente consumido e a
degradacgao do fenol ndo comegou até que a concentragdo do tolueno esgotasse

completamente. Neste caso, os dados experimentais da biomassa mostram a
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existéncia de duas fases de crescimento exponencial caracterizando o crescimento
diauxico. Portanto, neste caso, o tolueno estaria reprimindo a expressao de genes
que codificam enzimas necessarias ao metabolismo do fenol, caracterizando o
mecanismo de repressao catabdlica. Mas, este pode ndo ser um caso de repressao
catabdlica, visto que Pseudomonas putida F1 utiliza a mesma enzima (tolueno
dioxigenase) para metabolizar ambos os substratos tolueno e fenol. Portanto, o
ajuste adequado do modelo de inibicdo competitiva sugere que o tolueno e o fenol
competem pelo mesmo sitio ativo da enzima.

Apesar de todos os modelos resultarem em valores da fungdo objetivo
bastante proximos, conforme apresentado na Tabela 5.28, admite-se que o modelo

de inibicdo competitiva descreve melhor os dados experimentais.

Tabela 5. 28 — Valores da fungao objetivo estimados aplicando os modelos de
multiplos substratos na biodegradacéo da mistura tolueno-fenol

Modelos

Funcao Objetivo (equacgoes 4.25 e 4.26)

Inibicdo Competitiva
Inibicdo Acompetitiva
Inibicdo Nao-Competitiva
SKIP

0,059
0,062
0,063
0,075

As Figuras 5.56 e 5.57 apresentam as simulagbes do modelo de inibigdo

acompetitiva, para a utilizacdo da mistura tolueno-fenol e para o crescimento da

biomassa, respectivamente, juntamente com os dados experimentais.
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Figura 5. 56 — Simulagéo do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura tolueno-

fenol.
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Figura 5. 57 — Simulagéo do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
biomassa.
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Entretanto, nenhum modelo foi capaz de descrever o crescimento da
biomassa, que aparentemente caracteriza-se como um fenémeno diauxico, isto €&,
aparecimento de duas fases de crescimento exponencial separados por uma fase de
adaptacdo, chamada de adaptacdo diauxico. Assim, o consumo do primeiro
substrato, o tolueno, é seguido por um periodo de adaptagcdo dos microorganismos
ao segundo substrato, o fenol. O fenébmeno diauxico, que ocorre quando dois ou
mais substratos estdo sendo consumidos, € caracterizada pela utilizagao sequencial,
mas também pode envolver a utilizacdo simultdnea dos substratos presentes. Neste
caso, analisando o sistema com relacdo a utilizacdo dos substratos tolueno e fenal,
verifica-se que ocorreu utilizacdo sequiencial das rotas metabdlicas, e portanto um
dos substratos pode estar inibindo a degradagéo de outro por toxicidade, represséo
catabdlica ou inibicdo enzimatica. Teoricamente, o aparecimento de duas fases de
crescimento exponencial pode comprovar a repressao catabdlica do tolueno. Além
disso, a utilizagdo do fenol inicia-se somente quando a concentragdo do tolueno
encontra-se nula.

As simulacdes do modelo de inibicado ndo-competitiva e do modelo SKIP, para
a utilizacdo da mistura tolueno-fenol e para o crescimento da biomassa, sao

apresentadas nas Figuras 5.58 e 5.59 e nas Figuras 5.60 e 5.61, respectivamente.
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Figura 5. 58 — Simulagao do modelo de Figura 5. 59 — Simulagao do modelo de
inibicdo ndo-competitiva e dados inibicdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a experimentais (HAMED et al., 2003) para a
mistura tolueno-fenol. biomassa.

Apesar de nao predizer exatamente o crescimento da biomassa, observa-se
que os modelos descreveram adequadamente o processo de biodegradacédo da

mistura tolueno-fenol.
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Figura 5. 60 — Simulacdo do modelo SKIP e Figura 5. 61 — Simulacdo do modelo SKIP e
dados experimentais (HAMED et al., 2003) dados experimentais (HAMED et al., 2003)
para a mistura tolueno-fenol. para a biomassa.

Os modelos avaliados neste trabalho, para os sistemas com multiplos
substratos, ndo incorporam os mecanismos de regulagdo interna envolvidos no
crescimento microbiano. Tais modelos, apresentados em diversos trabalhos
(BRANDT et al.,, 2004; HAMILTON et al.,, 2005; NARANG, 2006), avaliam a
regulacdo genética dos sistemas, especialmente os que apresentam crescimento
diduxico, considerando os microorganismos como “optimal strategists”, além de
simular a fase de adaptacao diauxico.

Os mecanismos regulatorios, que causam as preferéncias microbianas por
determinado substrato e consumo destes sequencialmente e/ou simultaneamente,
sdo bastante complexos. Logo, assume-se que a biodegradagdo da mistura tolueno-
fenol ocorre devido a inibicdo enzimatica, visto que a utilizacdo de ambos os
substratos tolueno e fenol foram adequadamente descrita aplicando os modelos de
inibicdo. Provavelmente, tolueno e fenol competem pelo mesmo sitio ativo da
enzima responsavel pelo catabolismo destes substratos, por meio de inibigao
competitiva. Sugere-se que o grau de inibicdo do tolueno sobre a biodegradagao do
fenol seja bastante elevado. Em contrapartida, a influéncia do fenol sobre a
biodegradacgao tolueno nao é significativa.

Este comportamento pode ser comprovado pelos valores dos parametros de
interagdo quando aplicado o modelo SKIP no ajuste aos dados experimentais. Este
modelo foi utilizado com sucesso por REARDON et al. (2000, 2002) e ABUHAMED
et al. (2004) na representacao da biodegradacdo da mistura tolueno-fenol. Apesar

de ndo constatarem inibicdo competitiva entre o tolueno e o fenol, REARDON et al.
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(2000, 2002) estimaram 1, =555, [, =0,01£0,002 e I, =806%6, I, =06%003,

respectivamente, sugerindo que o tolueno inibe a biodegradacdo do fenol, muito
mais do que o fenol inibe a biodegradacao do tolueno. Neste trabalho, na tentativa
de ajustar o modelo SKIP aos dados experimentais, estimaram-se os parametros
1,=2355 e 1,=0067. Por outro lado ABUHAMED et al. (2004) encontraram

resultados opostos, isto €, I,=014el,=103.

Pode-se afirmar que tolueno inibe o consumo do fenol e os resultados séo: a
prolongada fase de adaptagao, antes que a degradacgao do fenol comece, e a rapida
taxa de biodegradagdo do tolueno. Este resultado também foi encontrado por
REARDON et al. (2002). Estes autores acreditam que a inibicado da biodegradagao
do fenol na presencga do tolueno pode ser atribuida ao seu vagaroso transporte para
dentro das células, quando a membrana esta adaptada em ambiente mais
hidrofébico. Entdo, quando o tolueno é completamente consumido do meio, a
composi¢cado da membrana muda para uma forma na qual a difusdo do fenol possa
ocorrer mais rapidamente.

Nas Figuras 5.62 e 5.63 sdo apresentadas as analises de superficie aplicando
o modelo de inibicado competitiva, nas quais as taxas especificas de crescimento no

tolueno e no fenol sado representadas em fungao de suas concentragoes.
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Figura 5. 62 — Simulagao da taxa especifica Figura 5. 63 — Simulagao da taxa especifica

de crescimento na mistura aplicando o de crescimento na mistura aplicando o
modelo de inibicdo competitiva para o modelo de inibicdo competitiva para o fenol.
tolueno.

Analisando a Figura 5.62 verifica-se uma insignificante diminuicdo na taxa de
crescimento especifico no tolueno a medida que a concentragao do fenol aumenta.
Por outro lado, verifica-se pela Figura 5.63 que a taxa de crescimento especifico no

fenol decresce muito quando a concentragao do tolueno aumenta.
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A taxa maxima de crescimento especifico no tolueno diminuiu na presencga do
fenol, passando de 0,33 para 0,21 h™. Isto significa que o fenol pode estar
retardando o crescimento da biomassa no tolueno, provavelmente pela elevada
concentracdo, além da sua toxicidade e formacao de intermediarios metabdlicos. O
tempo que o fenol levou para ser completamente esgotado passou de 35 horas,
individualmente, para 15 horas quando o tolueno esteve presente; comportamento
similar ao observado durante a biodegradagao da mistura benzeno-fenol. O tolueno

também foi utilizado mais rapidamente (7 para 5 horas).

5.2.5. Avaliagao dos modelos cinéticos na biodegradagao da mistura benzeno-

tolueno-fenol

Neste caso, também ndo houve a necessidade de alteragdes nos modelos
cinéticos para descrever os dados experimentais de HAMED et al. (2003). Na Tabela
5.29 sao apresentados os valores dos parametros cinéticos estimados para a

biodegradagao da mistura benzeno-tolueno-fenol.

Tabela 5. 29 — Valores dos parametros estimados para a cinética de biodegradagao
da mistura benzeno-tolueno-fenol aplicando os modelos de multiplos substratos

Modelos Substratos Parametros
Mmax Ks Yxls.
(h™) (mg L) (mg mg™)
Inibica Benzeno 0,25 0,14 2,35
nibigao Tolueno 0.20 0,08 1,55
Competitiva
Fenol 0,05 155 0,15
Inibica Benzeno 0,75 14,00 2,00
nibicao Tolueno 073 6.00 1,65
Acompetitiva
Fenol 0,06 155 0,29
Inibica Benzeno 0,70 15,34 1,50
_nibieao Tolueno 0,70 875 1,50
Nao-Competitiva
Fenol 0,12 175 0,40
Benzeno 0,35 10,00 1,70
SKIP Tolueno 0,41 5,00 1,24
Fenol 0,18 185 0,47

Os nove parametros dos modelos de inibigdo necessitaram de 36 a 50

minutos e os quinze parametros do modelo SKIP necessitaram, em média de 50
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minutos para serem estimados através do método PSO. Todos apresentaram
coeréncia com o0 processo, sendo a taxa de crescimento especifico no benzeno e
tolueno similares e maiores que no fenol, o qual foi consumido mais tarde. Os baixos
valores de Ks mostram que Pseudomonas putida F1 apresentam maior afinidade
com o benzeno e com o tolueno, resultando em elevados valores do coeficiente de

rendimento Y, .

Na Tabela 5.30 sdo apresentados os valores dos parametros de interacao
estimados aplicando o modelo SKIP. Os parametros iterativos mostram que o
tolueno inibe a biodegradacdo do benzeno; o fenol apresenta uma inibigdo muito
pequena na biodegradagdo de ambos, benzeno e tolueno, e o grau de inibicdo do

benzeno e do tolueno é bastante elevado sobre a biodegradacéo do fenol.

Tabela 5. 30 — Valores dos parametros interativos estimados para a cinética de
biodegradagao da mistura benzeno-tolueno-fenol aplicando o modelo SKIP

I I lot It lof ls
2,820 0,008 2,300 0,0001 58 180

Os valores do residuo minimo estimados para os modelos cinéticos séo
apresentados na Tabela 5.31. Verifica-se que o modelo de inibicdo competitiva
proporcionou o melhor resultado e portanto, pode representar a cinética de

biodegradagao da mistura benzeno-tolueno-fenol.

Tabela 5. 31 — Valores da fung¢ao objetivo estimados aplicando os modelos de
multiplos substratos na biodegradagao da mistura benzeno-tolueno-fenol

Modelos Funcao Objetivo (equacgoes 4.25 e 4.26)
Inibicdo Competitiva 0,085
Inibicdo Acompetitiva 0,135
Inibicdo Nao-Competitiva 0,170
SKIP 0,164

As simulagdes do modelo de inibicdo competitiva, para a biodegradacao da
mistura benzeno-tolueno-fenol e para o crescimento da biomassa, juntamente com
os dados experimentais, sdo apresentadas nas Figuras 5.64 e 5.65,

respectivamente.
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Figura 5. 64 — Simulagdo do modelo de Figura 5. 65 — Simulagao do modelo de
inibicdo competitiva e dados experimentais inibicdo competitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura (HAMED et al., 2003) para a biomassa.

benzeno-tolueno-fenol.

Observa-se que ocorreu uma utilizacdo simultanea do benzeno e tolueno, ao
passo que o fenol foi utilizado sequencialmente ao consumo de ambos. Logo, as
taxas de crescimento especifico e os coeficientes de rendimento no benzeno e no
tolueno devem ser similares, e maiores se comparados aos valores para o fenol,
conforme pode ser verificado na Tabela 5.29.

A biodegradacao do fenol ndo ocorreu até que ambos os substratos, benzeno
e tolueno foram esgotados. Este comportamento também mostra que complexos
mecanismos de regulagao interna estdo presentes na utilizagdo dos substratos,
sendo a repressao catabdlica o0 mecanismo mais provavel. No entanto, apesar deste
comportamento, a biodegradacdo da mistura ternaria, neste caso, pode seguir a
cinética de inibicdo competitiva, visto que os trés compostos tdoxicos sao conhecidos
por serem metabolizados pela mesma enzima da Pseudomonas putida F1 (tolueno
dioxigenase - TOD).

Analisando o sistema com relagao ao crescimento da biomassa, nota-se que
o crescimento foi bastante elevado até as 8 horas. Apés o consumo completo do
benzeno e tolueno, que ocorreu as 8 horas, a concentragao inicial de 200 mg L de
fenol comecou a ser utilizada pelos microorganismos. Isto significa que, apds este
momento, o crescimento da biomassa € exclusivamente baseado na utilizagdo do
fenol, que resultou baixo coeficiente de rendimento. Verifica-se na Tabela 5.29, que
para todos os modelos, foram estimados valores baixos para o coeficiente de

rendimento no fenol (Y, ), o que concorda com os resultados esperados.
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Baseado neste entendimento, a capacidade de avaliacdo das diferencgas,

entre os dados experimentais e os modelos, torna-se mais precisa. As Figuras 5.66

e 5.67 apresentam,

respectivamente, as simulacbes do modelo de inibicao

acompetitiva, para a biodegradagdo da mistura benzeno-tolueno-fenol e para o

crescimento da biomassa, juntamente com os dados experimentais.
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Figura 5. 66 — Simulagdo do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados experimentais
(HAMED et al., 2003) para a mistura
benzeno-tolueno-fenol.
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Figura 5. 67 — Simulagéo do modelo de
inibicdo acompetitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
biomassa.

As simulagdées do modelo de inibigdo ndo-competitiva, para a biodegradagéo

da mistura benzeno-tolueno-fenol

e para o crescimento da biomassa, sé&o

apresentadas nas Figuras 5.68 e 5.69, respectivamente.
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Figura 5. 68 — Simulagao do Modelo de
Inibigdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
mistura benzeno-tolueno-fenol.
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Figura 5. 69 — Simulagéo do modelo de
inibicdo ndo-competitiva e dados
experimentais (HAMED et al., 2003) para a
biomassa.
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As simulagdes do modelo SKIP, para a biodegradacdo da mistura ternaria e

para o crescimento da biomassa, sdo apresentadas nas Figuras 5.70 e 5.71,

respectivamente.
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Figura 5. 70 — Simulagéo do modelo SKIP e Figura 5. 71 — Simulagdo do modelo SKIP e
dados experimentais (HAMED et al., 2003) dados experimentais (HAMED et al., 2003)
para a mistura benzeno-tolueno-fenol. para a biomassa.

Pseudomonas putida F1 é conhecida por utilizar compostos tdéxicos, como o
benzeno, tolueno e fenol, além de outros aromaticos. A enzima TOD, além de
catabolizar a biodegradacédo do benzeno e tolueno, também tem sido caracterizada
por catabolizar a oxidacdo do fenol (SPAIN et al., 1989 apud REARDON et al.,
2002). Na biodegradagéo do tolueno a oxidagao do anel aromatico pela enzima TOD
leva a formagdo do intermediario 3-metilcatecol. Durante a biodegradacédo do
benzeno, a oxidagdo do anel aromatico leva a formagao do intermediario catecol,
que posteriormente € clivado pela via meta para formar semialdeido 2-
hidroximucénico (2HSM). Estas rotas metabdlicas sdo apresentadas na Figura 5.41,
onde se pode visualizar que o fenol também pode ser utilizado pela enzima TOD,
formando catecol e 2HSM como intermediarios (SPAIN & GIBSON, 1988 apud
HAMED et al., 2003).

Portanto, Pseudomonas putida F1 utiliza a mesma rota metabdlica para
metabolizar os compostos benzeno, tolueno e fenol (REARDON et al., 2000;
REARDON et al., 2002). Isto justifica os resultados obtidos nas simulagdes, neste
trabalho, para os quais o modelo cinético de inibicdo competitiva alcangou os
melhores ajustes.

Pode-se afirmar que devido a complexidade do processo de biodegradagao
quando multiplos substratos estdo envolvidos, a metodologia adotada neste trabalho

apresentou otimos resultados no desenvolvimento da modelagem cinética. Os
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resultados mostram claramente que a cinética de biodegradagdo de misturas de
compostos téxicos pode ser complexa e dificil de ser descrita matematicamente,
especialmente o perfil de crescimento da biomassa, mesmo quando os compostos
sdo substratos “homologous” para a cultura microbiana, isto €, substratos que séo
catabolizados pela mesma rota metabdlica, como o benzeno, tolueno e fenol.

Na Tabela 5.32 sdo apresentados alguns estudos sobre a cinética de
biodegradagdo de multiplos substratos BTEX e BTF selecionados na literatura.
Verifica-se que a modelagem dos processos foram realizadas aplicando modelos

nao-estruturados, tais como o modelo de inibicdo competitiva e SKIP.

Tabela 5. 32 — Cinética de biodegradagao de multiplos substratos BTEX e BTF
selecionados na literatura

Multiplos Substratos Cultura Modelagem
Benzeno-Tolueno P. sp B1 Inibigao
Tolueno-Xileno P. sp X1 Competitiva®
Benzeno-Tolueno P. putida O1 Paramet[oszbgie
Interacao
Benzeno-Tolueno-Etilbenzeno-Xileno Mistura de Inibigéo
culturas Competitiva®

Benzeno-Tolueno
Benzeno-Fenol P. putida F1 SKIP@
Tolueno-Fenol
Benzeno-Tolueno-Fenol

Benzeno-Tolueno
Benzeno-Fenol P. putida F1 SKIP®

Tolueno-Fenol

®CHANG et al. (1993), POH et al. (1994), ®BIELEFELDT & STENSEL. (1999b), “"REARDON et al.
(2000), ®ABUHAMED et al. (2004).

Embora a aplicagao de modelos nao-estruturados seja uma vantagem, devido
a simplicidade de manipulacdo matematica e facilidade de verificagao experimental,
existe um grande numero de aplicagbes nas quais estes modelos falham. Isso
ocorre quando a composi¢do do sistema muda drasticamente, como em alguns
processos batelada, fases de adaptacao, fendmeno diauxico e em situacdes onde
um constituinte especifico deve ser modelado. Portanto, as falhas obtidas pelos
modelos n&o-estruturados avaliados deste trabalho, durante o ajuste do crescimento

da biomassa, podem ser corrigidas avaliando-se modelos estruturados.

121



Capitulo 6 — Conclusdes e Sugestbes

Capitulo 6

6.1. Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho podem contribuir para uma melhor
aproximagao da modelagem matematica de processos de biodegradagao de mistura
de compostos toxicos, nos quais fendmenos de interacbes entre os substratos e
mecanismos de controle, representando a fisiologia microbiana, estao envolvidos.

Neste trabalho foi avaliado o desempenho de modelos cinéticos de
crescimento microbiano na descrigdo de dados experimentais da biodegradacéo de
compostos téxicos BTEX e BTF. Para a avaliagdo dos modelos foram utilizados
dados experimentais obtidos na literatura. Estes dados foram obtidos por DEEB &
ALVAREZ-COHEN (1999) e por HAMED et al. (2003), os quais investigaram a
biodegradagdo dos compostos BTEX e BTF, respectivamente, em operagao
batelada. DEEB & ALVAREZ-COHEN (1999) avaliaram o efeito da temperatura e
interacbes entre os substratos BTEX utilizando uma associagdo microbiana e
Rhodococcus rhodochrous como microorganismos degradadores. HAMED et al.
(2003) investigaram as interagbes entre os substratos benzeno, tolueno e fenol
durante a biodegradacé&o aerdbia utilizando Pseudomonas putida F1.

Verificou-se, durante a modelagem matematica, que uma das tarefas mais
complexas no desenvolvimento de processos biotecnoldgicos consiste na
identificacdo nao-linear dos parametros dos modelos. Para este procedimento foi
implementado no software Maple® um método de otimizagao global, conhecido como
Enxame de Particulas ou Particle Swarm Optimization (PSO), o qual se mostrou
muito eficiente na identificagdo dos parametros. Para todos os casos avaliados, o
método foi programado utilizando um microcomputador AMD Sempron 2800 Hz, 512
MB de memodria RAM, onde as buscas foram realizadas adotando-se 300 particulas
e 25 iteragdes. Verificou-se que o numero de iteragdes foi suficiente, na maioria dos
casos. Observou-se que a convergéncia para os valores 6timos globais ocorreu
rapidamente, independentemente do numero de iteragdes, quando a estimativa do
intervalo de busca apresentaram os valores 6timos. Também se observou que a
complexidade desta tarefa aumentou com o aumento do numero de parametros dos

modelos. A busca pelos pardmetros dos modelos simples mostrou-se facil, pois
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envolvia apenas trés (modelo de Monod) e quatro parametros (modelo de Andrews),
necessitando em meédia 3 minutos para serem estimados para a biodegradagéo do
BTEX, e 10 a 15 minutos para a biodegradacdo do BTF. Por outro lado, a estimativa
dos parametros dos modelos para multiplos substratos, necessitou de um elevado
esforco computacional e apresentou grande dificuldade em estimar os valores
otimos globais, devido a dificuldade em correlacionar cada parametro de maneira a
obter o significado microbiolégico coerente com o processo. Os modelos aplicados a
biodegradagdo do BTEX apresentaram doze (modelos de inibigdo) e vinte e quatro
parametros (modelo SKIP) a serem estimados, necessitando em média do tempo de
37 e 55 minutos, respectivamente. A dificuldade em estimar os valores 6timos dos
parametros para a biodegradagdo da mistura benzeno-tolueno e tolueno-fenol foi
diminuida, levando em média 25 a 28 minutos e 30 a 35 minutos, respectivamente,
utilizando os modelos de inibigcdo (seis parametros) e 27 minutos, em ambos o0s
casos, utilizando o modelo SKIP (oito parametros). Para a mistura benzeno-tolueno-
fenol, os nove parametros dos modelos de inibigdo necessitaram de 36 a 50 minutos
e 0s quinze parametros do modelo SKIP necessitaram, em média de 50 minutos
para serem estimados. As modificacbes propostas nos modelos para descrever a
biodegradagao da mistura benzeno-tolueno e benzeno-fenol resultaram aumento em
apenas dois parametros, mas que, no entanto implicaram em maiores dificuldades
na estimativa dos otimos globais, pois uma instabilidade durante a busca foi
encontrada. Os parametros do modelo de inibicdo competitiva modificado para a
biodegradagao da mistura benzeno-tolueno necessitaram de um tempo médio de 34
minutos. Os modelos de inibicdo e o modelo SKIP aplicados a biodegradacao da
mistura benzeno-fenol, necessitaram um tempo médio de 32 a 47 minutos e 40
minutos, respectivamente. Os parametros obtidos no presente trabalho mostraram-
se coerentes com valores relatados na literatura, apresentando coeréncia
microbiolégica. A biodegradagao individual dos substratos foi adequadamente
descrita pelos modelos de Andrews e Monod para os compostos, benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno. Apesar da biodegradagao do fenol estar bem definida por
seguir o modelo de Andrews, neste trabalho este comportamento nao foi observado,
sugerindo que intermediarios metabdlicos estiveram presentes juntamente com o
fenol durante a biodegradagéo. O crescimento diauxico verificado a partir dos dados
experimentais de crescimento da biomassa intensifica a presengca de repressao

catabdlica entre o substrato fenol e seus intermediarios.

123



Capitulo 6 — Conclusdes e Sugestbes

Apesar dos poucos relatos encontrados na literatura descreverem a cinética
de biodegradagao da mistura BTEX por meio dos modelos de inibigdo, este trabalho
demonstra que nas condicdes experimentais estudadas por DEEB & ALVAREZ-
COHEN (1999), isso nao ocorreu. Neste trabalho, um novo modelo, conhecido como
modelo SKIP, apresentou uma otima performance em descrever os dados
experimentais da biodegradacdo da mistura BTEX. Contudo, os demais modelos
avaliados ndo puderam ser descartados, pois uma metodologia estatistica,
necessaria para assegurar a qualidade dos resultados obtidos, ndo pbde ser
realizada por falta de informagdes importantes para este fim. O modelo SKIP sugere
a existéncia de interagdes nao especificas entre os substratos BTEX, e inferéncias
sobre o comportamento dos demais modelos apontam para uma mistura de inibigao
competitiva e nao-competitiva. Isto concorda com o fato de que, a mistura de
culturas microbianas utilizada na biodegradagdo, pode apresentar multiplos
caminhos metabdlicos para a biodegradagdo dos compostos BTEX. Por meio do
modelo SKIP estimou-se as interagdes entre os substratos BTEX, onde o
etilbenzeno apresentou o maior efeito de inibicdo sobre os demais compostos, ao
passo que o xileno mostrou o menor efeito. Verifica-se, portanto que as interacdes
entre os compostos BTEX s&o bastante complicadas devido, tanto a similaridade
nas propriedades e estruturas dos mesmos, quanto aos complexos sistemas
enzimaticos requeridos para metabolizacdo destes substratos. A partir disto, propds-
se também avaliar os modelos cinéticos na descricdo dos dados experimentais da
biodegradagao dos compostos BTF.

As modificagcbes propostas para o modelo de inibicdo competitiva, na
modelagem da biodegradagcdo da mistura benzeno-tolueno, mostraram-se
adequadas para confirmar os efeitos de inibicdo pela concentragdo de ambos os
substratos. O modelo de inibicdo competitiva também foi utilizado com sucesso para
descrever a biodegradagdo da mistura benzeno-fenol. Neste caso, propds-se
adicionar o termo de inibicdo pelo substrato na equacdo da taxa de crescimento
especifico no benzeno, e o termo de inibicdo por intermediarios metabdlicos na
equacao da taxa de crescimento especifico no fenol. A biodegradagcao da mistura
tolueno-fenol foi bem descrita pelo modelo de inibigdo competitiva, e modificacbes
nao foram necessarias. Entretanto, os dados experimentais de crescimento da
biomassa, neste caso, apresentaram um comportamento diauxico e, portanto,

investigagcbes de outros modelos, que incorporem mecanismos complexos de

124



Capitulo 6 — Conclusdes e Sugestbes

regulacdo interna, como a repressao catabdlica, podem corrigir as falhas
apresentadas com relagdo ao perfil da biomassa. Finalmente, a cinética de
biodegradagdo da mistura benzeno-tolueno-fenol mostrou-se adequadamente
descrita pelo modelo de inibicdo competitiva, suportando a hipétese de que os trés
compostos sdo metabolizados pelo mesmo caminho enzimatico da Pseudomonas
putida F1 utilizada na biodegradagéo, conhecido como rota metabdlica TOD.

Os resultados alcangados neste trabalho mostram que os melhores modelos
podem ser aplicados com sucesso na otimizagao dos processos de biodegradagao

de compostos toxicos em diferentes tipos de biorreatores e condicdes operacionais.

6.2. Sugestoes

Com o objetivo de prosseguir com as investigagdes e resultados encontrados

neste trabalho seguem algumas sugestdes.

Com relagédo ao método PSO sugerem-se alguns ajustes de modo que o
algoritmo apresente um desempenho ainda melhor:
e \Verificar a influéncia da velocidade inicial no desempenho do algoritmo.
Durante a implementacdo neste trabalho adotou-se que as particulas
partiriam do repouso;

e Procurar utilizar outras funcdes para discretizar as posicoes das particulas.

Com relagao a biodegradacao de compostos téxicos sugerem-se prosseguir
na investigacao a partir dos seguintes estudos:

¢ Obter dados experimentais para testar os modelos cinéticos avaliados;

e Seguir no estudo dos demais niveis hierarquicos do conhecimento,
apresentados no capitulo quatro;

e Desenvolver a modelagem matematica de biorreatores para biodegradagao
de compostos toxicos utilizando a cinética de biodegradacdo descrita pelo
modelo SKIP para os compostos BTEX;

e Aplicar modelos cinéticos que incorporam complexos mecanismos de
regulagéo génica, como a repressao catabdlica, para descrever o processo de
biodegradagdo dos compostos que, aparentemente, apresentaram um

fendmeno diauxico.
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Anexos

Anexos

Os caminhos metabdlicos de utilizacdo dos compostos BTEX e de outros
compostos téxicos estio incluidos atualmente na base de dados da universidade de

Minesota (http://umbbd.msi.umn.edu). A seguir, sdo apresentados os caminhos

completos de biodegradagao aerdbica e anaerdbica dos compostos BTEX.
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llustragcéo 1 — Esquema da degradacéo aerdbica e anaerobica dos compostos BTEX.
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llustragdo 2 — Caminhos metabdlicos da biodegradagao aerébica do tolueno utilizando-se
(a) Pseudomonas putida mt-2 e (b) Pseudomonas mendocina KR1.
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llustragdo 3 — Caminhos metabdlicos da biodegradagao aerébica do tolueno utilizando-se
(a) Burkholderia G4, (b) Pseudomonas pickettii PKO1 e (¢) Pseudomonas putida F1.
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llustragdo 4 — Caminhos metabdlicos da biodegradagao aerébica do etilbenzeno utilizando-
se Pseudomonas sp NCIB.
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llustragdo 5 — Caminho metabdlico da biodegradacao aerébica do o-xileno utilizando-se
Burkholderia cepacia MB2.
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llustragdo 6 — Caminhos metabdlicos da biodegradagao aerdbica do p-xileno utilizando-se
Pseudomonas putida.
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llustragdo 7 — Caminho metabdlico da biodegradagao aerébica do m-xileno utilizando-se
Pseudomonas putida mt-2.
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llustragdo 8 — Caminho metabdlico da biodegradac¢ao anaerébica do tolueno utilizando-se
Azoarcus sp. T ou Thauera aromatica.
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llustragdo 9 — Caminho metabdlico da biodegradacao anaerdébica do etilbenzeno utilizando-
se Azoarcus sp. EBN1 ou EB1.
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Tabela 1 — Sumario da cinética de crescimento obtida em varios estudos de biodegradacdo de compostos toxicos

. Intervalo de Parametros . .
Referéncia Composto - A Microorganismo
Concentragao [mg L] ., [h"]  KsmgL"] Yus[mgmg"l KimgL"]
B 3,00 - 187, 70 0,620 1,65 0,75 180
Abuhamed et al. (2004) T 2,76 - 160,30 0,610 6,47 0,58 88 P. putida F1
F 10 - 200 0,051 18,00 0,44 430 ATCC700007
B <43 0,73+0,03 0,12+0,02 1,20+0,05 -
Reardon et al. (2000) T <43 0,86 +0,01 13,80+0,90 1,28 +0,13 - P. putida F1
F <54 0,11 +0,01 32,00+2,40 0,80+ 0,07 -
B <10 0,335+0,129 3,17 +0,82 1,04 +0,09 - P. fragi B1
Chang et al. (1993) T <10 0,543+0,076 1,96+091 1,22+0,10 - P. fragi B1
T <10 0,452 +0,115 1,88 +1,26 0,99 + 0,25 - P. sp. X1
p-X <10 0,130 16,00 * - P. sp. X1
B 10 - 50 0,0058-0,0144 5,54 - 10,16 0,50 - 1,02 -
Nakhla (2003) T 10 - 50 0,0052-0,0127 6,32 - 10,47 0,48 - 1,02 - mistura de culturas
0-X 10 - 50 0,0052-0,0114 6,78 - 10,81 0,52 - 1,02 -
Oh et al. (1994) B <70 044 3,36 0,65 - P. putida O1
T <70 0,72 15,07 0,64 4443
B * 0,0194 8,349 0,53 191,89
Lin et al. (2007) T i 0,0064 9,851 0,34 48,48 P. aeruginosa
E * 0,0340 211,791 0,32 310,56
X * 0,0060 1,427 0,75 153,55

B — benzeno; T — tolueno; E — etilbenzeno, 0-X — orto-xileno; p-X — para-xileno; m-X — meta-xileno; F — fenol
* - valores ndo encontrados

156



Anexos

Tabela 1 (Continuag&do) — Sumario da cinética de crescimento obtida em varios estudos de biodegradagédo de compostos téxicos

. Intervalo de Parametros . .
Referéncia Composto - A Microorganismo
Concentragdo [mg L] ., [h"]  KsmgL'] Yws[mg mg™] Kilmg L]
B 1,40 - 15,60 0,0475 0,51 0,95 -
Bielefeldt & Stensel T 1,40 - 15,60 0,0827 0,47 0,95 ) mistura de culturas
(1999Db) E 1,40 - 15,60 0,0200 0,23 0,62 -
0-X 1,40 - 15,60 0,0058 0,16 0,23 -
p-X 1,40 - 15,60 0,0097 0,23 0,32 -
Reardon et al. (2002) T ) 0,39+0,01 1,01+£0,28 1,030+ 0,090 ) Burkholderia sp. JS150
F * 0,31+0,03 0,51+0,38 0,880 + 0,005 -
Mirpuri et al. (1997) T <50 0,42+0,05 3,98+0,78 0,90+0,13 42,78 P. putida 54G
Kermanshahi et al. (2006) p-X 13,60 - 67,50 0,0047 10 0,05 - mistura de culturas
Kelly et al. (1996) X * 0,3830 13,2725 * - mistura de culturas
Schirmer et al. (1999) m-X 4,70 - 37,30 0,172 0,790 0,520 91,700 mistura de culturas
Seker et al. (1997) F <400 0,569 18,539 0,521 99,374  P. putida NRRL B14875
Kotturi et al. (1991) F <200 0,119 5,270 0,550 377 P. putida Q5
Wang & Loh (1999) F 25-800 0,90 6,93 0,43 284,30 P. putida ATTC49451
Jiang et al. (2007) F <1600 0,15 2,22 * 245,37 Alcaligenes faecalis
Nuhoglu & Yalcin (2005) F 25-100 0,143 87,450 0,600 107,060 mistura de culturas
100 - 1450 0,145 88,500 0,600 145,000
Kumar et al. (2005) F 10 - 1000 0,305 36,330 0,650 129790 b nutida MTCC1194
0,216 20,590 0,650 -

B — benzeno; T — tolueno; E — etilbenzeno, 0-X — orto-xileno; p-X — para-xileno; m-X — meta-xileno; F — fenol
* - valores ndo encontrados
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