UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

BIANCA GOUVEADAMASCENO

ESTUDO DE DEGRADACAO ANAEROBIA DO 24D EM REATOR ANAEROBIO
HORIZONTAL DE LEITO FIXO (RAHLF) INOCULADO COM MICRORGANISMOS
ENRIQUECIDOS PROVENIENTES DO SEDIMENTO DO RESERVATORIO DE ITAIPU-
PR.

Pocos de Caldas/MG
2023



BIANCA GOUVEADAMASCENO

ESTUDO DE DEGRADACAO ANAEROBIA DO 24D EM REATOR ANAEROBIO
HORIZONTAL DE LEITO FIXO (RAHLF) INOCULADO COM MICRORGANISMOS
ENRIQUECIDOS PROVENIENTES DO SEDIMENTO DO RESERVATORIO DE ITAIPU-
PR.

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncia e Engenharia Ambiental pela
Universidade Federal de Alfenas. Area de
concentracdo: Tratamento de Efluentes.

Orientador: Prof. Dr. Gunther Brucha.
Coorientador: Prof. Dr. Leonardo Henrique
Soares Damasceno.

Pocos de Caldas/MG
2023



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Campus Pocos de Caldas

Damasceno, Bianca Gouvea.

Estudo de degradacdo anaerobia do 2,4D em reator anaerébio horizontal de leito
fixo (RAHLF) inoculado com microrganismos enriquecidos provenientes do
sedimento do reservatério de Itaipa-PR. / Bianca Gouvea Damasceno. - Pogos de
Caldas, MG, 2023.

491, :1il. -

Orientador(a): Gunther Brucha.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia Ambiental) -Universidade Federal

de Alfenas, Pogos de Caldas, MG, 2023.
Bibliografia.

1. Biorremediacéo anaerdbia. 2. Herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético.
3.2,4D. 4. Tratamento anaerébio. 5. Reator anaerébio horizontal de leito fixo. |. Brucha,
Gunther, orient. I1. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.




BIANCA GOUVEA DAMASCENO

Estudo de degradacdo anaerdbia do 2,4d em reator anaerdbio horizontal de leito fixo
(RAHLF) inoculado com microrganismos enriquecidos provenientes do sedimento do
reservatorio de Itaipa-PR

A Banca examinadora abaixo-assinada
aprova a Dissertacdo apresentada como parte
dos requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestra em Ciéncia e Engenharia Ambiental
pela Universidade Federal de Alfenas. Linha de
Pesquisa: Tratamento de Efluentes.

Aprovada em: 27 de janeiro de 2023.

Prof. Dr. Gunther Brucha
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Prof. Dr. Rafael Brito de Moura
Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Profa. Dra. Flavia Talarico Saia
Instituicdo: Universidade Federal de Sdo Paulo

' .1 1 Documento assinado eletronicamente por Rafael Brito de Moura, Professor
JEI! L:II do Magistério Superior, em 10/02/2023, as 14:54, conforme horério oficial
assinatura 2 de Brasilia,com fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n°® 8.539, de 8 de

Beoiainii outubro de 2015.

‘ .1 1| Documento assinado eletronicamente por Gunther Brucha, Professor do
Jel! Lil] Magistério Superior, em 16/02/2023, as 11:31, conforme horario oficial de
assinatura ? Brasilia, com fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n° 8.539, de 8 de outubro

LE[" nica de 2015

[ °r | Documento assinado eletronicamente por Flavia Talarico Saia, Usuario
Je|. @ Externo, em19/02/2023, as 17:31, conforme horario oficial de Brasilia, com

o ok fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n° 8.539, de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-
mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acaoc=documento conferir&id orga
0_acesso_externo=0, informando o codigo verificador 0908617 e o cédigo CRC
EF47994C.



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

A Deus, em primeiro lugar pela minha vida, e por
me sustentar em todos os obstaculosencontrados ao
longo do curso.

Aos meus queridos pais, Elaine Cristina Gouvea
Damasceno e Heler Rubens Alexandre Damasceno,
que me motivaram nos momentos dificeis e
compreenderam a minha auséncia enquanto eu me
dedicava a realizacao deste trabalho.

A minha irmd, Fabiana Gouvea Damasceno, que
sempre me apoiou nessa etapa desafiadora da minha
vida.

E ao meu noivo, Felipe Augusto Teixeira, por me

motivar a finalizar este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Aos professores, Dr. Gunther Brucha, Dr. Rafael Brito de Moura, Dra. Flavia Talarico
e Dr. Leonardo Henrique Soares Damasceno, pelas correcGes e ensinamentos que me
permitiram apresentar um melhor desempenho no meu processo de formacao académica e
profissional.

A ltaipu pelo fornecimento das amostras de sedimento que foram utilizadas para
realizacdo deste projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.



RESUMO

Os agrotdxicos atuam com a finalidade de elevar a producdo agricola em niveis
proporcionais a demanda por alimento, que cresceu exponencialmente nas ultimas
décadas devido ao aumento da popula¢do mundial, logo, seu uso se tornou desmedido
e indiscriminado. Devido ao potencial tdxico destes produtos e sua utilizagdo
emenormes doses, Se tornou recorrente fonte de contaminagdo nas matrizes
ambientais no pais. Com o proposito de recuperar os ambientes afetados e minimizar
0s impactos provenientes desses poluentes, o desenvolvimento de processos
eficientes para o tratamento na erradicacéo desses elementos do meio ambiente é alvo
de pesquisas. Oobjetivo principal deste trabalho foi avaliar o desempenho do
biorreator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) na degradacdo do herbicida
acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D), um dos agrotdxicos mais utilizados
atualmente no mundo, em condi¢des anaerdbias e a nivel de oxidagdo metanogénica.
A validacdo dos resultados se deu através da deteccdo do 2,4D e intermediarios por
cromatografia liquidade alta eficiéncia (HPLC) e confirmou o potencial do mesmo.
O reator foi inoculado com sedimento do reservatorio de Itaipu, previamente
enriquecido sob condigdes metanogénicas na presenca de 2,4D na concentragdo de
1mg/L, no periodo de 376 dias,com acompanhamento semanal do consumo da
matéria organica via espectrometria, alcan¢ando no 89° dia de incubacao remogéo de
aproximadamente 97% de DQO. O decaimento acentuado e constante de DQO
confirmou fortemente a presenca de atividade bioldgica ativa e eficiente, fazendo-se
necessario a alimentacdo com fontes decarbono (0,01 mg/L de Lactato de Sddio e
0,01 mg/L de Acetato de Potassio), periodicamente do meio. Apos a inoculagdo, o
reator foi operado com um TDH de 88horas, durante 60 dias, atingindo estabilidade
a partir do 27° dia de operacdo com uma média razoavel de 63% de eficiéncia de
remocao, tendo tido seu melhor desempenho no 38° dia com aproximadamente
96,52%, saindo da concentragéo inicial de 0,59 mg/L e chegando a 0,02 mg/L de
2,4D. Foi comprovado remocdo eficiente do 2,4D em todas as amostras coletadas
durante a operacdo do RAHLF, na ordem entre 14,79 a 96,52%. Também, no 34° dia,
foi reconhecido a transformacdo completa do 2,4D, pois foram detectados, em
concentragdes-tracos, todos os intermediarios do 2,4D pertencentes a rota de
degradacdo anaerobia adotada nesse trabalho, com de 0,385 mg/L de 2,4D; 0,103
mg/L de 2,4DCP; 0,130 mg/L de 4CP e 0,052 mg/L de fenol na amostra efluente.

Palavras-chave: biorremediacdo  anaerdbia; herbicida  acido  2,4-
diclorofenoxiacético; 2,4D; tratamento anaerébio; reator anaerdbio horizontal de leito
fixo.



ABSTRACT

Pesticides act with the purpose of increasing agricultural production at levels
proportionalto the demand for food, which has grown exponentially in recent decades
due to the increase in world population. Due to the toxic potential of these products
and their use inhuge doses, they have become a recurrent source of contamination in
the environmental matrices in the country. In order to recover the affected
environments and minimize theimpacts from these pollutants, the development of
efficient processes for the treatment in the eradication of these elements from the
environment is the targetof research. The main objective of this work was to evaluate
the performance of the horizontal anaerobic fixed bed bioreactor (RAHLF) in the
degradation of the herbicide 2,4 dichlorophenoxyacetic acid (2,4D), one of the most
used pesticides in the world today, under anaerobic conditions and at methanogenic
oxidation level. The validationof the results was done through the detection of 2,4D
and intermediates by high performance liquid chromatography (HPLC) and
confirmed its potential. The reactor was inoculated with sediment from the Itaipu
reservoir, previously enriched under methanogenic conditions in the presence of
2,4D at a concentration of 1mg/L, during

376 days, with weekly monitoring of the consumption of organic matter via
spectrometry,reaching in the 89th day of incubation removal of approximately 97%
of COD. The accentuated and constant decay of COD strongly confirmed the
presence of active and efficient biological activity, making necessary the feeding of
carbon sources (0.01 mg/L of Sodium Lactate and 0.01 mg/L of Potassium Acetate),
periodically of the medium. Afterthe inoculation, the reactor was operated with a
TDH of 88hours for 60 days, reaching stability from the 27th day of operation with
a reasonable average of 63% of removal efficiency, having had its best performance
on the 38th day with approximately 96.52%,leaving the initial concentration of 0.59
mg/L and reaching 0.02 mg/L of 2,4D. It was proven efficient removal of 2,4D in all
samples collected during the RAHLF operation, inthe order between 14.79 to
96.52%. Also, on the 34th day, the complete transformation of 2,4D was recognized,
since all the intermediates of 2,4D belonging to the anaerobic degradation route
adopted in this study were detected in trace concentrations, with 0.385mg/L of 2,4D;
0.103 mg/L of 2,4DCP; 0.130 mg/L of 4CP and 0.052 mg/L of phenol in theeffluent
sample.

Keywords: anaerobic bioremediation; dichlorophenacetic 2,4-
Dichlorophenoxyaceticacid herbicide; 2,4D; anaerobic treatment; fixed bedhorizontal
anaerobic reactor.
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1 INTRODUCAO

A agricultura é uma das maiores atividades constituintes do setor primario,
representandoum dos segmentos de maiores impactos no ambito da economia global, além de
ser responsavel por exercer o papel imprescindivel de alimentar o mundo. Em vista disso, nos
leva a uma segundaconstatacdo: o acréscimo na demanda por alimentos ocasionada pelo
crescimento exponencial contemporaneo da popula¢do mundial.

De acordo com o relatério anual do Produto Interno Bruto (PIB), calculado pelo Centro
de Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA), da Esalq /USP, em parceria com a
Confederagdo da Agricultura do Brasil (CNA), o setor agricola brasileiro
correspondeatualmente a 4,3% do PIB nacional, equivalente a movimentacdo de R$ 48 bilhdes,
em volume de exportagdes anuais (CEPEA;CNA, 2021).

Devido ao cenério exposto, é empregado como estratégia o uso crescente de defensores
agricolas nas plantacGes, visando potencializar a produtividade de alimentos e dos insumos
advindos desta atividade, acerca de qualidade e quantidade, em curtos intervalos de tempo.
Porém, o0 uso exagerado desses produtos apresentam caracteristicas danosas aos seres humanos
eao meio ambiente, com efeitos adversos a salde humana e aos ecossistemas, por isso é
necessarioque seja feito o monitoramento e a vigilancia desses produtos em &guas, solos,
alimentos e ar.

Entre os agrotoxicos mais utilizados no Brasil, 0 cido 2,4 diclorofenoxiacético conhecido
comumente como 2,4D, alvo deste estudo, € o segundo agrotoxico mais comercializado
nacionalmente desde de 2013, atingido a marca de 57.597,57 toneladas de ingrediente ativo
vendido até Junho de 2021 (IBAMA, 2021). O solo é o destino final do 2,4D, assim como de
outros produtos quimicos usados na agricultura, sejam eles aplicados diretamente no solo ou na
parte aérea das plantas. Ao entrarem em contato com o solo, 0s herbicidas estdo sujeitos a
processos fisico-quimicos que regulam seu destino no ambiente. Exemplos destes processos
sdoa retencdo, a lixiviagdo, a volatilizacdo, a fotodegradacdo, a decomposi¢cdo quimica e

microbioldgica, o escorrimento superficial e absorcdo pelas plantas (BAILEY;WHITE,1970).

Com relacdo a avaliagdo do potencial de periculosidade ambiental, pardmetro este
baseado nas caracteristicas de bioacumulagdo, persisténcia, transporte, toxicidade, potenciais
mutageénico, teratogénico e carcinogénico, o 2,4-D é considerado Classe 1l (produto perigoso
ao meio ambiente). Possui tempo de meia-vida de 4,6 a 17,2 dias no solo e de 4,5 a 7 dias na
agua, sendo altamente transportavel e muito toxico para organismos aquaticos e pouco toxico
para organismos do solo, aves e abelhas (MACEDO NETO; FROEHNER; MACHADO, 2012).
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Logo, estudos voltados ao entendimento da dindmica de degradacdo do 2,4D tanto em
ambientes aerdbios quanto anaerdbios é suma importancia no ambito ambiental e da satde.
Neste trabalho amostra de sedimento do Reservatorio de Itaipd/PR, foram enriquecidas
para o desenvolvimento das comunidades microbianas metanogénicas na presenca do 2,4-D, sob
condicdes anaerobias, visto que grande parte dos estudos existentes relacionados a este
composto foram desenvolvidos sob condigdes aerobias. Este projeto contribui para o
entendimento da degradacdo do 2,4D sob condicdes anaerobias, assim como a potencialidade
do mesmo quando submetido ao tratamento em RAHLF (Reator anaerdbio Horizontal de Leito
Fixo), com o intuito de que tais informagdes venham a servir posteriormente na implementacéo

processos de biorremediacdo em campo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente projeto tem como objetivo geral a avaliagdo do potencial de degradacdo do
herbicida 2,4D pelos microrganismos provenientes do sedimento do Reservatorio de Itaipi-PR,

inoculados em um Reator Anaerdbio Horizontal de Leito Fixo.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar ensaios de enriquecimento com o 2,4D em condi¢6es metanogénicas do
material proveniente no Sedimento;

e Realizar ensaio de degradacdo anaerdbia do 2,4-D no RAHLF;

Identificar e quantificar as concentracfes em afluente e efluente de 2,4D e seus intermediarios.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS

Os pesticidas podem ser classificados em diferentes categorias, onde a variacdo destas
remetem ao tipo de pragas a que se destinam, como os herbicidas que combatem as ervas
daninhas, os inseticidas contra insetos em geral, os fungicidas sob os fungos, entre outros
(ALMEIDA et al., 1985). Os herbicidas, referem-se a categoria destinada ao controle e/ou
aniquilacdo de ervas daninhas, caracterizadas por obter facilmente os recursos naturais
necessarios como agua, luz e nutrientes, tornando-as grandes competidoras em meio as culturas,
que por sua vez, de acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
representam uma das principais pragas que atingem as lavouras (EMBRAPA, 2020), justificam
0 uso predominante de herbicidasna agricultura, indicado em dados estatisticos fornecidos pela
Associacao Nacional de Defensores Agricola (ANDEF), onde o consumo do mesmo reflete em
cerca de 85% do total de agrotdxicos consumidos (SILVA, 1999).

Agrotdxico, também conhecido como pesticida, defensor agricola ou também como
agrodefensor, é qualquer substancia ou mistura quimica destinada a prevenir,destruir, repelir ou
mitigar qualquer praga (EPA, 2020), sob a justificativa de controlar as doengas provocadas por
esses vetores e de regular o crescimento da vegetacdo (INCA, 2019). Compreende-se como
pragas, no ambito da agricultura, qualquer populacdo de organismos vivos, tais como: insetos,
ervas daninhas, passaros, bactérias, entre outros, aptos a causar danos as plantas e aos seus
produtos. Portanto, o uso de agrotdxicos, em geral, tém como funcdes basicas elevar a producéo
agricola em consequéncia do aumentode sua produtividade, assim como a melhoria da qualidade
de seus produtos (COUTINHO et al., 2005).

Devido a sua funcionalidade, nas ultimas décadas, a sua utilizacdo vém sendo
empregada demasiadamente no mundo inteiro. O Ministério do Desenvolvimento Agrario
(MDA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia (ANVISA) constataram que o Brasil € o maior
consumidor de agrotoxicos do mundo, desde 2008 (ANVISA, 2015), tendo consumido 899
milhGes de litros de agrotoxicos em 2015 (PIGANATI et al., 2017). No periodo de
desenvolvimento deste trabalho, o pais ainda ocupa a posi¢éo de maior consumidor mundial de
agrotoxicos.

Com o objetivo de restringir o uso dos agrotoxicos, visando minimizar os impactos
ambientais, para serem produzidos, exportados, importados, comercializados e utilizados

devem ser previamente registrados, de acordo com as diretrizes e exigéncias dos 6rgaos federais
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responsaveis pelos setores da saude, do meio ambiente e d a agricultura (MMA, 2020).

Pertencendo a ANVISA, a incumbéncia da regulamentacéo de tais diretrizes a despeito
da aplicacdo e manuseio adequado dos pesticidas, em vigéncia desde 1989 (ANVISA, 2015) e
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a concessdo dos registros
(MMA,2020).

Embora que o uso de agrotoxicos atinja efetivamente a sua finalidade, sua utilizagdo
indiscriminada na agricultura, de forma inadimplente as diretrizes mencionadasanteriormente,
concedeu a esse grupo a maior representatividade dos poluentes encontrados no meio ambiente
(CHOUDHURY et al., 2008), fato este significativo, vistoa toxicidade caracteristica presente
nesses compostos. Em razdo disso, 0 meio ambiente ea biota sofrem efeitos adversos nédo
razoaveis, como a degradacdo de recursos naturais devido aos desequilibrios biolégicos
desencadeados mediante a contaminacdo por acimulo do produto no solo e em aguas
subterraneas. Além do potencial nocivo a salide humana, podendo causar danos irreversiveis de
forma direta ou indireta. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sdo registrados 20
mil mortes por ano devido a exposicdo eao consumo indireto de agrotdxicos por meio de
alimentos (INCA, 2019).

2.1.1 A Historia do 2,4-D

Na busca por compostos sintéticos para intensificar a producédo agricola, visto que o pais
sofria com a falta de alimentos durante a guerra, o 2,4D foi desenvolvido por pesquisadores
independentes, e em 1942, Zimmerman e Hitchcock, demonstraram que o 2,4D tinha efeitos
similares as auxinas (ZIMMERMAN; HITCHCOCK, 1942). Alguns anos ap6s a sua
descoberta, 0 2,4D comeca a ser comercializado e é o primeiro herbicida a ser utilizado na
agricultura.

Ainda na década de 40, durante um programa militar no periodo da Segunda Guerra
Mundial, o0 2,4D o foi utilizado em ampla escala, principalmente pelos EUA, juntamente com
0 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), formando a substancia quimica conhecida como “agente
laranja”, com propoésito funcional de desfolhante para fins bélicos (AMARANTE JUNIOR,;
SANTOS, 2002), tal substancia anexou notoriedade ao 2,4D concedendo-o relevancia historica.

Nas Ultimas décadas, sua utilizacdo vem sendo extensivamente aproveitada na
agriculturacomo um herbicida seletivo, sistémico de pds-emergéncia para aplicagdo no controle
de plantas infestantes nas culturas de trigo, milho, soja, arroz (irrigado e de sequeiro), aveia

sorgo, cana-de-acucar, café e pastagens de braquiaria (NORTOX, 2018).
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O herbicida &cido diclorofenoxiacético (2,4-D), representa um dos agrotoxicos mais an-
tigos e difundidos do mundo ainda empregado em larga escala, devido ao seu

Otimodesempenho no controle de ervas daninhas e seu custo relativamente baixo, quando
comparado com outras op¢bes de mercado. Disponivel comercialmente ha mais de 70 anos,
atualmente possui registro em quase 100 paises, sendo proibido apenas em Mocambique em
virtude do risco ocupacional nas condigdes de uso locais (ANVISA, 2020).

2.1.2 Mecanismos de Acao

O 2,4D atua como um regulador hormonal com propriedades similares aos da auxina
(hormdnios vegetais responsaveis pelo auxilio do crescimento e desenvolvimento das plantas),
pertencente ao grupo de mimetizadores de auxina (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO,
2003).

Logo, o principio de acdo do 2,4-D se baseia no desequilibrio hormonal da planta em
consequéncia do acréscimo evidentemente de auxina sintética promovida mediante a sua
aplicacdo, propiciando o acimulo do mesmo no sistema metabdlico da planta, desencadeando
assim, a situacdo apresentada anteriormente e resultando levando na erradicagdo da erva
daninhade interesse. O acumulo de auxina no sistema desregula o metabolismo da planta,
acarretando o crescimento desordenado da mesma, fendmeno este, conhecido como “epinastia”,
caracterizado pelo encarquilhamento e a paralisa¢do do crescimento das folhas terminais, e em
consequéncia a elongacdo atinge o meristema secundario, ocorrendo assimo rompimento dos
tecidos de conducdo, interrompendo o fluxo de assimilados das folhas para as raizes
(SOUZA,2016). Em vista disso, a interrupcdo da fonte de energia causa morte das raizes,
desidratacéo e necrose dos tecidos. Em suma, a morte da planta ocorre pela auséncia de fontes
de energia e desidratacdo (OLIVEIRA, 2006).

2.1.3 Caracterizacdo Quimica

A identidade quimica e as propriedades fisico-quimicas presentes no 2,4-D estdo

expostas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente:



Tabelal - Identidade quimica de 2,4D

Caracteristicas

Informacoes

Nome Comum’

2.4-D

Nome Quimico’

acido 2.4-diclorofenoxiacético

Grupo Quimico'

acido ariloxialcandico

Nuamero CAS' 94.75-7
Férmula Molecular! CiH,Cl1,0O,4
Peso Molecular” 2210 u

Férmula Estrutural’

Cl Q OCH,CO_H
Cl

Estado Fisico®

po cristalino fino

< 3
Cor

branca

Odor’

sem odor

Fonte: Parecer técnico da Anvisa de reavaliacdo N°7 (2015).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do 2,4D

Propriedade

Informacdes

Interpretagio

Pressido de Vapor a 25°C

1.87x107 mPa

Baixo potencial de volatilizagdo.

Espectro Ultravioleta (UV) /

Nao mostra absor¢do UV

Baixo potencial de

Visivel significativa em 300 nm. fototransformacdo.
Solubilidade em dgua a 25°C 569 mg/L Bastante solavel.
Coeficiente de partigdo octanol- . . o
égua (log Koy) 8 25°C em pH 5 0,04-0,33 Bioacumulagio improvavel.
Constante de Dissociacdo (pKa) 28 Dissocia-se rapidamente a anion

em niveis de pH ambientais.

Fonte: Parecer técnico da Anvisa de reavaliagdo N°7 (2015).

2.1.4 Toxidade

14

De acordo com o parecer técnico de reavaliacdo dos riscos a saide humana devido ao uso

do ingrediente ativo acido 2,4-D em agrotdxicos, elaborado pela ANVISA em 2015, ndo

constatou-se evidéncias significativas consistentes de que o produto possui potencial a ocasionar

efeitos graves a satide humana, por esse motivo, € mantido legitimidade do seu registro para

utilizacao no Brasil.

A incapacidade de originar danos graves a saude humana se deve a pouca tendéncia

apresentada pelo produto de bioconcentragao no tecido animal que € excretado geralmente sem

ser metabolizado, através da urina a excecdo de alguns dos ésteres de baixa volatilidade que

bioacumularéo na auséncia de metabolizagdo (HOWARD, 1991). Porém, quando administrado

de forma aguda por via oral, dérmica ou inalatoria € classificado com toxicidade mediana. No
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entanto, produz severa irritagdo ocular aguda, o que o enquadra na classificacdo toxicologica |
— Extremamente Toxico, de acordo com a legislacdo vigente no Brasil (BRASIL, 1992), visto
quea classificacao € coerente com o pior efeito colateral verificado.

Todavia, em termos relativos a seguranca ambiental, o produto é considerado classe 111
- Perigoso ao Meio Ambiente, devido a sua particularidade de alta mobilidade no solo, podendo
atingir principalmente aguas subterraneas por meio da percolagdo (NORTOX, 2018), causando

contaminacéoe efeitos adversos a biota do meio.

2.1.5 Comportamento Ambiental do 2,4D

Conforme uma publicacdo referente a produtos agrotéxicos do Ministério Meio
Ambiente (MMA), no geral, o comportamento de qualquer agrotdéxico no ambiente é bastante
complexo e essa complexidade se d&d ao fato de que as substéncias constituintes sofrem
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, nos quais podem modificar as suas propriedades
quimicas e influenciar no seu comportamento, inclusive com a formacéo de subprodutos com
propriedades absolutamente distintas do produto inicial e cujos danos & saludeou ao meio
ambiente também s&o diferenciados.

Pesticidas altamente clorados sdo normalmente os mais resistentes a biodegradacao no
ambiente (MADIGAN, 2016). No entanto, mesmo o 2,4-D sendo um composto da classe dos
organoclorados é significativamente degradado em apenas algumas semanas quando exposto a
fatores ambientais propicios que influenciam diretamente na taxa de decomposi¢do. Em
ambientes aerdbios apresenta uma meia-vida relativamente curta de 2 a 6 dias. O oposto
acontece quando esse produto se encontra em ambientes andxicos, incluindo terras agricolas
saturadas e aquiferos, o 2,4-D passa a ter uma meia vida entre ‘persistente’ e ‘altamente
persistente’ que varia de 41 a 333 dias (USEPA, 2005).

Existem formas naturais bioldgicas (biodegradacdo) e ndo bioldgicas do composto ter
sua concentracdo diminuida, antes de atingir o lencol freatico. Exemplos destes processos ndo
bioldgicos séo a lixiviacdo, a volatilizacdo ou a decomposi¢do quimica espontanea, além da
absorcéo pelas plantas (BAILEY; WHITE, 1970).

Porém, a degradagéo do 2,4D por microrganismos é a principal via de dissipacdo desse
produto quimico (XIA et al., 2017), e uma das rotas metabdlicas eficientes para compostos
clorados como 2,4 D, é desalogenacdo redutiva, juntamente com o processo de cometabolismo,

muito eficiente para esse tipo de pesticida.
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2.1.6 Biodegradacao de ambientes contaminados com pesticidas

Pesticidas sdo compostos xenobioticos, isto €, ndo possuem origem natural e geralmente
possuem estruturas quimicas desconformes aquelas geralmente encontradas pelos organismos
na natureza, e esse fator acarreta em uma biodegradacdo muito lenta, se degradados. Porém,
como evidenciado no tépico anterior, alguns xenobidticos sdo estruturalmente relacionados com
um ou mais compostos naturais, tornando-os passiveis de degradacdo por enzimas que
normalmente degradam compostos naturais estruturalmente similares. Deve-se considerar
também fatores ambientais, ja mencionados previamente, pois influenciam diretamente na taxa
de decomposicao do pesticida (MADIGAN et at., 2016).

Comumente, 0os microorganismos nativos podem desenvolver a capacidade de degradar
alguns contaminantes xenobioticos apds longo periodo de exposi¢do. Normalmente, estes seres
microscopicos se adaptam em baixas concentra¢Ges de contaminantes e conseguem utilizar o
poluente como fontes de carbono e também aceptores de elétrons, exemplo dos clorados
(ANDRADE et al., 2010). Ap6s décadas de pesquisa, felizmente, ja foram identificadasdiversas
espécies de bactérias que apresentam resultados satisfatérios ao degradar esse tipo de composto
em solo e/ou efluentes, como espécies de Nocardia, Pseudomonas € Agrobactérias
(YANZEKONTCHOU et al.,1994). Segundo Grady (1985), as comunidades microbianas
envolvidas na degradacdo de compostos xenobioticos, em geral, atuam em um processo
denominado cometabolismo, processo no qual as condi¢des fisico-quimicas propiciadas pelo
consumo bioldgico de outros compostos organicos, levam a degradacdo do composto alvo.

Além do cometabolismo, também foi identificado a ocorréncia de uma segunda rota
metabdlica na degradacdo de compostos clorados, caracteristica essa presente em muitos
pesticidas, identificada como descloracdo redutiva. Tal processo pode ser descrito como uma
forma de respiracdo anaerdbia em que 0s compostos organicos clorados, sdo aceptores terminais
de elétrons, e quando reduzidos, liberam o cloreto (CI-), uma substancia ndo toxica (MADIGAN
et at., 2016).

2.1.7 Degradacéo anaerobia do 2,4D

Como mencionado precedentemente, 0 composto 2,4-D é passivel a degradacéo tanto
em meio aerobio, quanto anaerdbio. Contudo, devido ao comportamento ambiental do mesmo
se mostrar mais critico em meio anoxico por ser um composto altamente persistente nesta

condicdo, ¢ de maior relevancia o estudo das possiveis rotas de degradacdo sob essa
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circunstancia, por efeito do potencial risco ambiental. Assim, o desenvolvimento de tecnologias
no ambito da biorremediacdo que sejam eficientes em remediar ambientes andxicos
contaminados pelo 2,4-D ¢ de extrema relevancia a preservacdo ambiental e por conseguinte, a
manutencao da saide humana (BRUCHA et al., 2021).

Em meio anaerdbio ou andxico, que € o foco deste trabalho, o préprio poluente a ser
degradado (2,4 D) ¢ utilizado como fonte de carbono pelos microrganismos degradadores, e 0
processo de biodegradacéo € regido sob as condicGes de oxirredugdo presente. Estas por sua
vez, determinam qual composto natural sera utilizado como aceptor final de elétrons.

Em analise é possivel identificar as rotas metabdlicas sucedidas no meio anaerébio com
base nos intermediérios detectados durante o processo de biotransformacdo do 2,4-D. Sendo

constados como produtos finais mais comuns dessa converséo, os clorofendis (BRYANT,1992).

Ha e colaboradores (2018) analisaram a degradacao anaerobia do acido 2,4-D pela cepa
Thauera sp. DKT, utilizando nitrato como aceptor final de elétrons. Os autores relataram os
intermediarios gerados e as vias de biodegradacdo anaerdbia responsaveis pelos mesmos: em
um primeiro momento constatou-se a conversdo do composto 2,4-D em 2,4-DCP (2,4 -
Diclorofenol). Posteriormente, ocorreu o processo de desalogenacgéo redutiva, que converteuo
2,4 - DCP em 2CP, 4CP (fendis monoclorados) e fenol. Brucha e colaboradores (2021),
estudando microrganismos provenientes do solo de Amazonia envolvidos na degradacédo
anaerdbia do 2,4D, também encontraram o 2,4ADCP, 4CP, 2CP e fenol, como intermediariosna
degradacdo do 2,4D. Os metabolitos (2,4DCP, 4CP e 2CP) formados durante a transformacéo
anaerdbia de 2,4D - indicaram que o processo de degradagdo ocorreu por meio de desalogenacéo

redutiva.

A partir desses resultados foi possivel ilustrar a sequéncia da via de degradacdocompleta,
exposta na Figura 1, abaixo:

Figura 1 - Vias constatadas de biodegradacao anaerdbia de 2,4-D em Thauera sp. DKT
OH

OH

8
OCH ,COOH OH ep \
cl L cl / X
Ij % @ — Further metabolism
- = |
==
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\ oH =
y L Phenol
Cl Cl

24D 24DCP |

Fonte: Adaptado de Ha et al (2018).
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Vérias culturas j& foram identificadas como capazes de realizar a transformacéo do 2,4- D
como Acinetobacter sp, Serratia marcescens, Stenothrophomonas matophilia,Flavobacterium
sp e Penicillium sp. (SILVA, 1999).

2.2 REATOR ANAEROBIO HORIZONTAL DE LEITO FIXO — RAHLF

O reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) é um equipamento da engenharia
com potencial de ser aplicado ao tratamento de &guas residuais contaminadas com compostos
biodegradaveis. (ZAIAT, 2003). O mesmo foi desenvolvido originalmente com o propésito de
atender ao tratamento de esgoto in situ no préprio sistema de tubulacdo, porém nédo houve
sucesso nessa utilizacdo, pois as tubulacdes sofriam entupimento devido a producdo de
polissacarideos pelosmicrorganismos. E um biorreator do tipo tubular de secio constante, e
como o préprio nome induz, de escoamento horizontal sob condigdes anaerdbias, onde ocorrem
reacOes bioguimicas irreversiveis do tipo A — B, realizadas por microrganismos retidos no leito
fixo. Este por sua vez aplicado como suporte inerte para imobilizacdo da biomassa, utilizando-

se por exemplo, a espuma de poliuretano.

Suas propriedades geométricas e seu regime hidraulico de escoamento o referéncia
como um reator pr6ximo ao modelo ideal de fluxo pistonado (PFR), o qual segue
conceitualmente, as seguintes caracteristicas: alimentacdo continua, volume constante, mistura
na secdo transversal ao longo do raio e ndo longitudinalmente, logo, em consequéncia a

composicado do meio varia ao longo do reator. (ZAIAT, 2003).

Esse reator foi utilizado no estudo de degradacdo anaerdbia de pesticidas, como o
Aldicarbe (DAMASCENO, 2008) e o Pentaclorofenol (BRUCHA, 2007) e foi escolhido pelo
presente trabalho para estudo de degradacdo do 2,4D, inoculado com sedimento do reservatorio

de Itaipu,previamente enriquecido em condi¢6es metanogénicas na presenca do 2,4D.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste projeto foi realizado experimento em Reator Anaerébio Horizontal de Leito Fixo
(RAHLF), em escala de bancada, inoculado com biomassa autoctone oriunda do sedimento da
Bacia Hidrografica Parana 3 (BHP3), previamente enriquecida com 2,4D. A presente pesquisa
se propbs a aferir o potencial de biodegradacdo anaerdbia do herbicida &cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4D), submetido a tratamento em reator do tipo RAHLF sob condicdes

metanogénicas.

O trabalho foi realizado em duas etapas consecutivas, sendo elas, enriquecimento do
sedimento sob condi¢bes metanogénicas com a finalidade de favorecer o desenvolvimento da
cultura microbiana metanogénica autoctone na presenca de 2,4D e posteriormente, a operacao
do reator RAHLF inoculado com o sedimento enriquecido. Conforme ilustrado no fluxograma

a sequir, Figura 2:

Figura 2 - Representacdo esquematica do arranjo experimental produzido no projeto

Coleta das amostras de Ensaios de Enriquecimento de Cultura Inoculagio com Operagio do Reator Anaerébio
Sedimento na Bacia Hidrografica cultura enriquecida  Horizontal de Leito Fixo - RAHLF
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Fonte: Do autor.

3.1 SEDIMENTO

O emprego de sedimento pré-expostos ao composto de interesse como indculo, se deve

a caracteristica dos mesmos apresentarem uma taxa de degradacdo acelerada em relacdo ao

composto, justificado pela presenca da cultura de microrganismos resistente e
aptos a degradaro poluente, visto que 0s microrganismos presentes na matriz ja se

adaptaram a toxicidade do composto alvo. Sendo assim, ha maior probabilidade de selecio

demicrorganismosdegradadores quanto comparado a outros indculos. Considerando esse fator,
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aarea de estudo para coleta das amostras de sedimento para compor o in6culo, foi escolhida
emfuncéo da sua exposicdo ao 2,4D. Devido a extensdo do plantio de milho e soja na regido da
Bacia Hidrografica Parané 3, a regido apresenta uma taxa de ocupacao agricola de 80% a 90%,
ondefoi muito utilizado o herbicida 0 2,4D (ITAIPU, 2016).

As amostras de sedimento que foram utilizadas como in6culo nos ensaios de
enriquecimento foram coletadas no dia 18 de Novembro de 2020, em trés diferentes pontos da
sub Bacia Hidrografica Sanga Memoria, compreendida pela Bacia Hidrografica Parana 3, que
desagua no reservatdrio de Itaipd-PR. A Bacia do Parana 3 esta localizada na mesorregido Oeste
do Paran4, entre as latitudes 24° 01' S e 25° 35' S e as longitudes 53° 26' O e 54° 37' O, com area
de aproximadamente de 8000km?, englobando 28 municipios, delimitada ao norte pelabacia

dorio Piquiri e ao sul pela bacia do rio Iguacu (FEIDEN, 2019) (Figura 3).

Figura 3 - Localizagdes dos P1, P2 e P3, referentes aos trés pontos de coleta das amostras na Bacia
Hidrograficado Parana Il1.
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Fonte: Adaptado de ROCHA; NOBREGA; CUNHA (2018)

As amostras foram coletadas de duas camadas de profundidade para cada ponto de
amostragem, sob condi¢des atmosféricas hiumidas, em dia ensolarado, com temperaturas acima
de 20°C. No ponto 1, localizado nas coordenadas 25°12°08.5*’S e 54°18°21.1>’W foi recolhido

0 sedimento nas profundidades de 16 cm, e posteriormente em 6 cm, de forma analoga, no ponto
2, situado em 25°13°33.1°’S e 54°14°43.5°°W, nas camadas de 18 cm e 10 cm, e por fim,ponto
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3 posicionado em 25°13°49.2°’S e 54°13°42.0°’W nas camadas de 30 cm e 20 cm. (Figura 4):

Figura 4 - Localizacdo geogréfica dos pontos de coleta das amostras de sedimento na Sub Bacia Hidrografica
SangaMemoria.

PONTOS DE AMOSTRAGEM

Localizacdo exata da extracdo das am ostras de sedimento, geograficam ente.

PONTO 1

PONTO'2 d

COORDENADAS GEOGRAFICAS
Ponto 1: 25° 12' 08,5" S e 54° 18' 21,1" W/
a 16cmeb 6cm
Ponto 2: 25° 13'33,1" S e 54° 14' 43,5" W
a 18cmeb 10cm
Ponto 3: 25° 13'49,2" S e 54° 13' 42,0" W
a 30cmeb 20cm

A

Google Earth
Fonte: Autor

Para chegar aos pontos de coleta utilizou-se barco com motor, a distancia aproximada
percorrida em linha reta do ponto 1-2 foi de aproximadamente de 6,62 m e do ponto 2-3 de 1,78
m . A coleta foi realizada por duas pessoas com preparo técnico e aptas ao procedimento de
coletagem. Abaixo fotos retiradas durante o procedimento em campo, figuras 5 e 6:

Figura- Coleta de sed

imento no ponto 3 Figura 6 - Amostra do sedimento coletada ponto 3
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Depois de coletadas, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (caixa térmica
com gelo) e transportadas até o laboratério de Microbiologia Ambiental da Universidade
Federal de Alfenas — Campus Pocos de Caldas (UNIFAL-MG).

3.2 ENSAIOS DE ENRIQUECIMENTO

O meio de enriquecimento foi estabelecido visando proporcionar condi¢des favoraveis
ao crescimento de microrganismos metanogénicos capazes de degradar o 2,4D, segundo o
protocolo utilizado por Deursen (2016). De acordo com Deursen, para cada condi¢do redox um
meio é usado, poiscada tipo de microrganismo demanda requisitos distintos, logo, neste
trabalho conduziu-se a realizacdo desta etapa de acordo com a metodologia de Deursen para o

enriquecimento de microrganismos sob condi¢cdes metanogénicas.

3.2.1 Composicao do Ensaio de Enriguecimento

O volume liquido atil do frasco-reator do ensaio de enriquecimento deu-se basicamente
por solucdes-padrdes que forneceram aos microrganismos presentes no sedimento usado como
indculo, macro nutrientes, vitaminas e fontes de carbono. No meio também foi adicionado
2,4D,emconcentracfes tracos periodicamente (1mg/L), de modo a selecionar 0s possiveis
biodegradadoresdo 2,4D e intermediarios. Na Tabela 3 abaixo, segue listado a composi¢édo do

meio de enriguecimento mencionado.

Tabela 3 - Composicio do meio de enriquecimento

Meio Basal MI1.M2, M3 em zigua Anaerdbia
Cold A M4, WS, M6, M7, S em .'igua Anaerdbia
Cold B M10 em Agua Anaerdbia
Cold C Mn11
Indculo Sedimento Itaipui - 20%
24D 1 mg/L
Acetato de 0,01 molL.

Potassio
Lactato de 0.01 molT.
Sodio

Fonte: Do autor.

O volume de cada um dos itens acima é proporcional ao volume total de meio de



23

enriquecimento desejado. Para cada 100 ml de volume util, é inserido 1,38ml de Cold A e Cold
C, o volume do Cold B é o dobro dos Cold’s A e C, ou seja, nesse exemplo, 2,76 ml. O volume
do indéculo depende da porcentagem no volume total, neste trabalho foi usado 20%, ja o volume
a ser adicionado de 2,4D, Acetato de Potassio e Lactato de Sodio, dependem da concentracao
da solucao-estoque disponivel, mas na solucéo final foi estabelecida concentragdes de 1mg/L,
1 mol e 1 mol, respectivamente. O meio basal é a diferenca do total do volume subtraido do
somatario dos outros itens. A cada 100ml é adicionado 2,10 ml de M1, 0,7 de M2 e 0,10 de M3,

completado com Agua Anaerébia.

As solugbes-estoques nomeadas por M’s foram preparadas dissolvendo produtos
quimicos especificos em &gua anaerdbia, esta por sua vez, preparada por aquecimento da agua
destilada até o ponto de ebulicdo e, posteriormente submetida a banho de resfriamento e fluxo
continuo de nitrogénio (N2), concomitantemente, por 20 minutos. A Tabela 4, discrimina as
pesagens exatas dos elementos quimicos e os respectivos volumes utilizados para o preparo das

solucdes.

Tabela 4 - Solugbes para compor 0s meios utilizados nos ensaios de enriquecimentos metanogénicos

(continua)
MEIO METANOGENICO
Solucio-Estoque Composto Quimico Férmula P(egs)o VO(IE;ne

M1 Fosfato dipotassico KoHPO, 17,418 0,5
M2 Fosfato de Sédio Dibasico Na,HPO,.2H,0 7,801 0,25
M3 Resazurina (Corante azul) CyoH/NO, 0,025 0,05

EDTA Tetrassodico Agente Quelante Org. 0,25

Cloreto Ferroso FeCl,.4H,0 1

Cloreto de Manganés MnCl,.4H,0 0,05

Cloreto de Cobalto 11 (hexa hidratado) CoCl,.6H,0 0,095

Cloreto de Zinco ZnCl, 0,035
M4 Cloreto de Cobre CuCl, 0,001 0,5

Cloreto de Alumininio hexa hidratado AICl;.6H,0 0,005

Acido Bérico H;BO; 0,003

Molibdato de So6dio dihidratado Na;Mo0,.2H,0 0,018

Cloreto de Niquel hexa hidratado NiCl,.6H,0O 0,012

Acido Cloridrico 1 ml conc. HCI 0,5mL
VITAMINA A

Biotina (Vit H ou Vit B7) CoHsN203S 0,025

p-aminobenzoato (Sal de Sodio) - 0,125

Pantotenato (Sal de Sédio) - 0,025
M5 Acido Félico dihidratado - 0,01 0,5

Acido Lip6ico CsHu02S2 0,025

Piridoxina (Vit B6) CgH11NO; 0,05

Nicotinamina CsHsN,O 0,275

VITAMINA B

M6 Tiamina HCL (Vit B1) - 0,01 0,1
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Tabela 4 - Solugdes para compor os meios utilizados nos ensaios de enriquecimentos metanogénicos
(concluséo)

VITAMINA C
M7 Riboflavina (Vit B2) CrH20N4Os 0,005 0,1
VITAMINA D
M8 Cianocobalamina Ce3Hss CONuOuP 0,005 0,1
Bicarbonato de Amonio NH,HCO; 4,509
M9 - — 0,5
Bicarbonato de Sadio NaHCO; 38,057
M10 Sulfeto de Sddio Nonahidratado Na,S.9H,0 12,01 0,05
ML Cloreto de Célcio dihidratado CaCl,.2H,0 2,205 05
Cloreto de Magnésio hexahidratado MgCl,.6H,0 2,035 ’

Fonte: Do autor, adaptado do protocolo de Deursen (2016).

Todas solugdes-estoques, com excecdo das vitaminas, ap0s 0 preparo
foramesterilizadasem autoclave (por 20 minutos a 120°C) e, posteriormente armazenadas na
geladeira. As soluges de vitaminas também foram esterilizadas, porém, pela técnica defiltracdo
por membranas (porode 0,22 mm) sob sistema de bombeamento a vacuo, revestidas com papel
aluminio, para evitarfotodegradacao, e igualmente armazenadas na geladeira. Todassolucdes,
necessariamente foramarmazenadas em frascos-reagentes, lacrados com tampa de borracha e
tampa de rosca perfuradano centro, para possibilitar a retirada da solucdo através da perfuracéo

borracha pela agulha da seringa, esse cuidado é importante para ndo contaminar a solucéo.

No preparo das solugdes-estoques de 2,4D e de M9, devido as propriedades quimicas de
seus reagentes, apresentaram dificuldade na solubilizacéo, e neste caso, foi empregado o usode
agitador ultra-sdnico. Outra alternativa para o auxilio no preparo de solucdo, caso seja
necessario, € o uso do agitador magnético, contudo, atencdo ao coeficiente de solubilidade em
agua de cada reagente e a temperatura maxima suportada sem que altere as propriedades do

reagente.

Para o preparo das solucGes, nomeadas Cold’s, foram utilizados frascos de penicilina de
100 ml comboca de 20 mm, previamente esterilizados, lacrados com tampa de borracha e selo
de aluminio crimpado. Com agulha e seringa inserir nos frascos as seguintes composi¢oes, para
0 Cold A, acada 20 ml de agua anaerdbia adicionar 1,0 ml de cada uma das seguintes solucdes:
M4, M5, M6, M7 e M8. No Cold B, 1 ml de M10 em 49,0 ml de M9 e no Cold C, puramente
25,0 ml deM11 (no preparo do Cold A e C, trocar o headspace para gas nitrogénio 100%).
(DEURSEN, 2016)

3.2.2 Ensaio de Enriquecimento

O ensaio de enriquecimento dos microrganismos degradadores do 2,4D foi realizado emduas partes, a

primeira consistiu em um ensaio com 5 frascos-reatores, sendo eles uma triplicatade meios bi6ticos (com
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adicdo de 2,4D na concentracdo teorica inicial de 1mg/L) e uma duplicata para volume de controle (sem
adicdo do 2,4D), para verificar a atividade microbiana.Para isso, foram usados frascos-reatores Duran ®
de Borolossilicatode capacidade de 1L com volume reacional de 500 ml com volume reacional de 300
ml. Os frascos foram inoculados como sedimento coletado no Reservatério de Itaipu, como de cada ponto
de amostragem foram coletados de duas profundidades, para inoculacdo, foi feito um mixdo sedimento

por ponto. Abaixo, na Figura 7, apresenta o esquema, meramente ilustrativo:

Figura 7 - Arranjo experimental da primeira fase de ensaios de enriquecimento

INOCULO 20%

Mix de Solo da Mix de Solo da Mix de Solo da
Amostra: Ponto 1 Amostra: Ponto 2 Amostra: Ponto 3

Triplicata frascos biodticos / \7

Vol Lig.: 500 ml el
B1

Duplicata frascos de controle
Vol Lig.: 300 ml

Sem adicido de 2.4D

Mix de Solo da Mix de Solo da
Amostra: Ponto 1 Amostra: Ponto 2

Fonte: Do autor

A Tabela 5, abaixo mostra os volumes exatos utilizados na composicao dos ensaios da
primeira parte do enriquecimento:

Tabela 5 — Composicdo do Meio de Enriquecimento metanogénico usado na primeira fase

1° Fase Enriquecimento Triplicata Biéticos (mL) Duplicata Controle (mL)
M1 7,4 4,57
M2 2,46 1,52
Meio Basal M3 0,35 0,22
ﬁgZZr. 342,19 211,13
Cold A 6,9 4,14
Cold B 13,8 8,28
ColdC 6,9 4,14
Inéculo - 20% 100 60
Acetato de Potéssio - 1 mol 5
Lactato de Sodio - 1 mol 5 3
2,4D (50 mg/L) 10 -
Volume Reacional Total 500 300

Fonte: Do autor
A segunda parte do enriquecimento ocorreu durante 210 dias, por um ensaio em escala
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maior comparado ao primeiro, com um unico frasco-reator, apenas com meio bidtico, inoculado
com uma mistura homogénea do sedimento ja enriquecido oriundo da triplicata da primeira fase,
agora na concentracao de 40%. Em um frasco-reator Duran ® de Borolossilicato de capacidade

de 5L com volume reacional de 3L, foram adicionados as seguintes dosagens (Tabela 6):

Tabela 6 — Composicdo do Meio de Enriguecimento metanogénico usado na segunda fase

2° Fase Enriquecimento Reator Biotico (mL)
M1 31,8
M2 10,6
Meio Basal M3 1,51
ﬁggzr. 1470,49
Cold A 41,4
Cold B 82,8
Cold C 41,4
Inéculo - 40%0 1200
Acetato de Potassio - 1 mol 30
Lactato de Sdédio - 1 mol 30
2,4D (50 mg/L) 60
Volume Reacional Total 3000

Fonte: Do autor

Para o monitoramento dos ensaios de enriquecimento, foi aplicado o método de
espectrofotométrico (GODOI, 2021), no qual consiste na determina¢do da DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio) como parametro indireto da quantificacdo do consumo de matéria
organica. Com essa andlise foi possivel mensurar a atividade microbiana associada com
eficiéncia de degradacdo. Para tal analise, foi utilizado o espectrofotbmetro visivel
(NANOCOLOR® VIS de MACHEREY-NAGEL) e o digestor (NANOCOLOR® VARIO 4
de MACHEREY-NAGEL) para a digestdo das amostras.

A producdo do metano também foi aferida pontualmente para constatar a producdo de
metano e certificar a presenca de cultura metanogénica ativa, por meio da cromatografia gasosa
(STEINBUSCH et al.,2008).

3.3 REATOR ANAEROBIO HORIZONTAL DE LEITO FIXO

O reator em escala de bancada empregado na biodegradagéo do 2,4D, foi estruturado
conforme o RAHLF desenvolvido por Foresti et al., (1995), ilustrado na Figura 8, com fotos

embutidas do reator usado neste projeto.
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Figura 8 - Configuragdo do reator anaerdbio horizontal de leito fixo em escala de bancada no interior da cAmara
climatica para controle de temperatura, com as fotos reais do projeto.
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Fonte: Do autor, adaptado (OLIVEIRA, 2001).

A tipica configuracdo do sistema € constituida por um reator com pontos
intermediarios em sua extensdo longitudinal para retirada de amostragens, completamente
preenchido com meio suporte inerte para imobilizacdo da biomassa. O mesmo também possui
uma mangueira acoplada na parte superior para escoamento e coleta do biogas gerado, com
saida em um selo hidrico que exerce a fungdo de despressurizar o sistema e simultaneamente
bloguear a entrada do ar externo no reator, mantendo-o assim sob condi¢6es internas anaerobias.
O reatoré mantido em funcionamento por fluxo de alimentacdo continua por meio de
bombeamento peristaltico.

Notas imprescindiveis: A altura do bocal de saida do reator precisa ser posicionada de
acordo com o nivel desejado do liquido dentro do reator, e € de extrema importancia para o
funcionamento hidraulico adequado do mesmo, essa altura define a cota de nivel dentro do
reator, e propicia que a mesma se estabeleca estdvel. Também, a escolha correta da peca
acoplada na saida é essencial para que o reator ndo se esvazie, é fundamental evitar outros tipos
de pecas que configurem o comportamento de um “sifao”, nesse caso, o reator ndo se mantem
cheio e sua vazao se torna instavel, apesar do fluxo continuo.

Em relacdo ao frasco de alimentacdo, conforme a bomba succiona o meio,
consequentemente o nivel do mesmo vai abaixar, nisso, pode ocorrer que a pressao interna se

torne maior que a externa, e a bomba peristaltica por trabalhar em regime de vazdo
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significativamente baixa, ndo tém forga pra retirar o meio do frasco e encaminhar ao reator,
assim cortando o fluxo de alimentacéo. Por isso, € aconselhavel uma valvula de escape para
equilibrar a pressao interna com a externa. Nesse trabalho foram utilizados balGes repletos de géas
nitrogénio acoplados na tampa de borracha do frasco para que a medida que o nivel do meiodescesse,
mediante ao bombeamento da bomba, o gés presente nos bal6es preenche o espago vazio, outra hora
ocupado pelo liquido, resultando na compensacao da pressdo, e paralelamente,garante que o headspace
permaneca anaerdbio e estéril. A Figura 9, mostra o sistema adaptadopara este fim, com uma agulha
encaixado em um “tree way”. Ademais, o frasco também foi posicionado de tal forma que o mesmo
tivesse disposto em uma altura maior que a altura do reator, tendo em vista, o auxilio do bombeamento

por gravidade.

Figura 9 - Sistema de compensacdo da pressao e manutencéo da atmosfera anaerébia

\

B

-
Fonte: Do autor

Durante o periodo de inoculacéo esse sistema de despressurizacao ndo se faz necessario,
pois na inoculagdo o fluxo é sob recirculacdo fechada. Logo, o0 mesmo volume de liquido que
sai, retorna sincronicamente, portanto, ndo ha diferenca de pressdo externa e interna
prejudicando o funcionamento de bombeamento. Outro diferencial entre as etapas de inoculagéo
e a de alimentacdo propriamente dita do reator, & que enquanto no primeiro, obrigatoriamente o
frasco necessita estar fixado dentro da camara, pois 0 mesmo armazena o0 sedimento
enriquecido, e a biomassa presente no mesmo carece de temperatura adequada paracrescimento,
no segundo, o frasco de alimentacdo deve ser mantido externamente a cAmara climética, pois o
mesmo comporta apenas meio basal e outras substancias que fornecem fontesde carbono e
nutrientes a biomassa aderida no reator. Em circunstancias ideais até, o frasco dealimentacéao

deveria estar em ambiente com temperaturas baixas, como qualquer outra solugdo-estoque, para
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reduzir as chances de deteriorar. Porém, neste trabalho, foi mantido emtemperatura ambiente.

3.3.1 Caracteristicas do RAHLF

O reator utilizado neste trabalho é de volume total proximo a 1990 mL e volume atil de
escoamento de 990 mL, a diferenca de volume é dada pela adi¢do de 40g de espuma seca de
poliuretano como meio suporte em forma de cubos com arestas por volta de 3 a 5mm. O cilindro
confeccionado em vidro de borosilicato tém comprimento de 100 cm e diametro interno de 5
cm, resultando na relacdo de comprimento por diametro (L/D) igual a 20, parametro este
significativo para se obter escoamento préximo ao pistonado, onde quanto maior o valor de
L/D, mais propicio do reator apresentar comportamento hidrodindmico de umreator tubular
ideal. (ZAIAT, 2003). Para a coleta de amostras ao longo do reator, foi dotado 5pontos
espacados aproximadamente em 16,67 cm entre si, derivando para cada ponto, respectivamente
asseguintes relacGes de L:D, para P1=3,33; P2=6,67; P3=10; P4=13,34 e P5=16,67.

Similar ao esquema ilustrado na Figura 7, o reator foi instalado dentro de uma estufa de
cultura e bacteriologia (Estufa Especial Modelo 410/DRE, Ethiktechnology®), para controle da
temperatura do ambiente interno, mantida em 30+1°C, com o propoésito de favorecer o
crescimento de culturas microbianas especificas e a manutencdo das mesmas. A alimentacao do
reator foi realizada através de uma bomba peristaltica (MS Tecnopon®, modelo BP-200D),
instalada do lado externo da camara. Abaixo segue a Figura 10, do reator pronto para ser

inoculado com o sedimento enriquecido.

Figura 10 - Sistema completo do Reator RAHLF em escala de bancada montado dentro da camara de
climatizagdo, com o frasco-reator do sedimento enriquecido (indculo) antes de comecar a inoculago
\ \ i G- £ } 5 / = /

el | |
| |

.....

Fonte: Do autor.



3.3.2 Inoculagéo do RAHLF

A inoculacdo do RAHLF foi realizada segundo metodologia descrita em
Domingues (2001), utilizando-se como indculo 0 meio enriquecido previamente na
primeira etapa deste trabalho. O mesmo foiinserido no reator pelo processo de recirculagao
por um periodo de 14 dias a uma vazéo de 0,187 ml/min, equivalente ao um TDH de 88,23
horas. O TDH baixo se faz necesséario devido o indculo ser oriundo de amostras ambientais
(SAIA, 2005), o que levaa imprescindibilidade de um maior aproveitamento da biomassa.
Tal procedimento foi efetivadomediante ao bombeamento do meio de cultura ap6s a
conclusdo daaclimatacdo no meio suporte,executado através do bombeamento de meiobasal
metanogénico em circuito aberto, este por sua vez com adi¢do dos Cold’s, Lactato de Sodio
(0,01 mol/L) e Acetato de Potéssio (0,01 mol/L) como fontes de carbono, e baldo cheio de
N2 acoplado ao frasco de alimentagdo com a finalidade de manter a atmosfera interna do
frasco sob condicBes anaerdbias. Este procedimentofoi feito visando propiciar melhor
aderéncia da biomassa na espuma de poliuretano, que por suavez foiconstatada pela

ocorréncia visual de biofilme na mesma, que pode ser visualizada na Figura 11, a seguir.

Figura 11: RAHLF apds inoculagdo com formagéo de

‘k-.li :
= — | —
|

biofilme na coloragéo escura no suporte fixo.

[\ N —

Fonte: Autor
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A quantificacdo da biomassa retida no sistema por aderéncia ao material suporte (espuma
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de poliuretano) foi aferida pela diferenca da biomassa contida no frasco de inoculagéo,
expressa em Solidos Suspensos Volatéis — SSV (g.L-1), imediatamente antes e apds a

inoculacao.

3.3.3 Ensaios no RAHLF

Ap0s o processo de inoculagdo, o reator foi alimentado em fluxo continuo com meio
basal metanogénico sintético com adicao de fontes de carbono (Lactato de Sédio e Acetato de
Potassio,ambosna concentragdo de 0,01 mol/L), o mesmo utilizado para a adaptagdo, sem
adicdo de 2,4D até alcancarestabilidade e eficiéncia significativa na degradacdo de DQO.
Apds a confirmacdo daestabilidade do reator, apos 08 dias de operacdo, relacionada a
degradacéo bioldgica de DQO, foiiniciada a alimentacdocom adicéo de 2,4D no meio basal
em concentracdes de 1 mg/L. Nesse ponto deu-se inicio efetivamentea operagdo do reator,
com a coleta de amostras em afluente e efluente para analises de degradacédo do 2,4D, por 60

dias.

3.4 QUANTIFICACAO DO 2,4D E SEUS INTERMEDIARIOS

As amostras foram coletadas no RAHLF duas vezes por semana, a cada alimentacéo, e
analisadas para deteccao de 2,4D e intermediarios, através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (em inglés: High - Performance Liquid Chromatography — HPLC), pelo sistema
integrado de alta qualidadeL.C Agilent 1220 Infinity, com a coluna cromatografica do tipo
ZorbaxEclipse XDB-C18 4.6 x 250mm, 5um. Como solventes foram utilizados Acido
Formico0,1% em &gua Mili-q (A) e Acido Férmico 0,1% em Acetonitrila (B) na proporcéo
de 75:25. Com a metodologia desenvolvida, foi possivel parametrizar os tempos de
retencdo do 2,4D e deseus intermediarios,2,4DCP, 4CP, 2CP e Fenol. Abaixo segue a
Figura 12, com os tempos de retencdodefinidos para cada composto, segundo a metodologia
proposta por Brucha et al., (2021).
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Figura 12 - Tempos de retencdo do 2,4D e seus intermediarios pela técnica do HPLC
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Fonte: Do autor.

As concentracBes finais do poluente presentes nas amostras retiradas para analise,
estabelecem a relacdo de eficiéncia de degradacao, assim como a constatacdo dos intermediarios
metabolicos produzidos, elucidam quais reacdes bioquimicas ocorreram durantea conversao do
2,4-D, estabelecendo a rota de degradacéo.

O monitoramento de DQO, foi feito de forma analoga ao monitoramento deste

parametro nos ensaios de enriquecimento (GODOI, 2021), para confirmar a atividade de
degradacéo organica.
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4. RESULTADOS

4.1 ENRIQUECIMENTO - FASE 1

O enriquecimento da comunidade microbiana anaerébia metanogénica provenientes do
sedimento do reservatério de Itaipu foi constatado, a partir do consumo da matéria organica
(DQO) e da produgdo do metano (CHa), os quais refletem a presenca de atividade biologica
metanogénica ativa. Na primeira fase com duracdo de 166 dias de incubacéo, os reatores biéticos
2 e 3, alcancaram no 89° dia de operacdo, simultaneamente, remocdo de DQO de
aproximadamente 97%, fazendo necessario a manutencdo do meio com adi¢cdo de fontes de
carbono, sendo elas, Lactato de Sodio (0,01 mg/L) e Acetato de Potéssio (0,01 mg/L). Em
contrapartida o reator biético 1, ndo precisou de alimentacéo, pois manteve decaimento estavel
e mais lento comparado aos outros, atingindo no 166° dia, 82% em eficiéncia de remocéo.

Abaixo, na Figura 13, é apresentado graficamente o decaimento de DQO durante o
periodo de incubacdo referente a primeira fase de enriquecimento. Na figura 14, é exposta a
quantificacdo do metano produzido nos primeiros 76 dias. Apés esse periodo a producdo se
manteve continua e crescente, extrapolando a capacidade maxima de conversdo nacurva de

calibracéo, ndo sendo podendo ser mensurado.

Figura 13 - Representacdo graficado decaimento da concentragdo dematériaorganica (DQO) consumida emrelagdo ao tempo
emdias, durante a fase 1 de enriquecimento
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Fonte: Autor.
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Figura 14. Representacéo grafica da média da variagdo volumétrica inicial e final da concentragdo de gas metano
(CH4, produzido na 12 Fase de Enriquecimento na triplicata de reatores bidticos sob condicédo
metanogénica).
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Fonte: Autor.

Estes resultados mostram a presenca e o desenvolvimento dos microrganismos envolvidos no
processo a partir do consumo das fontes de carbono fornecidas e pela presenca do 2,4D. Através da
cromatografia liquida, foi constatado 70 dias apds o inicio da incubacéo, a degradacg&o total do 2,4D e
a producao de 0,22 mg/L de 4CP, um dos intermediarios finais identificados na rota de degradacao

anaerobia 2,4D. No 137° dia, o herbicida 2,4D e o seu intermediario 4CP nao foram mais detectados.

4.2 ENRIQUECIMENTO — FASE 2

Na fase 2 de enriquecimento em um Unico reator biético, que teve duracdo de 210 dias
e mostrou-se igualmente eficiente na remocdo da DQO, com decaimento acentuado e
expressivo, necessitando de periodicas adi¢cbes de fontes de carbono, de maneira
idénticaocorrida na fase 1.Na Fgura 15, é apresentado o decaimento de DQO durante a

segunda fase.
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Figura 15. Representacdo grafica do decaimento da concentracdo de matéria organica (DQO) consumida
emrelacdo ao tempoem dias, durante a fase 2 de enriquecimento.
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Fonte: Autor.

Na figura 16, mostra o volume de CH4 gerado durante o tempo de incubagéo da fase 2.
De forma analoga ao ocorrido na fase 1, apds 0 105° dia, 0 volume produzido extrapolou o limite
da curva. Porém, como o objetivo da andlise de metano era confirmar a presenca de
microrganismos aptos a atividades metanogénicas e ativos, a producédo crescente do mesmo foi
uma resposta positiva ao esperado.

Figura 16. Representacdo grafica da variacdo da concentracdo de gas metano (CH4) produzido em
relacdo aotempo emdias durante a 22Fase de Enriquecimento bidtico sob condigdo metanogénica.
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A producéo de metano tanto na fase 1, quanto na fase 2, pode ser diretamente relacionada
ao consumo de matéria organica apresentado nas Figuras 3 e 5, reafirmando a ocorréncia de
atividade microbiana metanogénica ativa e 0 sucesso do enriquecimento em propiciar o
desenvolvimento de atividades bioldgicas das mesmas.

Similar ao comportamento na primeira fase, também atraves da cromatografia liquida
foidetectado concentracdes tracos de 4 CP, proveniente da conversdo do 2,4D. Na amostra
coletada3 dias ap6s o preparo do meio de enriquecimento, foi quantificado a concentracéo de
0,32 mg/Lde 2,4D e no 66° dia de operacdo, esse composto ndo foi mais detectado, logo,
infere-se que o 2,4D foi consumido e convertido em 4C, composto este presente na
concentracéo de 0,40 mg/Lna mesma data.

Mostrando que a biomassa enriquecida ao longo dos 376 dias foi apta a degradar o 2,4D.

4.3 INOCULACAO DO RAHLF

A inoculacdo se mostrou efetiva devido ao aspecto visual significativo ressaltado pela

formacéo de biofilme no leito fixo, como se vé na Figura 17:

Figura 17: Linha do tempo do processo de inoculagdo do RAHLF
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Pela andlise de Solidos Suspensos Volateis — SSV, pardmetro esse utilizado como
medida indireta de teor organico da amostra, também relacionado a biomassa presente, foi
quantificado na entrada 0,64 g/L de biomassa, e na saida 0,36g/L., tendo ficado retido 0,28g/L no
reator, equivalente a uma eficiéncia de 43,75% na aderéncia de microrganismos na espuma

poliuretano.

A diferenca de coloracdo mostrada nos filtros na Figura 4, é justificada pelo alto teor de
Sélidos Totais — ST, presentes no meio de enriquecimento, este com 2,69g/L na entrada e

1,07g/L na saida do reator. Portanto 66,05% de ST ficaram retidos no reator.
4.4 RESULTADOS RAHLF
4.4.1 Demanda Quimica de Oxigénio - DQO

Com relacéo ao decaimento de DQO, o reator obteve 6timo desempenho no que tange
a degradacdo organica, com eficiéncia entre 77,30 - 90,98% em todo tempo de operagdo, que
foram 50 dias. Isto é, a cultura microbiana presente no reator se manteve ativa independenteda
adicdo de 2,4D no meio de alimentacdo sintético. Na Figura 18 a seguir, é apresentada a
discriminagao temporal dos resultados obtidos de DQO nas amostras afluente e efluente.

FIGURA 18 - Representagdo graficado decaimento da concentragdo de matéria organica (DQO) consumida durante a operagdo
do RAHLF.
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Nas trés primeiras amostragens coletadas em afluente e efluente do RAHLF,
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considerando do dia zero ao 8° dia de operagdo, observou-se que a degrabilidade da
matériaorganica presente no meio sintético efetivada pelos microrganismos metanogénicos foi
deaproximadamente, 90, 84 e 88% de eficiéncia, respectivamente, as quais reafirmaram a
estabilidade do reator de imediato ao inicio da operacéo, até entdo, afim de primeiramenteadptar
0s microrganismos ao 2,4D, 0 mesmo ndo era adicionado ao meio. Porém, no vigésimodia de
operacdo, a eficiéncia de remocéao decaiu para constatada para 77%. Apesardo decaimento,este
resultado € satisfatorio pois confere atividade microbiana ativa. Tal decaimento pode ter
sidoprovocado decorrente ao intervalo maior, atipico, que houve para a realimentacdo do
reatornesse periodo. Em consequéncia de problemas técnicos a alimentagdo foi suspensa por 7
dias.

Todas as outras alimentacGes durante a operacdo do RAHLF, com excecdo desta
mencionada,foram de forma continua com reposicdo do contetudo do frasco de alimentacédo a
cada 3-4 dias.Apo6s o vigésimo dia de operacédo foi observado o pico de eficiéncia no 43° dia
de operacdo, Ultima amostra retirada para analise de DQO, com 91%, em oposi¢do a menor
eficiéncia medida neste periodo, no 27° dia, com 82%.

Em geral, desconsiderando o 20° dia, pois foi averiguada interferéncia significativa no
resultado, o reator apresentou uma média na taxa de degrabilidade em torno a 86%. A constancia
e eficiéncia alta na degradacdo de DQO certificou a biodegradacdo da matéria organica,
descartando a possibilidade de que a cultura microbiana néo tivesse sido aderida ao suporte fixo

do reator e/ou nao tivesse desempenhando suas fungdes metabdlicas pela inibicao do 2,4D.

4.4.2 Degradacéo 2,4D

A respeito dos resultados obtidos mediante a cromatografia de alta eficiéncia das
amostras coletadas do afluente e efluente do RAHLF com a finalidade de afericdo das
concentracdes do 2,4D e seus intermediarios, foi comprovado remocéo eficiente do 2,4D em
todas as amostras coletadas durante todo o periodo de operacdo do RAHLF, na ordem de 14,79
a96,52% de eficiéncia de remogao. Também, foram detectados em algumas amostras a presenca
de concentraces tracos dos intermediarios 2,4DCP, 2CP, 4CPe fenol, confirmando a ocorréncia
da rota de degradacéo do 2,4D sob condi¢Ges metanogénicas, pois houvetransformacédo do 2,4D
e formacdo de seus intermediarios. Segue na Figura 19, o detalhamento dos resultados obtidos
pelo método de anélise HPLC.
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FIGURA 19: Concentracdo de 2,4D e intermediérios (2,4DCP, 2CP, 4CP e Fenol) das amostras afluentes e efluentes retiradas
durante a operagdo RAHLF.
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Fonte: Do autor.

Nitidamente exposto no gréfico acima, representado pela figura 19, em todas amostras
analisadas verificou-se biodegradacdo do 2,4D. De forma esperada, logicamente, o resultado
daprimeira amostra coletada, no 3° dia de operacao do reator, mostrou a menor deplecéo dentre
todos os resultados, com eficiéncia de aproximadamente, 15%, que pode ser justificado pelo
periodo de adaptacdo ao composto com inicio da adi¢ao no oitavo dia de operagdo. Outro fator
que corrobora a este argumento, é o comportamento apresentado pelo reator nos posteriores
resultados, os quais indicaram gradativo aumento da eficiéncia na remoc¢éo do composto 2,4D
conforme o decorrer dos dias de operacdo. No 8°, 13° e 18° dias de operacdo a eficiéncia foi
de26, 38 e 35%, respectivamente, em média mais que o dobrodaquela medida no 3° dia. A
partir do 27°, o reator ficou estavel e manteve uma média razodvelde 63% de eficiéncia, tido
0 seu pico méximo no 38°, com 97%, saindo da concentracdo inicialde 0,59 mg/L e chegando
a 0,02mg/L.

Tendo em consideracdo que os intermediarios sdo produzidos a partir da transformacéo do2,4D
ap0s processos quimicos e biologicos, ndo se esperava detectar nenhum destes nas amostras em
afluente, pois as amostras afluentes foram retiradas diretamente do meio basal sintético de
alimentacdo com a adicdo tdo somente do 2,4D. Porém, como foi apontado na figura 19, no
sexto e trigésimo oitavo dia de operacdo, foram detectados concentracfes tracos de 4CP e
2CP,uma explicacdo coerente para tal eventualidade se refere as transformagdes do 2,4D em
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seus intermediarios por meio de rea¢es quimicas dentro do frasco de alimentacdo antes mesmo
domeio basal passar pelo RAHLF. Contudo, o intuito deste trabalho se restringe a avaliar o
potencial de conversdo do 2,4D mediante apenas e exclusivamente por biodegradacdo. Logo,
estes dados nédo serdo discutidos mais.

No 27° dia de operagdo, assim como nos demais que o sucederam, em todas amostras
efluentes foram detectados concentragdes-tracos dos intermediarios 2,4DCP, 2CP, 4CP e fenol.
O 4CP presente em todas amostras, com exce¢do da amostra do 30° dia, na qual foi detectado
apenas o 2CP, que é a alternativa da rota ap6s a transformacdo do 2,4DCP, mostrando a
degradacéo biologica do 2,4D.

No 34° dia, foi reconhecido a transformacéo completa do 2,4D, pois foi detectado todos
intermediarios, fechando a rota completa em concentracfes-tracos de fenol. Neste vale ressaltar
todas as concentracdes em efluente, estas foram: 2,4D em 0,3853mg/L; 2,4DCP em 0,103 mg/L,;
4CP em 0,130 e fenol em 0,052 mg/L.

No dia 43° com exclusdo do fenol, que realmente é de dificil deteccdo devido sua
carateristica de alta volatilidade, assim como no 34° dia, foram constatados os demais
intermediarios, com 2,4D em 0,705 mg/L; 2,4DCP em 0,075 mg/L; 2CP em 0,174 e 4CP em
0,013 mg/L.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no decorrer deste trabalho comprovaram a efetividade da estratégia
de enriquecimento de microrganismos autdctones, presentes no sedimento do Reservatorio de
Itaip — PR, em condi¢Bes metanogénicas e sua inoculacdo no Reator horizontal de Leito Fixo
(RAHLF) para a degradacdo anaerobia do 2,4D. A confirmacdo da hipdtese deste projeto a
respeitoda potencialidade de degradacgéo por culturas autdctones previamente expostas ao 2,4D,
atesta a teoria de Deursen (2016), o qual afirmou em seu protocolo que o aproveitamento de
solos e sedimentos pré-expostos a agrotoxicos, quando utilizados como indculos, tendem a
dispor de microrganismos aptos a degradar com maior eficiéncia o agrotoxico em questao.
Varios outros estudos se beneficiaram dessa metodologia e tiveram éxito, como o de Araujo e

Orlanda (2014), o qual aplicou como inéculo, linhagens de bactérias isoladas de solo oriundo de

cultivo de feijao e de mandioca do cerrado Maranhense para degradacao do 2,4D.

Nas amostras que foram submetidas a analise por cromatografia liquida, foram
detectados concentracOes tracos de 2,4DCP, 4CP, 2CP e FENOL, enquanto em contrapartida,
em relagdo ao composto em estudo, o 2,4D, houveram redugdes significativas nas concentracfes
no efluente, concomitantemente com a producao dos metabolitos intermediarios da degradacao
do 2,4D. Esses resultados apontam para que a existéncia dos intermediarios se deram a partirda
degradacdo do 2,4D, revalidando a rota metabdlica da degradacdo anaerdbia do 2,4D
apresentada por Ha et al., (2018) e confirmada por Brucha et al., (2021), onde propuseram que
a transformacdo anaerobia do 2,4D se da pela formacdo de 2,4DCP, que por sua vez sofre
desalogenacdo resultando nos monoclorofenodis 2CP e 4CP, que sdo convertidos em fenol,
produto considerado final da rota, sendo posteriormente oxidado. Para Silva et al., (2007),
independente da rota de degradacdo e a condicdo ambiental (aerébia ou anaerébia), o 2,4-
diclorofenol (2,4DCP) é o principal produto de degradacao do 2,4D, sendo detectado em todas
rotas de degradacéo j& estudadas.

Para ser possivel a comparagdo dos resultados obtidos em outros trabalhos de mesma
tematica, é fundamental a igualdade dos parametros e fatores aplicados, porém, como em sua
grande maioria, os trabalhos nessa linha manipulam culturas autoctones diversificadas, e até
entdo, pelo que se sabe, de acordo com outras literaturas existentes, o0 processo de degradagédo
acontece em consequéncia de inumeros fatores correlacionados, entre os quais é considerado a
genética da cultura de microrganismos envolvidos, a composi¢do quimica do meio de cultura,
entre outros (LANDIS et al., 2003; MACHADO, 2004; SILVA et al., 2004; WALTERS, 2017),
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logo, é limitado as comparagOes analiticas. Neste trabalho, empregamos como in6culo
sedimento e coletado no Reservatério de Itaipu para compreender o potencial de degradacéo e
biotransformacéo do 2,4-D sob condi¢6es anaerdbias. Outro trabalho, de Barros et al., (2022),
também utilizou como in6culo as mesmas amostras para o tratamento de 2.4-D, no entanto, o
mesmo foi desenvolvido em ensaios de reatores em batelada diferentemente deste que consistiu
no tratamento em RAHLF.

Confrontando os resultados obtidos nos dois trabalhos, considerando que ambos partiram
do mesmo indculo, meio basal e condiges ambientais, assim como mesma concentracdo inicial
de 2,4D no meio, enquanto nos ensaios bidticos sob condi¢cdes metanogénicas nos ensaios
em reatores em bateladas, a degradacdo parcial do 2,4D de aproximadamente 75%, ocorreu
apenas no 20° dia (BARROS, 2022). Neste trabalho, no RAHLF, com tempo de detencéo
hidraulica de 88 horas, o equivalente a 3 dias e 16 horas, em média, obteve eficiéncia de remoc¢ao
do 2,4D de 56,10%.

No que tange a eficiéncia do tratamento em RAHLF, estudos anteriores comprovaram a
eficiéncia acentuada de degradacdode compostos de dificil degradacdo, caracteristica dos
agrotoxicos (BRUCHA, 2007; DAMASCENO, 2008), constatado também, neste trabalho, além
de evidenciar por meio do comparativo anterior, que como esperado, o0 RAHLF, é o tipo de

reator mais adequado para tratamento desse tipo de composto.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho, mostraram éxito na estratégia de enriquecer
comunidade microbiana autdctone provenientes do sedimento do Reservatorio de Itaipd-PR
degradadora do 2,4D e utiliza-la como indculo no Reator anaerdbio de leito fixo para tratamento
do 2,4D. Os microrganismos enriquecidos comprovaram-se adequados na biodegradacéo do
composto em estudo, comprovando a hipétese de que culturas pré-exposta ao contaminante
adquirem maior capacidade de remog¢do do mesmo.

A rota considerada para a degradacdo do 2,4D neste trabalho, foi a do 2,4DCP, 2CP,
ACP e por fim, fenol. Tendo como composto intermediério principal o 2,4DCP.

A escolha do tipo de reator foi fundamental para conseguir detectar os componentes
intermediarios, visto que reatores com regime hidraulico préximo ao pistonado apresentam

maior eficiéncia ao tratamento de compostos tdxicos de dificil degradacao.
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7 RECOMENDACOES

Como sugestdes para trabalhos futuros, em conformidade como sendo uma O6tima

opcao paratrabalhos que queiram desenvolver nessa linha de tratamento e de composto seguem:

- Operar o reator com adi¢es de 2,4D em concentrages gradativamente crescentes, coma
intencdo de conhecer as limitacdes de biorremediacao desse composto;

- Coletar amostras nos pontos intermediarios a entrada e saida, objetivando perfilar commaior
precisdo a rota de degradacdo do 2,4D;

- Extracdo e sequenciamento do RNA na intengdo de caracterizar e identificar os

microrganismos responsaveis pela biotransformacéo do 2,4D.
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