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Abstract 
Benzene, toluene e xylene are present in gasoline and so a strong threat to the environmental and to public health 
due to the storage tanks leaks and varied industrial activities. This work aimed at the removal of 30 mg/L of benzene 
and toluene and 15 mg/L of xylene  in aqueous medium by fungal batch reactors.  It was also added 100 mg/L of 
ethanol. The choice of the kind and concentration of cells in the inoculum reactor sequencing batch was made from 
assay with separated variation of spores concentration of Aspergillus niger AN400 e Penicillium sp. (2 x 104, 2 x 106 e 
2 x 109 esporos/mL). The sequencing batch reactor (5 L) was inoculated with Aspergillus niger and operating at 48 h 
cycles. The immobilized biomass grown filamentous form. Registered organic matter removal (81%), benzene (60%), 
toluene (96%) and xylene (50%), respectively. After 4 months of reactor operation, Penicillium sp. was found as a 
contaminating species in the biofilm. 
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Resumo 
Benzeno, tolueno e xileno estão presentes na gasolina e são uma forte ameaça ao meio ambiente e à saúde pública, 
devido  aos  vazamentos  de  tanques  de  armazenamento  e  atividades  industriais  variadas.  Este  trabalho  objetivou  a 
remoção de 30 mg/L de benzeno  tolueno e  tolueno e de 15 mg/L de xileno em meio aquoso em reatores  fúngicos 
operados em batelada. Adicionou‐se também 100 mg/L de etanol. A escolha da espécie e da concentração de células no 
inóculo de reator em bateladas sequenciais foi feita a partir de ensaios com variações em separado das concentrações 
de esporos de Aspergillus niger AN400 e Penicillium sp. (2 x 104, 2 x 106 e 2 x 109 esporos/mL). O reator em bateladas 
sequenciais (5 L) foi inoculado com Aspergillus niger AN400 e operado em ciclos de 48 h. A biomassa imobilizada cresceu 
na forma filamentosa. Registrou‐se remoção de matéria orgânica (81%), benzeno (60%), tolueno (96%) e xileno (50%), 
respectivamente. Após 4 meses de operação do reator, Penicillium sp. foi encontrado no biofilme do reator como espécie 
contaminante. 
   
Palavras chave: bateladas sequenciais, crescimento fúngico, hidrocarbonetos aromáticos. 

 

 
 
Introdução 
As atividades industriais e os vazamentos acidentais de petróleo e de gasolina – decorrente do 
envelhecimento de  tanques de estocagem – são  importante parcela da poluição dos  recursos 
naturais pelos hidrocarbonetos aromáticos benzeno, tolueno e xileno (BTX) (Tiburtius et al., 2005; 
Ramalho et al. 2014; Logeshwaran et al., 2018). 
 
Segundo Trigueros (2008), hidrocarbonetos aromáticos como benzeno, tolueno e os isômeros do 
xileno, além do etilbenzeno, são os contaminantes mais preocupantes por causa da sua extrema 
toxidade. Estes compostos, presentes juntos e/ou isoladamente no meio, são capazes de induzir 
efeitos genotóxicos e mutagênicos,  como por exemplo, alterações cromossômicas e danos ao 
DNA,  aumentando  os  riscos  de  desenvolvimento  de  câncer  pela  exposição  aos  mesmos, 
particularmente, em relação ao benzeno (Mazzeo et al., 2010; Vergara‐Fernandez et al., 2018).  
 
Dos BTX, o benzeno é o mais tóxico, podendo ser absorvido pelo organismo por contato dérmico, 
inalação  e  ingestão,  sendo  metabolizado  de  forma  mais  eficiente  em  concentrações  baixas, 
primeiramente, no fígado e depois na medula óssea, de modo a desencadear doenças como a 
leucemia, linfóide e mielomonocítica, neoplasmas hematológicos e anemia apática (Santos et al., 
2017).” No caso do tolueno, este apresenta absorção fácil pelo trato respiratório, pele e trato 
gastrointestinal,  chegando  rapidamente  ao  tecido  adiposo,  medula  óssea,  cérebro,  fígado  e 
sangue. A exposição contínua ao tolueno pode ocasionar náuseas, anorexia, perda momentânea 
de memória, confusão, fadiga muscular e insônia (Figueredo, 2018).  Além disso, a inalação do 
tolueno, principal via de absorção, pode causar  irritação do trato respiratório superior e a sua 
aspiração nos pulmões pode produzir pneumonia química que pode ser fatal (Juras, 2005). Já a 
exposição ao xileno pode causar desde cefaléia, transtornos da visão, desmaios e irritação das 
vias  respiratórias,  até  problemas  de  infertilidade,  sendo  que,  em  altos  níveis,  pode  levar  o 
indivíduo exposto à morte (Tiburtius et al., 2005; Figueiredo, 2018). 
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Um fator preocupante da ocorrência dos BTX no ambiente está relacionado à solubilidade elevada 
dos BTX em água, característica esta que faz com que estes compostos possam ser transportados 
a locais distantes do ponto onde aconteceu o derramamento (Lemos et al., 2008; Ramalho et al. 
2014; Cheng et al., 2016).  
 
Entre as técnicas de despoluição, a utilização de micro‐organismos tem alcançado cada vez mais 
importância mundial  (Goltapeh,  Danesh  e  Varma,  2013).  Porém,  ainda  que  poucas  pesquisas 
tenham sido realizadas sobre a remoção de benzeno, tolueno, e xileno em reatores biológicos por 
fungos, os resultados são positivos e este processo representa uma alternativa de custo baixo em 
relação às outras  tecnologias de  tratamento  (Cheg et al.,  2016; Aydin et al.,  2017).    Segundo 
Mariano (2006), os gêneros Aspergillus e Penicillium possuem espécies promissoras na remoção 
de  hidrocarbonetos  aromáticos  e  apresentam  crescimento  micelial,  o  que  se  constitui  em 
vantagem sobre as  células unicelulares, bactérias e  leveduras, devido à  rápida  ramificação do 
micélio  no  substrato,  potencializando  a  biodegradação  através  da  secreção  de  enzimas 
extracelulares  variadas  e  da  grande  área  superficial  de  contato  entre  micélio  e  poluente, 
sobretudo quando aplicados em reatores  com biomassa  imobilizada, elevando a eficiência do 
tratamento de águas residuárias (Rodrigues, 2006; Oliveira, 2019).    
 
Os  fungos  são  também  mais  tolerantes  às  condições  ácidas  que  as  bactérias  e  apresentam 
capacidade de suportar mudanças bruscas de carga orgânica, tolerar grandes variações de pH e 
de temperatura e se adequar a variações e escassez de umidade e de oxigênio (Estévez, Viega e 
Kennes, 2005). Além disso, os fungos são produtores de variado número de enzimas capazes de 
degradarem  inúmeros  poluentes,  sendo  extremamente  tolerantes  ao  estresse  e  à  ação  de 
substâncias químicas tóxicas (Oliveira, 2019). A concentração de esporos no  inóculo é variável 
importante  por  influenciar  na  reologia  do  meio,  forma  de  crescimento  microbiano  e,  por 
consequência, na eficiência dos reatores, podendo conduzir ao sucesso ou à falência do processo 
(Papagianni e Moo‐Young, 2002; Papagianni, 2014).  
 
A concentração de células no inóculo influencia na germinação e na forma de crescimento, em 
pellets ou filamentoso, consequentemente, o metabolismo e a formação de subprodutos pelos 
fungos, o que poderá exigir maior ou menor controle das condições do meio (Aldars‐García et al., 
2018). Na maioria das vezes, a operação com pellets – situação teoricamente mais favorável para 
evitar a ocorrência de problemas de limitação difusional e a consequente perda de eficiência –, 
visando  à  biorremediação  de  poluentes,  não  é  possível,  em  virtude  da  produção  de  ácidos 
orgânicos e do metabolismo do nitrogênio que podem interferir fortemente e diminuir o pH do 
meio, resultando na formação de biomassa filamentosa (Papagianni e Moo‐Young, 2002; Borras 
et al., 2008; Oliveira, 2019).  
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Em geral, ácidos orgânicos e outros compostos que contribuem para abaixar o pH do meio e são 
reflexo  da  assimilação  dos  poluentes  como  substrato,  que  são  biodegradados  pela  ação  de 
enzimas não específicas (Kyriacou et al., 2005; Dalecka, Juhna e Rajarao, 2020). Por outro lado, o 
uso  de  alcalinizantes  para  controlar  o  pH,  nem  sempre  é  viável,  uma  vez  que  a maioria  das 
enzimas produzidas pelos fungos para a degradação dos poluentes têm seu ápice na faixa ácida 
de pH (Spier, 2006; El‐Naas, Acio e El Telibe, 2014; Hassan et al., 2019), requerendo conhecimento 
da  partida  e  da  rotina  operacional  a  fim  de manter  a  eficiência  do  sistema mesmo  que  este 
apresente  biofilme  com  tendência  ao  crescimento  filamentoso.  A  aplicação  de  fungos  em 
reatores para a remoção de BTX pode ser uma alternativa viável, sobretudo quando do emprego 
de reator em bateladas sequenciais que possui menor utilização de mão‐de‐obra e de energia, 
facilidade  de  alteração  do  tempo  reacional  e  nível  de  controle  de  processo  não  encontrado 
facilmente em sistemas de fluxo contínuo (Mohan et al., 2007). 
 
Dentro  deste  contexto,  foi  estudado  o  potencial  da  aplicação  de  fungos  filamentosos  como 
inóculo de reator biológico em bateladas sequenciais na  remoção de compostos BTX de meio 
aquoso, tendo‐se verificado, em ensaio preliminar, a concentração de esporos a ser empregada 
no  inóculo  de  reator  em  bateladas  sequenciais  (RBS)  com  biomassa  fúngica  imobilizada  em 
espuma de poliuretano. 
 
 
Metodologia 
Cultivo e produção dos esporos fúngicos 
Foram preparadas placas de Petri estéreis, com 15 mL de meio de cultura Saboraud Dextrose, 
previamente esterilizado a 121  °C, durante 15 minutos, adicionando de 1 mL/L de solução de 
Vishniac, constituída de (mg/L): H3BO3 (50), FeCl2. 4H2O (2000), ZnCl2  (50), MnCl2. 4H2O (500), 
CuCl2. 2H2O (38), AlCl3H2O (90), CoCl2 .6H2O (2000). 
 
Após a solidificação do meio de cultura, os esporos de Aspergillus niger AN400 e de Penicillium 
sp. foram mantidos em tubos de ensaio sob temperatura de ± 4 oC e, posteriormente, inoculados 
em placas de Petri que permaneceram em repouso durante 7 dias, a ± 28oC, para crescimento e 

posterior remoção. A remoção dos esporos foi realizada adicionando‐se à cada placa 25 L de 
Tween 80, diluído em 500 mL de solução salina de NaCl (0.08 mg/L). "A remoção da suspensão de 
esporos das placas e a determinação da sua concentração ocorreu conforme descrito em Silva et 
al. (2018)." 
 
Meio aquoso 
O meio foi preparado com água oriunda do sistema de abastecimento e 0,5 g/L de glicose, como 
cossubstrato. Adicionou‐se macro e micronutrientes nas concentrações de (g/L): (NH4)2SO4 (0.5); 
NaNO3 (0.25); KH2PO4 (0.2); MgSO4 (0.25); CaCl2.2H2O (0.01); CuSO4.7H2O (0.08); H2MoO4 (0.05); 
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MnSO4.5H2O (0.05); Fe2(SO4)3 (0.05); ZnSO4 (0.04), conforme Rodrigues (2006). A concentração 
de  benzeno  e  tolueno  foi  de  30 mg/L  e  a  de  xileno,  de  15 mg/L.  Para melhor  solubilizar  os 
compostos no meio foi utilizado 100 mg/L de etanol. 
 
Ensaio para escolha da concentração de esporos no inóculo do RBS (Etapa I) 
Foram  utilizados  frascos  de  vidro  de  250 mL,  previamente  autoclavados  a  121°C,  durante  20 
minutos,  que  receberam  200 mL  do meio  aquoso  contendo  BTX,  descrito  anteriormente.  Os 
frascos foram mantidos sob agitação de 150 rpm, em mesa agitadora. Os reatores foram divididos 
em lotes, cada um com: 7 reatores controle (RC), ausentes de micro‐organismos; 7 reatores com 
inóculo de Aspergillus niger AN400 (RA) e 7 reatores com inóculo de Penicillium sp. (RP).  
 
Os reatores foram operados em regime de batelada e, em cada grupo de reatores, estes possuíam 
um tempo reacional distinto, os quais eram de 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 9 dias. Para cada espécie de fungos 
em estudo  foi  variada  a  concentração de  esporos  do  inóculo:  (I)  2x103  esporos/mL,  (II)  2x106 
esporos/mL e (III) 2x109 esporos/mL. Todos os procedimentos de preparo e adição do inóculo nos 
reatores foram realizados em câmara de fluxo laminar vertical para evitar contaminação, de modo 
que, após os quais, os reatores foram então transferidos para mesa agitadora. O experimento foi 
conduzido em duplicata. 
 
Imobilização da biomassa fúngica (Etapa II) 
O Aspergillus  niger  AN400  foi  inoculado,  na  concentração de 2  x  106  esporos/mL,  em  frascos 
Erlenmeyers  de  250  mL,  contendo  cubos  de  poliuretano  com  1  cm  de  aresta.  Os  cubos  de 
poliuretano foram acondicionados em redes de polietileno e, posteriormente, foram imersos em 
200 mL de meio de crescimento contendo glicose (5 g/L) e cloranfenicol  (0.10 g/L). Os frascos 
foram mantidos a 150 rpm, em mesa agitadora durante 120 h, sendo que, ao completadas            48 
horas, o meio era substituído por um novo. Passadas as 120 h, as redes contendo os cubos de 
espuma de poliuretano e a biomassa já crescida eram transferidos para o reator, a fim de iniciar 
a operação do mesmo. Os resultados obtidos foram submetidos à análise estatística pelo método 
de Kruskal Wallis. 
 
Operação do reator em bateladas sequenciais (RBS) 
O  reator  utilizado  era  de  vidro  e  possuía  volume  total  de  5  L,  tendo  recebido  como  inóculo 
biomassa  de Aspergillus  niger  AN400,  aderida  em  espuma  de  poliuretano,  conforme  descrito 
anteriormente, e alimentado com 4 L de meio aquoso, contendo os compostos BTX. A oxigenação 
do meio reacional foi mantida com a introdução de ar a partir de um mini‐compressor. A operação 
do  reator  foi  realizada  em  12  ciclos,  cada  um  com  duração  de  48  horas.  O  período  total  de 
operação do RBS, nestas condições, foi de 4 meses. Antes do início desta etapa de trabalho, o 
reator já vinha sendo operado por seis meses (dados não apresentados) e a alimentação, naquele 
período, foi feita com o mesmo meio aquoso, excetuando‐se as concentrações de glicose (1 e 5 
mg/L) e dos compostos BTX, de 100 mg/L para cada um dos hidrocarbonetos adicionados. Para 
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evitar  a  possibilidade  de  fotodegradação  dos  compostos  BTX,  o  reator  foi  protegido  da  luz  e 
mantido em local escuro. 
 
Variáveis  
Foram determinadas as variáveis: potencial hidrogeniônico (pH), sólidos suspensos voláteis (SSV) 
e DQO, conforme metodologia descrita em APHA (2005), e benzeno, tolueno e xileno, detectados 
por cromatografia gasosa (CG) em cromatógrafo Clarus 500 (Perkin Elmer) e coluna 30 metros. As 
absorbâncias das análises foram detectadas através do espectrofotômetro de marca Biospectro 
e modelo SP – 200, já o pH foi medido em pHmetro da Quimis, modelo Q – 400 A. 
 
Contagem de micro‐rganismos na água residuária 
A  contagem  de  micro‐organismos  foi  feita  segundo  os  procedimentos  de  diluição  seriada  e 
verificação do crescimento e número de unidades formadoras de colônias em meios seletivos, de 
acordo com os procedimentos relatados em Silva et al. (2015) e Andrade et al. (2015), sendo a 
temperatura de incubação de 28oC. 
 
 
Resultados e discussões 
Determinação da espécie fúngica e da concentração de esporos no inóculo do reator RBS‐Etapa I 
Para ambas as espécies estudadas, as maiores eficiências de diminuição da DQO foram para a 
concentração de 2 x 106 esporos/mL, com remoções finais de matéria orgânica de 67%, 74% e 
61% para RAI, RAII e RAIII, respectivamente, e de 59%, 70% e 62%, para os reatores RPI, RPII e 
RPIII, respectivamente. Nesta concentração, embora Aspergillus niger tenha alcançado percentual 
superior  de  remoção  de  DQO  (74%)  em  relação  à  Penicillium  sp.  (70%),  a  análise  estatística 
mostrou que a diferença não foi significativa (p: 0,002 < 0,005). 
 
Kyriacou et al. (2005) empregaram duas concentrações de esporos de Aspergillus niger (1 x 104 

esporos/mL e 1 x 106 esporos/mL) em reator de batelada tratando água residuária da indústria de 
azeite de oliva, com tempo reacional de 4 dias relataram que para concentração elevada  de 2 x 
109  esporos/mL,  ocorreu  diminuição  da  eficiência  de  remoção  de  matéria  orgânica. 
Semelhantemente, Tung et al.  (2004) usaram Aspergillus oryszae  em reatores de 100 mL para 
tratar água residuária do processamento de mandioca, com diferentes tamanhos de inóculo, e 
verificaram que para as concentrações superiores a 7.2 x 104 esporos/mL, não houve aumento de 
biomassa e da eficiência de remoção de matéria orgânica. 
 
Anuradha  et  al.  (2014)  verificaram  a  máxima  produção  de  enzima  polygalactunorase  para  a 
concentração de 1 x 106 esporos/mL de Aspergillus Awamori MTCC 9166, em pH de 5,5, com a 
biomassa  fúngica  crescendo na  forma de pellets.  De  acordo  com os  autores  o  pH  é  um  fator 
importante que afeta diretamente a produção enzimática, contudo o tamanho do inóculo pode 
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favorecer a maior produção das enzimas, de modo que ao trabalharem com concentrações de 1 
x 104, 1 x 105, 1 x 107 e 1 x 108, houve decréscimo da produção enzimática. 
 
Na presente pesquisa, houve aumento de biomassa (SSV), no final da batelada, 295 mg/L (RAI), 
224 mg/L (RAII) e 230 mg/L (RAIII) e de 220 mg/L (RPI), 243 mg/L (RPII) e 311 mg/L (RPIII). Nos 
reatores de controle (RC) foi obtido 63 mg/L de SSV, no 9º dia reacional, mas sem crescimento 
visual de biomassa no meio. Paralelamente ao aumento de biomassa, houve remoção de BTX, 
com os reatores RAI, RAII e RAIII a alcançar remoções de 99.9% de benzeno (3º dia) e tolueno (4º 
dia), percentual este que, em RAII, ocorreu no 3° dia e 2° dia, respectivamente, para benzeno e 
tolueno.  O  xileno  foi  detectado  pelo método  em  todos  os  tempos  reacionais,  com  remoções 
percentuais, no 9º dia de reação, de 33% (RAI), 57% (RAII) e 24% (RAIII). 
 
Nos reatores com Penicillium sp., também foram registradas remoções de 99.9% para benzeno e 
tolueno antes do último tempo reacional. Foi obtida remoção de 99.9% destes compostos em RPI 
(3°  dia).  Em  RPII,  benzeno  e  tolueno  não  mais  foram  detectados  no  meio  no  3°  e  2º  dia, 
respectivamente. Já em RPIII, a remoção de 99.9% de benzeno e tolueno ocorreu no 4° e 2° dia, 
respectivamente. As menores eficiências de remoção nos reatores com Penicillium sp. também 
foram de xileno e, no 9º dia, foram obtidas remoções de 28%, 40% e 29% para RPI, RPII e RPIII 
respectivamente. Os reatores com Aspergillus niger e (RAI, RAII e RAIII) Penicillium sp. (RPI, RPII e 
RPIII) removeram mais facilmente o tolueno, seguido por benzeno e xileno, sendo que este último, 
diferentemente dos outros  compostos, persistiu no meio até o  tempo  reacional de 9 dias. Os 
xilenos que possuem dois grupos metis e sua degradação se  inicia pela oxidação de um deles, 
formando subprodutos capazes de inibir a ação dos micro‐organismos (Maliyekkal et al., 2006). 
 
Nos reatores de controle a remoção de DQO foi inferior à obtida nos reatores com inóculo fúngico, 
de 32%. Da mesma forma, as eficiências de remoção dos compostos BTX em RC foram baixas em 
comparação aos  reatores  com Aspergillus  niger e Penicillium  sp.,  registrando‐se eficiências de 
47%,  55%  e  21%  para  os  compostos  benzeno,  tolueno  e  xileno,  respectivamente,  no  9º  dia 
reacional. Observou‐se que, para 2 x 109 esporos/mL, não ocorreu melhora na remoção de BTX e 
de matéria orgânica, tanto nos reatores RA quanto nos RP. Quando da adição de inóculo ocorre 
com  concentrações  superiores  a  108  esporos/mL,  a  biomassa  cresce  na  forma  filamentosa,  e, 
neste caso, há maior dificuldade em manter o meio homogêneo e a concentração de oxigênio 
dissolvido  adequada,  além  de  haver  produção  de  toxinas  que  contribuem  para  inviabilizar  a 
germinação dos esporos, comprometendo o crescimento da biomassa (Papagianni e Moo‐Young, 
2002; Tung et al., 2004; Aldars‐García et al., 2018).  
 
No presente trabalho, em ambos os grupos de reatores, o meio possuía oxigênio dissolvido em 
torno de 7 mg/L. Houve formação de biomassa filamentosa nos reatores que continham inóculos 
de  Aspergillus  niger  AN400  e  Penicillium  sp.  com  concentração  de  2  x  109  esporos/mL.  Nos 
reatores RAI e RAII – nas concentrações mais baixas, de 2 x 103 esporos/mL e 2 x 106 esporos/mL 
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–  a  biomassa  cresceu  na  forma  de  pellets  até  o  tempo  reacional  de  3  dias,  quando  foram 
registrados valores de pH de 4,5 e 5,0, respectivamente. Após este período, a biomassa contida 
em RAI e RAII passou para a forma filamentosa, provavelmente, devido à diminuição do pH do 
meio, cujo valor médio inicial foi de 5. Essa diminuição do pH também foi observada nos reatores 
que receberam esporos de Penicillium sp.. 
  
Foram registrados valores finais de pH de 4 e 3, respectivamente, em RAI e RAII e RAIII, os quais 
continham inóculo de Aspergillus niger. Para os reatores que receberam inóculo de Penicillium sp. 
o meio apresentou pH de 3, no último dia da batelada, em todas as concentrações de esporos 
utilizadas  como  inóculo,  o  que  pode  ter  sido  influenciado  pela  excreção  de  ácidos  orgânicos 
gerados a partir da metabolização dos BTX e de outros componentes do meio  (Varjani, 2017), 
tendo contribuído para favorecer a dispersão de esporos e o crescimento da biomassa na forma 
filamentosa, já que a superfície dos esporos estava protonada, evitando formar pellets (Oliveira, 
Bassin e Cammarota, 2019). 
 
Os  resultados  indicaram  que,  para  ambas  as  espécies,  mesmo  com  os  inóculos  de  menores 
concentrações de esporos – 2 x 103 e 2 x 106 esporos/mL – o crescimento filamentoso predominou 
devido à diminuição do pH do meio, tendo sido a variável de maior influência na morfologia dos 
fungos.  As  remoções  foram  de  quase  100%  para  benzeno  e  tolueno,  sendo  que  tanto  para 
Aspergillus niger AN400 como Penicillium sp. foram obtidos percentuais de eficiência similares e 
em  tempos  reacionais  próximos ou  iguais,  não  ocorrendo diferença  significativa  (p  >  0,05)  na 
remoção de benzeno e tolueno nas três concentrações de esporos estudadas. Já para o xileno, a 
análise estatística dos dados apontou para diferença significativa entre os valores registrados para 
Aspergillus niger AN400 e Penicillium sp., endossando que a segunda espécie foi mais eficiente na 
remoção deste hidrocarboneto, particularmente para RAII  e RPII  (p:  0,0002) e RAIII  e RPIII  (p: 
0,0003  <  0,05).  Devido  à  remoção  xileno  ter  sido  superior  nos  reatores  RA,  na  concentração 
intermediária de inóculo 2 X 106 esporos/mL, Aspergillus niger AN400 foi utilizada no RBS.  
 
Operação do reator em bateladas sequenciais (RBS) – Etapa II 
O reator RBS alcançou 73% de remoção média de DQO particulada, com remoção máxima de 91% 
(ciclo  11).  Quanto  à  remoção  de DQO  dissolvida,  a  eficiência média  foi  de  80.5%  e  remoção 
máxima, de 97% (ciclo 12). Houve aumento gradativo da eficiência com o decorrer da operação 
do reator RBS. A melhor remoção de DQO solúvel, em comparação a DQO particulada, pode ser 
explicada pela presença de fragmentos pequenos desprendidos do biofilme que cresceu na forma 
filamentosa, devido aos valores baixos de pH no efluente no  final dos ciclos operacionais, em 
média de 2.5. O pH médio registrado no afluente do ciclo operacional era de 4.6. A imobilização 
da biomassa, apesar do crescimento filamentoso, contribuiu para as melhores remoções de DQO 
encontradas em relação à Etapa  I. Em relação à remoção de BTX,  foram alcançadas remoções 
médias de 60%, 96% e 50% para benzeno, tolueno e xileno, respectivamente (Figura 1).  
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Figura 1. Variação da eficiência de remoção de compostos BTX pelo reator em bateladas sequenciais com biomassa 
imobilizada de Aspergillus niger AN400. 

 
 

O benzeno não foi detectado no efluente do 3º, 4º e 7º ciclo, assim como tolueno, no efluente do 
2º ao 5º ciclo e no 7º ciclo. As menores eficiências de remoção de BTX ocorreram, no 1º ciclo, 
para o tolueno (81%) e, no 8º ciclo, para o xileno (1%). Em relação ao benzeno, no 2º ciclo, não 
se observou sua remoção do meio. A obtenção de menor eficiência de remoção de benzeno, em 
relação à Etapa I, decorreu do menor tempo de reação submetido aos micro‐organismos, de 48 
h, enquanto que naquela etapa o mesmo era de 3 dias (72 h). 

 
O benzeno e o xileno são compostos de grande dificuldade de biodegradação (García‐Peña et al., 
2008).  Porém,  no  caso  do  xileno,  o  percentual  médio  de  remoção  registrado  foi  superior  às 
maiores eficiências de remoção deste composto encontradas na Etapa I, tanto para o Aspergillus 
niger quanto para o Penicillium sp., na mesma concentração de inóculo de 2 x 106 esporos/mL, as 
quais foram, respectivamente, de 42% e 40%. 
 
O tolueno foi removido mais facilmente, seguido do benzeno e do xileno, assim como ocorrido 
na Etapa I. Semelhantemente, García‐Peña et al.  (2008) ao utilizarem inóculo de Paecilomyces 
variotii, obtiveram degradação inicial de tolueno, seguido de etilbenzeno, benzeno e, por último, 
do xileno. A degradação de hidrocarbonetos aromáticos por fungos ocorre geralmente pela ação 
de enzimas mono‐oxigenases, formando transdiol, sendo comum a formação de cis‐dihidrodiol 
pela  incorporação de átomos de oxigênio,  resultando posteriormente na geração de catecóis. 
Ácidos,  aldeídos  e  CO2  também  são  produtos  finais  da  biodegradação  de  hidrocarbonetos 
aromáticos por  fungos e bactéria,  sendo os primeiros mais  tolerantes ao meio ácido  (Varjani, 
2017; Logeshwaran et al., 2018). Neste trabalho, os valores de pH para o afluente e efluente dos 
ciclos operacionais estiveram sempre em faixa ácida, com valores médios, respectivamente, de 
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4.6 e 2.5. No final da pesquisa, a análise de microscopia mostrou que houve contaminação do 
meio  por  outra  espécie  de  fungo,  a  qual  foi  posteriormente  identificada  como Penicillium  sp. 
(Figura 2).  
 
 

 
Figura  2.  Espécie  contaminante  Penicillium  sp.  encontrada  no  reator  em  bateladas  sequenciais  com  inóculo  de 
Aspergillus niger AN400: a) Vista do conjunto de hifas; b) Conidióforo típico da espécie visualizadas em microscópio 
ótico com aumento de 400 vezes. 
 
 
A diminuição da aeração, causada por problema no fornecimento do ar, pode ter influenciado na 
contaminação do meio pelo Penicillium  sp.,  favorecendo o  crescimento desta espécie que,  de 
acordo  com  Brackmann  et  al.  (1996)  tem  seu  crescimento  estimulado  à  medida  que  a 
concentração do oxigênio diminui até 0.2% (v/v). Além disso, o gênero Penicillium pode produzir 
metabólitos capazes de inibir o crescimento de outros micro‐organismos, conforme relatado em 
Grijseels et al.  (2017) que verificaram a produção de 34 metabólitos  secundários pelo gênero 
Penicillium em fermentação submersa, os quais possuem efeito antibacteriano e antifúngico. 
 
Assim,  o  meio  aquoso  contendo  BTX  e  nutrientes  ofereceu  características  ótimas  para 
desenvolvimento  do  Penicillium  sp.  que  inibiu  o  Aspergillus  niger  AN400  e  predominou  no 
biofilme. A contagem de colônias revelou 5. 109 UFC/mL para os fungos e sem crescimento de 
bactérias nas placas. 
 
 
Conclusão 
A concentração de 2 x 106 esporos/mL foi a mais adequada como inóculo para Aspergillus niger e 
Penicillium sp., em face das maiores remoções alcançadas em relação à matéria orgânica e aos 
compostos BTX, chegando à remoções de 74% e de 70% de DQO solúvel, respectivamente, para 
Aspergillus niger e Penicillium sp., não sendo detectados benzeno e tolueno no meio no 3º e 2º 
dia. Quando da operação do reator em bateladas sequenciais, a espécie contaminante Penicillium 
sp. predominou no biofilme. O crescimento foi do tipo filamentoso, em decorrência do pH baixo 
do meio (< 4,0), registrando‐se aumento da eficiência de remoção de matéria orgânica e de BTX.  

a)  b)
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Observou‐se que houve biodegradação preferencial de tolueno, benzeno e, por último, de xileno, 
sendo que o uso de fungos em reatores biológicos para despoluição de águas contendo BTX pode 
ser uma tecnologia viável. 
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