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Resumo

A industria téxtil € caracterizada pelo grande consumo de 4gua em sua cadeia produtiva,
e consequentemente, pela geracao de grande quantidade de efluentes altamente coloridos pelas
moléculas de corantes que ndo aderiram as fibras dos tecidos no processo de tingimento. Tais
corantes, quando descartados inadequadamente, atuam como “barreiras” que prejudicam a
entrada de luz solar no leito dos rios, atrapalhando o processo de fotossintese das algas, além
de aumentar a DQO do efluente. Tem crescido o interesse no estudo da remog¢ao dessas
substancias por meio de métodos diversos. Este trabalho traz resultados de descoloragdao do
corante Indigo Carmin pelo método Fenton aplicado em quatro condigdes diferentes, variando
concentragdo de corante (100 e 200 mg/L) e propor¢ao H>O:Fe (15,22:1; 5:1 e 3:1), tendo
atingido remocao de 90% em uma delas (100 mg/L e 15,22:1) em 15 minutos de experimento.
Este trabalho também avaliou o processo biologico de descoloragdo por cianobactéria,
Anabaena variabilis, e por levedura, Kluyveromyces marxianus. Os ensaios foram realizados
empregando a cianobactéria Anabaena variabilis na descoloragdo com variagoes de pH (5, 8 e
11), concentragdo de corante (100 e 200 mg/L) e controles sem a biomassa foram também
preparados para verificar o efeito no meio na presenga e auséncia de luz. Em pHs 8,0 e 11,0 a
remocao de cor chegou a 90% em 29 dias, sendo observado o favorecimento da descoloracao
nestas condi¢des. No estudo utilizando a levedura Kluyveromices marxianus obteve-se
remocdes de cor maiores que 90%, para pHs 5 e 8, entretanto a pH 11 houve queda da
concentragao celular, sendo que, de modo geral a descoloragdo atinge seu maximo entre 10 e
20 dias, em fun¢@o do pH do meio. Este trabalho mostrou que, apesar de o processo bioldgico
levar dias, em comparagio ao método de Fenton, a mesma porcentagem de remogao do Indigo
Carmin foi possivel, tanto pelo emprego de Anabaena variabilis como da Kluyveromyces
marxianus. Outras variaveis de cultivo precisam ser avaliadas, principalmente o aumento da

concentragdo de indculo com o intuito de reduzir o tempo de processo.

Palavras-chave: corantes téxteis, indigo carmin, Anabaena variabilis, Kluyveromices

marxianus, Fenton, biorremocao.



Abstract

The textile industry is characterized by high consumption of water in its production chain, and
consequently, the generation of large volumes of highly colored effluents from dye molecules
that did not adhere to fabric fibers in the dyeing process. When these dyes are improperly
disposed, they act as "barriers" that interfere with the entry of sunlight into the riverbed,
hindering the photosynthesis process of algae, as well as increase the COD of the effluent. There
has been growing interest in the study of removing these substances through various methods.
This work presents results of decoloration of the Indigo Carmine dye by the Fenton method
applied under four different conditions, varying dye concentration (100 and 200 mg/L) and
H>0s:Fe ratio (15,22:1; 5:1 and 3:1), achieving 90% removal under one condition (100 mg/L
and 15,22:1) in 15 minutes of experiment. This work also evaluated the biological decoloration
process using the cyanobacterium, Anabaena variabilis, and the yeast, Kluyveromyces
marxianus. The assays were performed using the cyanobacterium Anabaena variabilis in
decoloration with variations of pH (5, 8 and 11), dye concentration (100 and 200 mg/L), and
controls without the biomass were prepared to verify the effect of medium under the presence
and absence of light. At pHs 8.0 and 11.0, color removal reached 90% in 29 days, with
decoloration favoring in these conditions. In the study using the yeast Kluyveromices
marxianus, color removals greater than 90% were obtained for pHs 5 and 8, however, at pH 11
there was a decrease in cell concentration, and in general, decoloration reached its maximum
between 10 and 20 days, depending on the medium pH. Although the long time of process in
comparison with Fenton method, this work proved that the use of microorganisms (Anabaena
variabilis como da Kluyveromyces marxianus) allowed to obtain the same removal percentage
of indigo carmine. Further variables must be tested, mainly the increase of inoculum

concentration in order to reduce the time of process.

Keywords: textile dyes, indigo carmine, Anabaena variabilis, Kluyveromices marxianus,

Fenton, bioremediation.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, varias industrias utilizam os corantes em seus processos de producao. Estas
substincias sdo responsdveis por dar cor a alimentos, roupas, maquiagens € pap€is, por
exemplo. Segundo Hirschler et al. (2011) as aguas residuais do segmento téxtil contém corantes,
ions organicos, surfactantes, agentes umectantes, entre outros, que sdo compostos recalcitrantes
e/ou persistentes. Estas substdncias podem provocar alteracdes em aguas superficiais,
desencadeando graves problemas ambientais. Com isso, a humanidade tem buscado alternativas
para a remocao de corantes dos efluentes.

Segundo O'Neill (1999) o fato dos efluentes téxteis terem como caracteristica principal
serem altamente coloridos se da pela presenca do corante que nao foi fixado a fibra téxtil ao
passar pelo processo de tingimento na cadeia da industria.

Os corantes quando presentes nos corpos hidricos elevam a turbidez e isso reduz a
incidéncia de luz solar na coluna d’agua, o que interfere nos ciclos biogeoquimicos e afeta
principalmente algas e peixes que se alimentam delas (Niebisch et al., 2014). Outro possivel
dano causado pela presenca de corantes nos rios se da pela sua deposi¢ao nos sedimentos. Tais
substancias podem percolar pelo solo e atingir algum lengol freatico, o que pode afetar a
qualidade das aguas subterraneas (Corseuil et al., 2011).

Existem tratamentos de efluentes que se provam eficientes na remogao de particulas que
se baseiam em flotagdo ou sedimentagdo, porém na remog¢do de cor, tais processos nao
funcionam (Kunz, 2002). A aplicacdo do carvdo ativado na remocao de corantes apresenta
maior eficiéncia, quando ndo se trata de corantes de carater cationico (Al-Degs, 2000). O uso
de sistemas de lodos ativados ¢ bastante frequente, embora tenha o inconveniente da geragao
de residuo solido, assim com os processos citados anteriormente.

As tecnologias tém avangado no tratamento dos efluentes téxteis. Segundo Kunz (2002),
a biodegradagdo € um processo biologico que visa degradar poluentes a baixo custo de operagao
com o uso de fungos, bactérias, leveduras e cianobactérias, entre outros, em que ha o interesse
tanto na degradacdo feita por estes seres quando na producdo de suas enzimas, por exemplo,
que também podem atuar neste processo como por biossor¢do. Entre as técnicas que empregam
processos quimicos estdo a ozonizagdo, na qual ocorre a oxidagdo pelo 0zonio, no processo
Fenton, no qual ocorre a oxidagao pelo radical hidroxila, e a fotocatalise heterogénea, em que
ocorre a oxidagdo por meio do radical hidroxila gerado. Os processos fisicos mais estudados

tem sido adsor¢@o por carvao ativado ¢ membranas.



14

O interesse na pesquisa do potencial de descoloragdo por meios bioldgicos ¢
consideravel, visto que descobertas de novas maneiras de contribuir para o tratamento de
efluentes ¢ de suma importancia. Portanto, ¢ necessaria a investigagdo para encontrar novas
cepas que tenham potencial de remogao do corante, ¢ ainda, explorar seu mecanismo que pode
ser por biossor¢do, bioacumulo e/ou por degradagao.

O processo bioldgico ¢ conhecido por ser uma tecnologia econdmica para tratamento de
efluentes em comparagdo aos processos fisicos e quimicos. Com relagdo ao lodo ativado, que
apresenta eficiéncia em remocao de compostos organicos soliveis e suspensos, porém tem a
desvantagem de produzir residuo secundario que pode ser toxico. Os fungos se mostram uma
alternativa, porém ainda tem a desvantagem de produzir o residuo (lodo). Outra alternativa, que
apresenta limitagdes de acordo com o composto organico do tipo os corantes, ¢ o uso de
cianobactérias, pois além de ser ambientalmente favoravel, ndo produz lodo, intermediarios
carcinogénicos ¢ ainda sequestram CO» (Touliabah et al., 2022). Neste sentido, este trabalho
avaliou o uso de dois microrganismos e comparar suas eficiéncias na remog¢ao com o processo
oxidativo avango Fenton, que foram K/uyveromices marxianus e Anabaena variabilis.

Existem diversos estudos de remogao de corantes pela levedura Kluyveromices
marxianus na literatura, porém a maioria trata da descoloracao por biossor¢ao utilizando-se
biomassa seca (Bustard et al., 1998; Aksu et al., 2003). O emprego desta espécie em estado
vivo em estudos de remog¢do de corantes ¢ menor, o principal artigo ¢ de Meehan et al. (2000),
portanto o interesse de pesquisa neste caso ¢ maior.

As cianobactérias também sdo bastante estudadas de forma geral na remogdo de
corantes, espécies como Chlorella vulgaris, Nostoc lincki, Phormidium sp., Oscillatoria sp. e
Spirulina platensis sdo empregadas em pesquisas de descoloragao (Ertugrul et al., 2008; El-
Sheekh et al., 2009; Kumar et al, 2012; Padilla et al., 2020). A cianobactéria Anabaena
variabilis aparece pouco explorada na literatura aplicada a experimentos relacionados a
corantes, sendo um deles o estudo realizado por Hu et al. (2001). O género Anabaena tem sido
usado para outros compostos de dificil tratamento como derivados de petrdleo, pesticidas e
fenolicos indicando que pode ser também investigado seu emprego para a remog¢ao de corantes
(Touliabah et al., 2022). E uma cianobactéria encontrada em lagoas no Brasil, sendo que esta
espécie usada neste estudo foi isolada pelo Laboratério de Cianobactérias e Ficotoxinas —
FURG (Rio Grande, RS)

Fenton ¢ o processo de oxidagao mais simples, no qual ocorre a oxidagdo de compostos
organicos pelo radical hidroxila e a catalisagdo é realizada pelos fons férricos. E amplamente

estudado, mas as condig¢des 6timas de concentracdes dos reagentes variam consideravelmente
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de acordo com corante, fazendo-se necessario seu estudo para, na continuidade, propor suas
variagdes combinado a radiacdo UV (foto-Fenton) e sonicacao (sono-Fenton).
Neste projeto, a eficiéncia da remogao de corantes foi estudada com a comparagao de

processos de biodegradacdo a processos Fenton.
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2. OBJETIVOS

A proposta deste estudo ¢ avaliar o processo oxidativo avangado Fenton, e o processo
biologico pela cianobactéria Anabaena variabilis e pela levedura Kluyveromices marxianus
para remo¢ao do corante indigo carmin. Para alcangar este objetivo, tem-se os seguintes

objetivos especificos:
2.1. Objetivos Especificos

v’ Identificar microrganismos com potencial de descoloragio do corante indigo carmin;

v' Investigar o efeito dos parimetros concentragdo de Fe*? e razio H>O»:Fe no processo

Fenton;

v' Estudar a biorremogdo pela cianobactéria Anabaena variabilis e pela levedura

Kluyveromices marxianus.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Industria Téxtil

Segundo a Associagdo Brasileira da Industria Téxtil e de Confecgdo (Abit) existem 24,6
mil unidades produtivas formais em todo o pais, € o Brasil estd entre os quatro maiores
produtores de malhas do mundo. O setor té€xtil conta com 1,36 milhdo de empregados diretos e
8 milhdes de indiretos, dos quais 60% sdao mulheres. Em 2020 a producao foi de 1,91 milhdo
de toneladas em 2020 e o faturamento foi de R$161 bilhoes.

Com tanta relevancia e robustez, hd geracdo de grande quantidade de produtos na
industria téxtil, e consequentemente, de grande quantidade de efluentes. A industria téxtil gera
aguas residuais que, geralmente, contém altas cargas de sais dissolvidos, surfactantes, so6lidos
suspensos € matéria organica, principalmente na forma de moléculas corantes complexas
(Neamtu et al., 2002).

Estima-se que cerca de 4% da producao de corantes organicos seja perdida para o meio
ambiente (Kinkle et al., 2003). As substincias corantes dificultam a penetracdo dos raios
solares, prejudicando o metabolismo fotossintético de algumas espécies; além disso,
apresentam-se como recalcitrantes e potencialmente cancerigenas (Peternel et al., 2006).

O processo da industria téxtil ¢ caracterizado por um alto consumo de agua potavel
(cercade 200 L/kg de produto) e, um efluente altamente contaminado com compostos quimicos,
metais e corantes sintéticos de dificil degradacdo, destacando por altas demandas bioldgica
(DBO) e quimica (DQO) de oxigénio. Mais especificamente, os corantes sintéticos sdao
compostos organicos e apresentam alta solubilidade em d4gua, sdo toxicos e possuem
propriedades mutagénicas e carcinogénicas, ou seja, altamente prejudiciais a vida humana,
aquatica e que dificulta o processo de tratamento convencional deste tipo de efluente, inclusive
a etapa biologica (Hasan et al., 2022, Adane et al, 2021, Shindhal et al, 2020).

Como os efluentes téxteis possuem uma composi¢do complexa, na literatura referente
ao seu tratamento, a caraterizagdo ¢ diversa, havendo estudos que se restringem a poucos
parametros ou até uma caracterizagdo mais completa, abrangendo os seguintes itens: cor real,
pH, turbidez, composi¢ao (amido, agucares, acidos organicos, tipos de corantes, 0xidos de
diferentes metais), DQO, DBO, TOC, pH, nitrogénio amoniacal, fendis totais, turbidez,

salinidade (cloretos, sulfatos, fosfatos, carbonatos), alcalinidade, material particulado, s6lidos
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totais, solidos sedimentaveis, soOlidos dissolvidos totais, so6lidos suspensos totais e
condutividade (Pizato et al., 2017, Bilinska et al, 2016, Salgado et al., 2009, Arruda et al., 2007).

Em virtude desta complexidade e dificuldade de degradacao dos corantes, os efluentes
téxteis necessitam de tratamentos além do processo convencional envolvendo processos fisico-
quimicos, quimicos, bioldgicos ou ainda a integragao entre eles, sendo: processos oxidativos
avancados (POA) (oxidagdo por Fenton, fotocatalise, eletroquimica, sonicag¢do, por 0zonio),
técnicas de filtragdo (nanofiltracdo, ultrafiltracao, microfiltragdo, osmose reversa), processos
microbiologicos (biodegradacao e/ou biossor¢do por algas, fungos, bactérias), adsor¢do, troca

i0nica e coagulagdo (Adane et al, 2021, Shindhal et al, 2020).
3.2. Corante Indigo Carmin

Os principais corantes sintéticos utilizados na industria sdo Indigo Carmin,
Chromotropico 2R, Vermelho de Fenol, Safranina T, Rodamina B, Alaranjado de Metila, Azul
de Metileno, Azul de Tripan, Acid Black 10 BX, Direct Blue 10 ¢ Verde Malaquita
(Dellamatrice et al., 2017; Katheresan et al., 2018).

Os corantes téxteis podem ser classificados de algumas formas, dentre elas ¢ possivel
determinar a classe de um corante pela estrutura quimica e pela fixagao a fibra téxtil (Guaratini
et al., 1999). Segundo Hunger (2003), a classificagdo mais adequada de um corante ¢ feita ao
levar-se em consideragao sua estrutura quimica, por ser mais facil de reconhecé-los na industria
se assim forem setorizados.

Quanto a estrutura quimica, os corantes podem ser classificados em: azo, antraquinona,
metalizados, indigdide, ftalocianinas, metina, polimetina, polienos, di e triarilmetina, aza
analogos, nitro, nitrosos e sulfurosos. Enquanto que, de acordo com a aplicacdo, a classificagdo
¢ a seguinte: reativos, diretos, azoicos, dispersos, acidos ou anidnicos, a tina, a cuba, pré-
metalizados, branqueadores Opticos e cationicos. (Zollinger, 2003)

O corante Indigo carmin (C1sHsN2NaxOsS;), objeto de estudo deste projeto, é um sal
dissodico do acido 5,5 indigo dissulfonico da classe indigdide sulfonato e sua estrutura

molecular do corante ¢ representada na Figura 1 (Salgado et al., 2009).
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Figura 1 - Estrutura molecular do corante indigo Carmin utilizado na pesquisa.

Fonte: Adaptado de Salgado et al. (2009)

A classe dos corantes indigoides ¢ uma das classes mais antigas que a humanidade tem
registros de terem sido usados no passado, sendo que nos tempos antigos era um artigo usado
apenas por pessoas muito ricas devido ao seu preco elevado. Tal classe vem sendo muito
utilizado na tintura de materiais como algodao e 13, e entre todos, o indigo ¢ o corante mais
importante e mais propagado desde grupo, sendo responsavel pelo tingimento do tecido jeans
(Hunger, 2003; Zollinger, 1991)

O corante Indigo Carmin ¢é estudado em varios artigos, como por exemplo por Salgado
et al. (2009) que estudou a descoloragdo de efluentes simulados contendo o corante em questao
e o vermelho congo através de processo Fenton e foto-Fenton, e chegou a 100% de remogao de
cor com os dois processos para o corante de interesse deste trabalho. Também foi investigada
a degradagdo deste corante por foto-eletro-Fenton em meio aquoso acido, que atinge 97% no
tempo de 7 horas (Flox et al., 2006). Ramos el al. (2020) também estudaram a degradacao deste
corante por Fenton e foto-Fenton, e chegaram em valores de remogao proximos a 100%em 120
minutos. Podgornik et al. (2001) estudaram a transformacao do corante por enzimas lignoliticas.
Gemeay et al. (2003) se dedicaram ao estudo da cinética e degradacdo oxidativa do corante
Indigo Carmin.

Como o foco deste trabalho foi a avaliagio da remogio do Indigo Carmin por
biodegradacdo microbiana (pela levedura Kluyveromices marxianus e pela Anabaena
variabilis) e pelo processo quimico (Fenton), na secdo seguir sera apresentada uma descri¢ao
dos principios e fatores que influenciam estes processos € os estudos encontrados na literatura

que empregaram estes métodos.

3.3. Método microbioldgico de remocao de corantes
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A adsorg¢do de corantes por microrganismos ¢ chamada de biossor¢ao e ¢ um mecanismo
considerado simples, cujo principio € que o corante ¢ concentrado na biomassa (Bras et al.,
2001). Tal fendmeno se assemelha ao funcionamento de alguns métodos fisicos usados para
remocgao de corantes, porém sua aplicagdo ¢ limitada em termos de tempo de utilizagdo porque
a biomassa empregada se torna saturada ao longo do tempo, sendo necessaria manutengao e
destinacdo correta (Southern, 1995).

A biodegradagdo ¢ a remocao que altera a estrutura original do corante podendo chegar
ao nivel de mineralizacdo da molécula em agua e dioxido de carbono. Seu precisa considerar
que hé diferengas de fisiologia, crescimento e comportamento entre 0s microrganismos, se a
condigdo é aerdbica ou anaerébica. E sabido, por exemplo, que bactérias aerébias precisam de
um periodo de adaptacdo até chegar em resultados significativos de remocdo (Franciscon,
2005). Assim como as bactérias, outros microrganismos podem ter a necessidade de adaptacao
ao serem expostos a corantes com o objetivo de remocao de cor, e isso deve ser considerado
nos estudos.

Em relacdo a cianobactéria Anabaena variabilis, existem poucos estudos na literatura.
Hu et al. (2001) estudaram a espécie Anabaena sp no aspecto do comportamento enquanto
esteve exposta a uma solucao corante de RP>B. As observagdes experimentais foram baseadas
em variadas concentracdes de corante, ja a intensidade de luminosidade e temperatura foram
mantidas constantes. O estudo concluiu que a cepa tem seu crescimento prejudicado pela
presenca do corante no meio, uma vez que a cianobactéria precisa de luz para sua fotossintese.

A levedura Kluyveromices marxianus foi estudada por Meehan et al. (2000) em
experimentos de descoloragcdo do corante Remazol Black-B com variagdo de pH, temperatura
e presenca/auséncia de oxigénio. Em condi¢do anaerdbica a remogdo foi baixa ou inexistente.
Ja em condicao aerdbica, a maxima remocao foi observada a 38°C. A variagdo de pH de 3 a 5,5

nao teve efeito sobre a descoloragao.

34. Processos Oxidativos Avancados: Fenton

As aguas residuais comumente passam por processos de remoc¢do de poluentes que
utilizam métodos de oxidacao e biologicos. Além destes, também sao utilizados os processos
oxidativos avangados ou POAs, que sao empregados em casos mais dificeis de remocgao. Os
POAs consistem na transformagao da grande maioria dos contaminantes em agua, didoxido de

carbono e anions inorganicos, pela geragdo de radicais hidroxila que reagem com quase todos
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os compostos organicos rapidamente. Entre as vantagens deste processo estdo a possibilidade
de combinagdo com outros processos a fim de reduzir custos, alta eficiéncia, versatilidade, e
decomposi¢do dos reagentes em substancias que possuem menor impacto ambiental.
(Stasinakis, 2008; Aratjo et al., 2014; Xiang, 2016; Vasseghian, 2020)

A Tabela 1 mostra valores do potencial e do poder de oxidagdo de algumas espécies
oxidativas disponiveis, e o radical hidroxila destaca-se pela boa classificagdo, o que mostra o

grande potencial do emprego do processo Fenton na remog¢ao de poluentes dos efluentes.

Tabela 1 - Potencial de oxidacao e poder de oxidacao relativa dos principais oxidantes.

Oxidante Pqtencial de Poder de qxidagﬁo
oxidagdo (V) relativa

F2 2,87 2,25
‘OH 2,80 2,05
0)) 2,42 1,78
O3 2,07 1,52
CH3;COsH 1,80 1,81
HO, 1,77 1,31
MnOg4 1,68 1,24
Ch 1,36 1,00
Br> 1,07 0,79
5] 0,54 0,40

Fonte: Adaptado de Yen et al. (2011) e Xu et al. (2016)

Segundo Legrini (1993), a formacao do radical hidroxila se d4 pela combinagdo entre
oxidantes, catalisadores e irradiacao. Os oxidantes podem ser, por exemplo, 0zonio e peroxido
de hidrogénio, os catalisadores podem ser ions metalicos e a irradia¢ao pode ser ultravioleta ou
visivel.

Existem algumas rea¢des que podem ocorrer a depender da estrutura do contaminante.
Entre elas estdo a abstragdo do atomo de hidrogénio, a transferéncia eletronica, a adicao
eletrolitica a substancias contendo insaturagdes e anéis aromaticos, e reagdes radical-radical.

De acordo Nogueira et al. (2007), os processos de oxidacdo denominados abstragdo de
atomo de hidrogénio consistem no abstraimento ou captacdo do hidrogénio pelo radical
hidroxila, gerando radicais organicos (Equagao 1). Em seguida, sao formados radicais peroxido
a partir da adi¢do de oxigénio molecular (Equagao 2). Tais radicais peroxidos acabam iniciando

reacoes em cadeia que levam a degradagdo até CO2, sais inorganicos e agua.

RH+ °‘OH - R°+ H,0 Equagdo 1
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R*+ 0, = RO; Equagao 2

As Figuras 2 e 3 demonstram como ocorre a adi¢do eletrofilica. A Figura 2 mostra a
formacao de radicais organicos pela adi¢do de radical hidroxila a compostos organicos com
ligacdes do tipo . Na Figura 3 demostra este fendmeno para explicar a descoloracao rapida de

clorofenois.

R R
o L
R R R R

Figura 2 - Esquema que exemplifica o mecanismo da adigao eletrofilica.

Fonte: Adaptado de Nogueira et al. (2007)

cl HO Cl *|C?
|
\\ .
+ "OH — + HC
/’
$H OH OH

Figura 3 - Esquema que explica a descoloracgao rapida de clorofenois pela acdo da adi¢ao
eletrofilica.

Fonte: Adaptado de Nogueira et al. (2007)

Na Equacao 3, ¢ demonstrado o que ocorre na transferéncia eletronica. Ocorre o
desfavorecimento da abstracdo de hidrogénio e adi¢ao eletrofilica na presenca, por exemplo, de

hidrocarbonetos clorados (Nogueira et al., 2007).
RX+ °‘OH - RX'* + OH- Equagio 3
As Equacoes 4 e 5 mostram duas reagdes que sdo possiveis, e a prevaléncia de uma

sobre a outra se dd pela concentragdo do substrato, pela presenca de substrato, e pela

recalcitrancia.
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2 'OH - H,0, Equagio 4
H,0, + ‘OH - HOj + H,0 Equagdo 5

Segundo Moradi et al (2020), o radical hidroxila ndo € a unica espécie oxidante utilizada
em POAs. Outros processos oxidativos avangados que utilizam, por exemplo, persulfato e
geram radicais PS também podem gerar degradacdo. O uso de persulfato apresenta
caracteristicas como eficiéncia maior em degradar uma variedade maior de compostos
organicos € maior estabilidade. (Rasoulifand et al., 2015; Lu et al., 2017)

Existem varios tipos de POAs utilizados na degradacao de poluentes. Moradi et al.
(2020) apresenta alguns desses tipos € mostra vantagens e desvantagens deles. Entre estes tipos,
estdo os métodos Fenton e foto-Fenton.

O método Fenton tem como vantagens a implementacdo barata e facil, maior taxa de
reacado entre os POAs, ndo existir limite do uso de ferro como catalisador para o meio ambiente,
ndo haver necessidade do uso de energia para a ativacao do perdxido de hidrogénio, dentre
outros. As desvantagens deste processo sdo necessidade de pH muito baixo, formacdo de
residuos perigosos, formacao de iodo, gasto dos ions de ferro ¢ maior que sua recuperagdo,
dentre outros. (Gormez et al., 2019; Verma et al., 2019)

O processo foto-Fenton tem vantagens como estabilidade, ndo formagao de sais, facil
operacao, tempo curto de reagdo, e outros. Entre as desvantagens estdo o desperdicio de luz UV
e ndo aplicabilidade a qualquer corante. (Schrank et al., 2005; Bahnmiiller et al., 2015)

O inicio dos estudos relativos ao processo Fenton se deu pelo relato da observacao da
oxidacdo catalitica de 4cido tartarico com sais ferrosos e peroxido de hidrogénio por Fenton
(1894). Apds quarenta anos do registro da reacdo Fenton, a hipdtese levantada foi de que a
espécie oxidante ¢ o radical hidroxila (Haber et al, 1934). Desde entdo ¢ sabido que esta espécie
¢ a oxidante que atua no processo Fenton.

A aplicacdo da reagdo Fenton na oxidagdo de agentes contaminantes organicos em aguas
residuais comegou um século depois do relato da oxidacao feita por Fenton (1894). Barbeni et
al. (1987) realizaram um dos primeiros trabalhos no estudo da degradacdo de clorofentis no
tratamento de agua.

As principais vantagens da aplicacdo do método Fenton foram citadas por Bigda (1995).
Sao elas: aplicacao simples do processo, a reacao ocorre em temperatura e pressao ambientes,
método aplicavel a varias espécies, dispensa de entrada de energia e ndo necessidade de

reagentes e equipamentos especiais.
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Segundo Aratjo et al. (2014) o processo Fenton apresenta vantagens como operagao
flexivel e sensivel, pouco gasto com produtos quimicos, dispensa de entrada de energia, ao
tratar-se aguas residuais. E apresenta desvantagens como alto custo, inviabilidade da completa
mineralizagdo dos poluentes organicos.

De acordo com Kuo (1992) e Kiwi et al. (2000), neste processo, o pH reacional interfere
de forma consistente, sendo que em valores proéximos a 3 a degradacdo dos compostos
organicos tem atuacdo mais ativa do radical hidroxila, e em valores maiores que 4 a conversao
de ions ferrosos em ions férricos ¢ facilitada, que ocasionam a precipitagdo de matéria organica,
na presenca de hidroxido (WANG et al.,2008).

A Equagdo 6 demostra a reacao Fenton.

Fe’* + H,0, - Fe3* + °OH + OH~ Equagio 6

Outro ion férrico pode sofrer oxidacao pelo radical hidroxila formado na reagdo acima.

Isso pode ocorrer na auséncia de substrato, conforme a Equagdo 7 a seguir.
Fe?* + °OH - Fe3* + OH™ Equagio 7
As Equacdes 8, 9, 10, 11 e 12 sdo descritas por Nogueira et al. (2007) e tratam da

decomposi¢cdo de H>O2 em H>O e O por meio da catalisa¢do pelos ions de ferro formados na

reagcao Fenton. As reagdes ocorrem dependendo da mudanga no pH.

Fe3* + H,0, & FeOOH?* + H* Equagdo 8
FeOOH?* — Fe?* + HO; Equagio 9
Fe?* + HO; — Fe3* + HO; Equagdo 10
Fe3* + HO; - Fe?*+ 0, + H Equagdo 11

H,0,+ °‘OH - HO5+ H, 0 Equagdo 12
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Pelo fato do peréxido de hidrogénio apresentar potencial de redu¢do menor que do
radical hidroxila, quando esta espécie estd em excesso também pode captar radicais hidroxila
gerando a formagdo do radical hidroperoxila, como visto na equagdo 12. Esta reagdo atrapalha
o mecanismo de degradacio. O excesso de H2Oz ocorre quando a concentragio de Fe?* é menor
que de Fe*, isso se d4 porque a reacdo da equacio 8 ocorre de forma mais lenta que a reagio
da Equacdo 7. Pela possibilidade de ocorréncia deste fato que prejudica a degradacdo ¢
necessaria atengao a concentracao adequada de H>O» na utilizagdo do método Fenton.

Greic et al. (2014) aplicou o método Fenton em cinco solugdes com concentragao de
100 mg/L com corantes diferentes: Reactive Black 1 (RB1), C. I. Direct Red 23 (DR23), C. L.
Acid Blue 25 (AB25), C. I. Basic Red 1 (BR1) e C. I. Mordant Orange 1 (MO1). A propor¢ao
H>0,:Fe empregada neste processo foi 5:1. Para o corante BR1 a remog¢a@o chegou proximo a
90% em 60 minutos. O experimento com DR23 apresentou remog¢do de 40% em 60 minutos.
Para a condi¢do com corante AB25 apontou remog¢ao proximo a 100% em 2 minutos. O teste
com o corante BR1 apresentou remog¢ao proxima a 100% em 40 minutos. Para a condi¢do com
MO1 foi apresentada remogao de aproximadamente 90% em 40 minutos.

O processo Fenton também foi empregado por Ramos et al. (2020) em descoloragao de
solucdo corante de concentragao igual a 50 mg/L com indigo carmin. As propor¢des H>Oz:Fe
utilizadas foram 3:1, 6:1 € 9:1.

O método Fenton foi aplicado por Salgado et al. (2009) a solu¢des de 20 ppm de indigo
carmin e vermelho congo. A propor¢dao H>O»:Fe empregada neste processo foi 13:1. Para a
solugdo de indigo carmin este processo atingiu 100% de remo¢do em menos de 5 minutos de
experimento.

Rocha et al. (2016) utilizou proporcao H>O»:Fe de 5:1 no processo Fenton no tratamento
de efluente téxtil. Este estudo foi realizado para corantes azul turquesa e verde malaquita, em
solugdes corantes de concentragdo igual a 200 mg/L. A maior remocao atingida foi de 99% a

25°C, enquanto que a 50°C a remocdo de cor diminuiu para 94%.
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4. MATERIAL E METODOS

Nesta se¢do serdo apresentados os procedimentos dos ensaios de remocao do Indigo
Carmin em solucdo aquosa, por agdo biologica de Anabaena variabilis (cianobactéria) e

Kluyveromices marxianus (levedura) e pelo processo fisico-quimico, Fenton.

4.1. Material

Os microrganismos usados nos testes de descoloragdo bioldgica foram a cepa da
cianobactéria, Anabaena variabilis ATCC 29413 (ver Figura 4), que foi obtida por meio de
doacao do Laboratorio de Cianobactérias e Ficotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG) (Rio Grande, RS) e a levedura Kluyveromices marxianus (64L) (ver Figura 7), ambas
as cepas fazem parte do obtidas do banco de cultura mantido no Nucleo de Processos
Biotecnologicos (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQUI) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).

Figura 4 - Cianobactéria Anabaena variabilis

Fonte: Autor

O corante Indigo Carmin (CAS 860-22-0) fabricado pela Dinimica Quimica
Contemporanea Ltda. O corante (Figura 5) e os demais reagentes empregados na manutencao

das cepas e nos ensaios de remocdo do corante e andlises fisico-quimicas foram de grau
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analitico.
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Figura 5 - Corante Indigo Carmin.

Fonte: Autor

4.2. Metodologia

4.2.1. Manutencao das culturas biologicas

A cianobactéria Anabaena variabilis foi cultivada em meio basal BG11y (ver Apéndice
A) em Erlenmeyers de 250 e 500 mL. Seu cultivo foi feito em ambiente aerobio, em uma camara
de madeira com fotoperiodo de 12 h, a 30°C e luminosidade de 1553 Ix. A Figura 6 mostra a
camara em que ¢ feito o cultivo da cianobactéria utilizada neste trabalho. Os repiques desta
cepa foram realizados a cada 14 dias.

Quanto a outra cepa, a levedura Kluyveromices marxianus (Figura 7) foi mantida em
meio YMA modificado em placas de Petri para o fim de manter o cultivo por até trés meses. Para os
experimentos de descoloragao a cepa foi reproduzida em meio submerso e mantida em Erlenmeyers
500 mL O tempo de crescimento desta cepa apds repique ¢ de dois dias. Apds este periodo, as
placas de Petri e os Erlenmeyers foram armazenados em geladeira a 4°C para conservacao

celular por até trés meses.
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Figura 6 - Camara de fotoperiodo mantida a temperatura de 30°C, luminosidade de 1.553 Ix e
fotoperiodo de 12 h.

Fonte: Autor

Figura 7 - (a) Levedura Kluyveromices marxianus cultivada em Erlenmeyer e (b) em placa de
Petri, e mantida em geladeira a 4°C.

Fonte: Autor
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Deve-se ressaltar que esta levedura foi selecionada a partir de um teste de selecdo de
microrganismos com potencial de descoloracdo de corantes (Ver item 4.2.2).

O repique das cepa, assim como o preparado dos biorreatores para os ensaios de
descoloragdo, foram realizados em camara de fluxo laminar, com o devido uso de alcool 70%
e luz UV para higiene e preparacdo da camara. Também foi feita a esterilizagdo de vidrarias e

demais utensilios utilizados nestas ocasioes a fim de minimizar o risco de contaminagao.

4.2.2. Ensaio preliminar para selecio de cepas com potencial de

descoloracao

Além do objetivo de testar a cianobactéria Anabaena variabilis para remog¢ao de corante
indigo carmin, este estudo propds testar cepas disponiveis no banco de cultura dos laboratoérios
do NUCBIO, cujos género e/ou espécie foram identificados a partir de uma selecdo de
microrganismos usados em trabalhos cientificos ja publicados relacionados a descoloragao de
corantes.

Para esta selecdo, foi adotada a metodologia utilizada por Martins et al. (1999) para
detectar qualitativamente possiveis espécies com potencial de descoloracdo do corante
estudado.

Com o intuito de avaliar o potencial destes microrganismos, para serem usados
posteriormente nos ensaios de descoloragdo, foram, entdo, testadas a levedura Kluyveromices
marxianus (cultivada inicialmente meio Sabourand) e as bactérias Bacilus thuringiensis e
Xantomonas sp (cultivadas em meio YMA).

O teste foi executado preparando-se os meios de cultivo necessarios para a reprodugao
em placas de Petri das cepas selecionadas. Em cada placa correspondente a uma cultura
diferente foram adicionados 20 mL de meio e 1 mL de solucdo corante de indigo carmin de 100
mg/L, que foi filtrada em filtro seringa 0,22 um para evitar contaminacdo. Por fim foi feito
repique nas placas de Petri e esperou-se dois dias para o crescimento dos microrganismos, € se

0 meio agar apresentou ou ndo descoloragdo em virtude do crescimento das coldnias.

4.2.3. Experimento de descoloraciao com Anabaena variabilis

O experimento de descoloragdo foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100
mL de volume de reagdao que continha meio BG11, conforme Hu et al. (2001), solucao corante
e inoculo.

Os experimentos foram realizados em pHs de 5, 8 e 11, controlado durante todo o
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experimento e sem controle; na presenca e auséncia de luz, para as concentragdes de corante
indigo carmin de 100 e 200 mg/L. Estas mesmas condi¢des foram aplicadas para biorreatores
na presenca ou auséncia da cianobactéria. Ensaios controles foram realizados simultaneamente,
um apenas com o corante sem indculo e outro apenas com o indculo sem o corante, com 0
intuito de observar se a condi¢do do meio em si promove a degradagdo do corante e qual o nivel
de toxicidade para o crescimento da de células.

As concentragdes de 100 e 200 mg/L de corante indigo carmin foram atingidas com a
adicao de 10 mL de solucdes preparadas previamente de 1000 e 2000 mg/L.

Os indculos de cianobactéria foram retirados de meio com aproximadamente 0,1 g/L.
Para os experimentos com solucdo corante e presenca de indculo, a propor¢do foi de 10% de
solugdo corante, 10% de indculo e 80% de meio BG11. Para os experimentos com solucao
corante e auséncia de indculo, a proporcao foi de 10% de solugdo corante e 90% de meio BG11.

Todos os biorreatores foram submetidos a agitagdo constante a 100 rpm a temperatura
ambiente (28 °C £ 2 °C).

As aliquotas de 5 mL foram retiradas periodicamente. Para os experimentos com a
presencga de inoculo foi utilizada a centrifugacao a 4500 rpm por 10 minutos.

As aliquotas dos biorreatores com auséncia de indculo e o sobrenadante das aliquotas
previamente centrifugadas foram analisadas por espectrofotometria no comprimento de onda
correspondente ao corante Indigo Carmin (610 nm) a fim de verificar a concentragio do corante
nas amostras, a partir de curva de calibracao previamente determinada (ver Apéndice A).

Primeiro o espectrofotometro foi zerado em 610 nm utilizando-se dgua destilada. Em
seguida, tanto as amostras dos reatores sem presenga biologica quanto o sobrenadante das
amostras dos reatores com presenca biologica, foram lidas em 610 nm, com as devidas
dilui¢des.

A Tabela 2 a seguir mostra as condi¢oes dos experimentos executados.

Tabela 2 - Experimentos executados quanto a concentragdo de corante, presenca de Anabaena

variabilis, pH e incidéncia de luz.

. Cometniiaii Presenca de pH Controle | Presenca de
Experimento e microrganismo | inicial | de pH luz
(mg/L)
1 100 sim 5 sim sim
2 100 sim 8 sim sim
3 100 sim 11 sim sim
4 200 sim 5 sim sim




31

5 200 sim 8 sim sim
6 200 sim 11 sim sim
7 100 nao 8 sim nao
8 100 nao 11 sim nao
9 200 nao 8 sim nao
10 200 nao 11 sim nao
11 100 nao 8 sim sim
12 100 nao 11 sim sim
13 200 nao 8 sim sim
14 200 nao 11 sim sim
15 100 sim 5 nao sim
16 100 sim 8 nao sim
17 100 sim 11 nao sim
18 200 sim 5 nao sim
19 200 sim 8 nao sim
20 200 sim 11 nao sim
21 100 nao 8 nao nao
22 100 nao 11 nao nao
23 200 nao 8 nao nao
24 200 nio 11 nao ndo
25 100 nio 8 nao sim
26 100 nao 11 nao sim
27 200 nao 8 nao sim
28 200 nao 11 ndo sim

Fonte: Autor

4.2.4. Experimento de descoloracio com Kluyveromices marxianus

O experimento de descoloragao foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100
mL de volume de reacdo que continha meio YMA modificado, solucdo do corante indigo
carmin e inoculo.

Os experimentos foram realizados em pHs 5, 8 ¢ 11 controlado durante todo o
experimento; concentragdo de corante de 100 e 200 mg/L e presenca ou auséncia de inoculo.

As concentragores de 100 e 200 mg/L de corante foi atingida com a adigdo de 10 mL de
solucdes preparadas previamente de 1000 e 2000 mg/L.

Os indculos de levedura foram retirados de meio com aproximadamente 0,25 g/L.

Para os experimentos com solu¢do corante e presenca de inoculo, a proporgao foi de
10% de solugdo corante, 10% de inoculo e 80% de meio YMA modificado. Para os
experimentos com solu¢do corante e auséncia de inoculo, a proporcao foi de 10% de solugao
corante € 90% de meio YMA modificado.

Todos os reatores foram submetidos a agitacdo constante a 100 rpm.
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As aliquotas de 5 mL foram retiradas em determinados intervalos de dias. Para os
experimentos com a presenca de indculo foi utilizada a centrifugacdo a 9000 rpm por 10
minutos.

As aliquotas dos reatores com auséncia de inoculo e o sobrenadante das aliquotas
centrifugadas previamete foram analisadas por espectrofotometria no comprimento de onda
correspondente ao corante Indigo Carmin (610 nm) a fim de verificar a concentragio do corante
nas amostras, a partir de curva de calibragdo previamente construida.

O método para a analise tanto da descolora¢io do corante Indigo Carmin quanto do
crescimento celular da cepa utilizada para todas as amostras correspondentes aos reatores com
presenca ou auséncia de indculo, se baseou no método utilizado de forma similar por Olukanni
et al. (2010) no estudo da remog¢do do corante Reactive Blue 13 por Proteus mirabilis LAG.

Primeiro o espectrofotometro foi zerado em 610 nm utilizando-se dgua destilada. Em
seguida, tanto as amostras dos reatores sem presenca bioldgica quanto o sobrenadante das
amostras dos reatores com presenca bioldgica, foram lidas em 610 nm, com as devidas
dilui¢des. Para os experimentos sem presenga de indculo, apenas esta etapa foi feita.

Para os experimentos com presenga de indculo apos a andlise anterior, fez-se também a
leitura no comprimento de onda da levedura. Sendo assim, o espectrofotometro foi zerado em
660 nm com a subtancia que foi lida anteriormente em 610 nm. Em seguida, foi feita a leitura
do material centrifugado no comprimento de onda da levedura, com as devidas diluigdes.

A Tabela 3 a seguir mostra as condi¢des dos experimentos executados.

Tabela 3 - Experimentos executados quanto a concentragdo de corante, presenga de

Kluyveromices marxianus e pH.

. COTTTEEe Presenga de pH | Controle
Experimento de corante . . tnicial de oH
(mg/L) microrganismo | inicia p
1 100 sim 5 sim
2 100 sim 8 sim
3 100 sim 11 sim
4 200 sim 5 sim
5 200 sim 8 sim
6 200 sim 11 sim
7 100 sim 5 nao
8 200 sim 5 nao

Fonte: Autor
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4.2.5. Experimento de descoloracao com Fenton

O experimento de descoloragao foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100
mL de volume de rea¢do que continha solucao corante.

O teste envolvendo processo Fenton ocorre da seguinte maneira: ¢ medida determinada
quantidade de massa de sulfato de ferro em gramas e adicionada ao reator que ja contém solucao
corante. Em seguida, o pH ¢ reduzido a 3 com uma solugdo de NaOH. Entdo ¢ feita a adi¢do de
determinada quantidade de perdoxido de hidrogénio em microlitros. O reator ¢ levado a agitagao
a 100 rpm sem incidéncia de luz de qualquer natureza. Periodicamente houve a retirada de
amostra do reator, o pH da mesma ¢ elevado a 11 e em seguinda tal amostra ¢ colocada em
repouso por 30 minutos. Apds repouso, foi feita a filtragem da amostra pois € possivel haver o
surgimento de precipitado. Foi feita a diluicdo, se necessaria, do que foi filtrado e posterior
leitura de absorbancia no comprimento de onda do corante.

A Tabela 4 a seguir mostra as condi¢oes dos experimentos executados.

Tabela 4 — Experimentos do processo Fenton executados com variagdes de concentracdo de

corante, massa de Fe, e propor¢ao H20O::Fe.

. SOy Massa sulfato de Proporg¢ao

Experimento de corante .
ferro (mM) H>O,:Fe
(mg/L)

1 100 0,28 15,22:1

2 200 0,28 15,22:1

3 200 1,38 5:1

4 200 1,38 3:1

Fonte: Autor

As condigdes dos testes Fenton foram definidas com base na literatura ja existente.

4.2.6. Analises Fisico-Quimicas

4.2.6.1. Concentracao Celular
A determinacdo do crescimento celular foi realizada por analise de absorbancia da
aliquota do meio de cultivo em espectrofotdmetro e correlacionado com a concentracdo em
massa seca de célula (g/L).
Para obter-se a curva de calibragdo, a concentragdo de massa seca de célula foi

determinada por gravimetria. Uma amostra de volume conhecido das cepas em manutengao foi
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coletada e submetida a centrifugacdo (4500 rpm para A. variabilis e 9000 para K. marxianus)
por 10 min. O sobrenadante foi descartado, adicionou-se dgua destilada e a amostra foi
novamente centrifugada. O procedimento de lavagem foi realizado 2 vezes. Apds o descarte do
sobrenadante, o pellet foi transferido para um cadinho previamente seco em mufla (por 30 min,
a 550°C) e pesado. Levou-se a estufa a 105°C até peso constante e, em seguida, mediu-se a
massa do conjunto cadinho mais a massa seca. A partir da massa de células e do volume da
amostra, tem-se a concentracao de células em g/L.

Paralelamente, a amostra da mesma cepa em manutencgao foi coletada e prepararam-se
dilui¢des, sendo que, para cada uma delas, fez-se a leitura de absorbancia, sendo o comprimento
de onda (750 nm para A. variabilis e 660 nm para K. marxianus). Para o branco, foi usado dgua
destilada. As curvas de calibracdo padrio (concentracdo de célula versus absorbancia) estdo

dispostas no Apéndice A.

4.2.6.2. Concentracdo de Corante
Uma amostra de solucdo corante com concentragdo conhecida de Indigo Carmin foi
coletada e prepararam-se dilui¢des, sendo que, para cada uma delas, fez-se a leitura de
absorbancia, sendo o comprimento de onda 610 nm para o corante. Para o branco, foi usado
agua destilada. As curvas de calibragdo (concentragdo de corante versus absorbancia) estdo

dispostas no Apéndice.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho estdo apresentados nesta secdo que contém a selegdo de
cepas com potencial para descoloragdo do fndigo Carmin, os testes de de remogio do deste
corante em solucdo aquosa, por acdo bioldgica de Anabaena variabilis (cianobactéria) e

Kluyveromices marxianus (levedura) e pelo processo fisico-quimico Fenton.

5.1. Selecao de cepas com potencial de descoloracao

Por comparacdo dos microrganismos usados para descoloracdo de efluentes téxteis
encontrados pela revisdo bibliografica com aqueles que disponiveis no banco de cultura do
NUCBIO/FEQUI, verificou-se que havia duas espécies em comum, Kluyveromyces marxianus
e Bacillus thuringiensis e um género Xantomonas sp.

Vale ressaltar que a Anabaena variabilis ndo foi testada por esse método, uma vez que,
em projeto paralelo realizado também por pesquisadores deste mesmo nucleo de pesquisa
(NUCBIO), obteve resultados positivos de remocdo de corantes ao se utilizar outra
cianobactéria Nostoc sp, também fixadora de nitrogénio e com heterocistos, assim com a A.
variabilis, e visto que a literatura (HU e WU, 2001) também cita o uso deste género para
remogado de corantes, esta cepa ja foi usada diretamente em ensaios de descoloracdo.

O resultado deste teste de selecao, baseado no efeito de descoloragao do meio de cultura

com agar em placas de Petri (MARTINS et al., 1999), esta ilustrado na Figura 8.

~

Kluyveromices marxianus - Xantomonassp |
- -

o -

o

Bacillus thuringiensis Controle

Figura 8 - Resultado de teste preliminar de potencial de descoloracdo realizado com
Kluyveromices marxianus, Bacilus thuringiensis e Xantomonas sp.
Fonte: Autor

Apds o tempo de incubacido, a analise qualitativa, ou seja, pela observacao de qual placa

apresentava descoloragdo, verificou-se que a levedura Kluyveromices marxianus € a bactéria
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Bacillus thuringiensis mostraram potencial de remogio do corante indigo Carmin. Nao sendo
notado nenhum efeito pela cepa de Xantomonas sp.

Portanto, deu-se continuidade sobre a avaliacdo da remocdo por Kluyveromices
marxianus nesta pesquisa, enquanto investigagdo semelhante foi dada com o bacilo em estudo

paralelo desenvolvido também neste grupo de pesquisa (NUCBIO/FEQUI).

5.2. Remocao de corante por Anabaena variabilis

Além da aplicagdo das cianobactérias para a produgdo de bioativos, estes
microrganismos tém sido estudados para tratamento de efluentes, com destaque para a remogao
de metais, seja por biossor¢ao ou bioactimulo. Pelo fato de as cianobactérias resistir a diferentes
meios, podendo ser cultivada em meio autotréfico e mixotrofico, lhe da a capacidade de
converter diferentes poluentes organicos e, ainda, por serem procariontes fotossintetizantes,
contribuem para o sequestro de dioxido de carbono (Cepoi E Zinicovscaia, 2016).

Por isso, ha trabalhos que também tém focado em utilizar as cianobactérias na remogao
de corantes, com destaque para biossor¢ao usando células mortas (Shetty e Krishnakumar,
2020, Rai et al., 2019, Kumar et al., 2012). Mas como algumas cepas possuem enzimas como
catalases, peroxidases e laccases, ha relatos de biodegradagdo de corantes por cianobactérias, e
a Anabaena variabilis ATCC 29413 é uma delas (Afreen et al., 2017, EI-Sheekh et al., 2009,
Bernroitner et al., 2009). Como ¢ escasso os relatos de uso de cianobactérias e ainda nao esta

esclarecido seu mecanismo ¢ importante o seu estudo para diferentes corantes.

5.2.1. Remog¢ao de corante por descoloracio com Anabaena variabilis

Os ensaios com a cianobactéria foram realizados com controle e sem o controle de pH
durante os ensaios, isto ¢, para os ensaios com controle, a medida que aliquotas foram retiradas
para a realizacao de analises, o pH era reajustado para o valor inicial, 5, 8 ou 11. Os biorreatores
dos experimentos realizados com a Anabaena variabilis, com o controle de pH e ao final de 29

dias, estdo expostos na Figura 9.
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Figura 9 - Resultado dos experimentos na presenca da cianobactéria Anabaena variabilis para
as concentragdes de 100 e 200 mg/L de corante indigo carmin e sob controle de pHa 5, 8 e
11.

Fonte: Autor

Pela Figura 9 ¢ possivel observar que ha diferengas de cor entre os frascos. O meio dos
biorreatores contendo inicialmente 100 mg/L de corante nos pHs 8 e 11 apresentaram
descolora¢dao maior do que para o ensaio em pH 5. Para os biorreatores referentes aos ensaios
com 200 mg/L de corante, para todas as trés condi¢des de pH, a cor do meio se apresentou mais
intensa que aquelas a menor concentragdo, indicando uma menor remog¢ao do corante nos
valores de pHs estudados. No entanto também indicou maiores remogdes em pH 11 devido a
menor colocagao apresentada.

A analise das Figuras 10 (ae b) e 11 (a e b) corroboram com esta analise qualitativa, em
que se observa a porcentagem de remog¢ao de indigo carmin ao longo de 29 dias de experimento
para as condigdes de 100 e 200 mg/L em pH controlado a 5, 8 e 11 por agdo da A. variabilis e

presenca de luz.
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Figura 10 - Remocdes (%) de solu¢do do corante indigo carmin nas condigdes com Anabaena

variabilis e com luz, para concentragdes de (a) 100 mg/L e (b) 200 mg/L e pHs controlados

em5,8¢ell.

Fonte: Autor

A Figura 10 (a) mostra que experimento de 100 mg/L e pH 11 apresentou a maior

remogao, de 95%, nesta condi¢ao a concentragao de corante ao final do teste, foi de 4,5 mg/L.

Na sequéncia, tem-se a remoc¢ao de 92% para pH 8, e a menor remocao do indigo carmin

ocorreu para pH 5, com 78% de remogao.

Com relagdo a legislagdo, ndo se pode afirmar que esta concentracdo final atende a

Resolugado CONAMA N° 430/2011, uma vez que esta resolugdo nao discrimina os limites

permitidos para o efluente quanto a concentracdo de corante no efluente téxtil, sendo estes

critérios: pH 5 — 9; Temperatura < 40 °C; DBOs Remog¢ao minima de 60 %; Nitrogénio
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amoniacal total 20 mg N/L, Oleos vegetais e gorduras animais Até 50 mg/L; Ferro dissolvido
15 mg Fe/L (CONAMA, 2011).

Para a condigao inicial de 200 mg/L de corante, a mesma tendéncia ¢ observada, sendo
que o nivel de remoc¢ao foi menor do que a 100 mg/L indicando que nesta concentragdo um
maior tempo de cultivo seria necessario ou o meio foi téxico para a biomassa. As remocgoes
foram de 91%, 77% e 41%, para os pH 11, 8 e 5, respectivamente. A concentragdo final de 115
mg/L para o biorreator em pH 5 confirma a coloragdo intensa observada na Figura 9.

Simultaneamente aos ensaios de descoloragdo pela cianobactéria foram preparados
frascos controle, apenas com a célula sem corante e apenas com corante, sem a cultura, neste
caso com e sem luz para verificar o efeito do meio e da luz na degradagdo do corante.

A medida gravimétrica de biomassa mostrou que o meio foi muito téxico a
cianobactéria, indicando que uma maior concentracdo de inodculo ou um periodo de pré-
adaptacao da cultura ao corante fazem-se necessarios.

A Figura 11 (a e b) apresenta os resultados dos experimentos com 100 e 200 mg/L. em
apenas pH controlado a 8 e 11 na condigdo sem célula e, com e sem incidéncia de luz, neste

ultimo caso, de forma semelhante aos biorreatores, fotoperiodo de 12h/12h dia/claro.
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Figura 11 - Remoc¢des de corante nas condi¢gdes sem célula (s/c), com luz (c/l) e sem luz (s/1),
para concentragdes de (a) 100 mg/L e (b) 200 mg/L e pHs 8 ¢ 11.

Fonte: Autor

Analisando a Figura 11, observa-se que o meio e a luz agem sobre a degradacdo do
corante. Com relacdo ao pH, verifica-se que na auséncia de luz, para a concentragdo inicial de
100 mg/L de corante, a degradacao foi de 41%, para ambos os valores de pH. E na presenca de
luz, foi de 47% e 43%, para pHs 8 e 11, respectivamente. Portanto, para a menor concentracao
de corante, o nivel de degradacdo foi praticamente o0 mesmo na presenga ou auséncia de luz e
para pH 8 e 11 ao final de 29 dias.

Para a concentragao de 200 mg/L de corante indigo carmin, o pH em 11 contribuiu para
a degradacao de 30% do corante em relagdo a 17% a pH 8, sem incidéncia de luz. Ja no ensaio
com fotoperiodo, as porcentagens de degradagdo aumentaram para 41% e 30%,

respectivamente.
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Esses dados mostram que a propria condi¢ao do meio auxilia na degradagdo do corante,
mas que, apesar da concentragdo de célula ter sido reduzida, a Anabaena variabilis mostrou
potencial para a remocao do corante indigo carmin. Conforme EI-Sheek et al (2009), ao analisar
o uso de diferentes algas e cianobactérias (C. vulgaris, Lyngbya lagerlerimi, Nostoc linckia,
Oscillatoria rubescens, Elkatothrix viridis e Volvox aureus) para a remoc¢do de diferentes
corantes (vermelho de metila, laranja II, vermelho-G (FN-3G), cationico bésico e fucsina
basica), argumentam que ¢ fundamental saber muito sobre o mecanismo destes microrganismos
de biossor¢ao e de degradacao, sendo necessario conhecer o sistema de enzimas da cultura.

Os experimentos que estdo com seus resultados representados na Figura 11 foram
executados sob as seguintes condi¢des: 100 e 200 mg/L, pH controlado de 8 e 11, sem célula e
com luz. Ao final dos testes, os experimentos com 100 e 200 mg/L e pH 11 apresentaram as
menores remogoes. A condi¢do de 100 mg/L e pH 11 apresentou 42% de remocao, ou 49 mg/L
de concentragdo de corante no fim do teste. A condi¢cdo de 200 mg/L e pH 11 apontou remogao
de 40%, que corresponde a 116 mg/L de corante.

A Figura 12 (a e b) mostra os mesmos experimentos da Figura 10 porém os valores de
pH nao foram controlados durante o tempo total do experimento. A partir da comparacao entre
as Figuras 10 e 12 ¢ possivel inferir que o controle do pH em 11 ndo afetou a remocao (95%)
quando a concentragdo era de 100 mg/L. Nas outras condi¢des o controle de pH afetou os
valores de remogao atingidos, visto que foram menores quando ndo houve controle, apenas
ajuste do pH inicial dos experimentos.

Para as condi¢des sem controle de pH da Figura 12, na concentracao de corante de 100
mg/L, em pH 8 a remogao caiu de 92% para 65% e em pH 5 a remogao caiu de quase 78% para
28%. Na concentracdo de corante de 200 mg/L, em pH 11 a remogao caiu de 91% para 77%,

em pH 8 diminuiu de 77% para 36% e em pH 5 foi de 41% para 13%.
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Figura 12 - Remocdes (%) de solucdes do corante indigo carmin nas condi¢cdes com
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Anabaena variabilis e com luz, para concentracdes de (a) 100 mg/L e (b) 200 mg/L e pHs 5, 8

e 11 sem controle.

Fonte: Autor

A Figura 13 (a e b) mostra o comportamento do pH nos experimentos com cianobactéria.

Observa-se que o pH se adequa nos 3 primeiros dias e em seguida se mantém constante entre 6

e 8, em média.
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Figura 13 — Comportamento do pH nos experimentos com Anabaena variabilis e com luz,
para concentragdes de (a) 100 mg/L e (b) 200 mg/L e pHs 5, 8 e 11 sem controle.

Fonte: Autor

A Figura 14 (a e b) mostra os resultados dos experimentos nas mesmas condicoes da
Figura 11 (a e b), porém sem controle de pH. Comparando-se as Figuras 11 e 14, nota-se que a
falta do controle fez diferenga em todas as condigdes. Para as concentragdes 100 e 200 mg/L
de corante indigo carmin foi observado o mesmo comportamento, houve maior variagdo entre

as remogoes em pH 11.
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Figura 14 - Remocao de solug¢des do corante indigo carmin nas condigdes sem célula e, com

luz e sem luz, para concentracdes de (a) 100 mg/L e (b) 200 mg/L e pHs 8 e 11 sem controle.

A Figura 15 mostra o comportamento do pH ao longo dos experimentos executados nas

condigdes da Figura 14. Observa-se que sob tais condi¢des, a destacar a auséncia da

cianobactéria Anabaena variabilis, os valores de pH se estabilizaram por volta de 8. Enquanto

que quando houve a presenca da espécie o pH se estabilizou em valores um pouco mais baixos.

Isto pode revelar que o corante indigo carmin tende a levar os valores de pH para mais proximo

de 8, porém a presenca da cianobactéria pode ser levado o equilibrio do pH para valores um

pouco menores.
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Fonte: Autor
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5.3 Remocao de corante por descoloraciao com

Kluyveromices marxianus

A Figura 16 apresenta os resultados dos experimentos com 100 mg/L em pH controlado
de 5,8 e 11 e pH 5 sem controle, com célula. Para estas condi¢cdes os valores de remogao de
corante foram bem proximos no fim do teste. Na condi¢ao de pH 5 a remocao atingiu 91%, que
corresponde a 7 mg/L de corante na ultima amostra retirada. Em pH 8, a concentracdo de
corante chegou a 10 mg/L, 88% de remoc¢dao. Em pH 11 a porcentagem de remogdo atingiu
92%, ou 7 mg/L de corante. Na condi¢do de pH proximo a 5 sem controle durante o

experimento, houve remocao de 82%, ou 16 mg/L de corante.
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Figura 16 - Remog¢des de corante na condi¢do com célula, para concentra¢do de 100 mg/L e
pH controlado de 5, 8 e 11 e pH 5 sem controle.

Fonte: Autor

A Figura 17 retrata o comportamento da concentragdo de células de Kluyveromices
marxianus ao longo do experimento de descoloragao para a concentragdo de corante de 100
mg/L. E possivel inferir pelo grafico que o crescimento ocorreu expressivamente no primeiro
dia dos testes, sendo que em pH 5 e 8 o crescimento foi um pouco maior. A cultura foi menos
resistente a pH 11, uma vez que ap6s o 8° dia a concentra¢do de biomassa tende a diminuir com

o tempo de processo.
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Figura 17 - Concentragdo de Kluyveromices marxianus para concentragdo de corante de 100
mg/L e pH controlado de 5, 8 ¢ 11 e pH 5 sem controle.

Fonte: Autor

A Figura 18 mostra os resultados dos experimentos com 100 mg/L de corante, em pH
controlado de 5, 8, 11 e pH 5 sem controle, com células. Visualmente ¢ possivel notar a
coloragdo do meio parecida, ja que a remog¢ao também foi semelhante. O fato da levedura ndo

ter resistido bem em pH 11 ndo pode ser verificado visualmente.

¥ 4

100 mg/L
pH S
s/ controle

Figura 18 - Resultados dos experimentos com 100 mg/L de corante, em pH controlado de 5,

8, 11 e pH 5 sem controle, com células.

Fonte: Autor
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No grafico da figura 19 ¢ mostrado o resultado de todos os experimentos realizados com
200 mg/L de corante em pH controlado de 5, 8 e 11 e pH 5 sem controle, com célula. Este teste
também teve valores de remogdo proximos, mas nao tanto quanto os valores descritos para a
Figura 16. Na condi¢@o de pH 5 a remocao atingida foi de 89%, correspondente a concentragao
de corante de 10 mg/L. Em pH 8, o teste terminou com concentragdo de 6 mg/L de corante,
equivalente a 92% de remocdo. Em pH 11, a remocao final chegou a porcentagem de 73%,
equivalente a 24 mg/L de corante residual. Na condi¢ao de pH proximo a 5 sem controle durante

o experimento, houve remog¢ao de 81%, ou 17 mg/L de corante.
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Figura 19 - Remoc¢des de corante na condi¢do com célula, para concentragdo de 200 mg/L e
pH controlado de 5, 8 e 11 e pH 5 sem controle.

Fonte: Autor

Na Figura 20, o comportamento da concentracao de células da levedura Kluyveromices
marxianus durante os experimentos de descoloragao na condi¢ao de 200 mg/L de corante indigo
carmin. Pela observagdo na Figura 20 ¢ possivel dizer que o crescimento mais significativo
acontece nas primeiras 24 horas de teste, sendo maior em pH 8. Assim como para a menor
concentragao de 100 mg/L, foi observado que a pH 11 o meio se torna desfavoravel a levedura,
e neste caso, para o dobro da concentragdo de corante, sendo que a partir do 4° dia, a

concentragdo celular decresce atingindo o valor de 0,05 g/L.
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Figura 20 - Concentragdo de Kluyveromices marxianus para concentragdo de corante de 200
mg/L e pH controlado de 5, 8 ¢ 11 ¢ pH 5 sem controle.

Fonte: Autor

Na Figura 21 ¢ possivel confirmar que, quanto a remocgao de cor, os experimentos com

pH 5 e 8 apresentaram resultados melhores.

200 mag/L
pH S
s/ controle

Figura 21 - Resultados dos experimentos com 200 mg/L de corante, em pH controlado de 5,

8, 11 e pH 5 sem controle, com células.

Fonte: Autor

Observa-se ao analisar as Figuras 16 e 19 referentes a levedura Kluyveromices
marxianus, a principal caracteristica comum a eles é de que pH teve um efeito mais acentuado,

com maior alteracdo nas porcentagens de recuperacdo para um meio mais toxico a levedura, ao
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ter uma concentracao maior de corante. Para o pH 11, a recuperagdo menor ¢ justificada pela
queda mais acentuada da concentracdo celular.

Vale ressaltar que o tempo minimo de processo para a maxima remogao foi de cerca de
10 dias a pH 5 e de 20 dias para pH 8. Visto que a pH 8 esta condi¢ao pode ser mais vantajosa
apesar do maior tempo. Uma andlise técnico-econdmica pode contribuir para a conclusdo da
melhor condi¢do de pH.

Outro destaque € para a comparagdo entre os ensaios com a levedura e a cianobactéria
(Figura 10). Apesar de maior tempo de processo, 29 dias, foi possivel remover acima de 90%
de corante pela Anabaena variabilis, parapH 8 e 11, a uma concentragdo de 100 mg/L e pH 11
para 200 mg/L Visto que as cianobactérias também sdo estudadas e tém apresentado bons
resultados também na remog¢do de metais, ¢ hd metais presentes nos efluentes téxteis, a

Anabaena variabilis também se torna uma alternativa viavel para o tratamento destes efluentes.

5.4. Remocao de corante por processo Fenton

A Figura 22 mostra os resultados da remog¢ao pelo processo Fenton para concentragdes
de 100 e 200 mg/L de corante, para quatro propor¢oes de H>Oz:Fe. Apenas com 200 mg/L de
corante indigo carmin e razao H>O»:Fe de 3:1 a remocgdo chegou a 70%, as demais condigdes
atingiram 100% de remocao em 15 minutos.

E possivel notar que em 15 minutos, ou em menos tempo, todas as reagdes ja atingiram
um equilibrio, a remogao atinge seu maximo potencial, e ao longo do tempo a concentragdo de

corante ¢ mantida constante em relagdo a primeira amostragem.
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Figura 22 - Remocao de corante pelo processo Fenton nas condi¢gdes de concentragdes de 100
e 200 mg/L e proporcdes de H,Oz:Fe de 15,22:1, 5:1 e 3:1.

Fonte: Autor

A coloragdo das amostras cujos resultados de remogdes foram apresentados na Figura
22, em que a condi¢do 1 corresponde a 100 (15,22:1),a 2 a 200 (15,22:1),a3a200 (5:1)ea 4
a (200 (3:1) da Figura 23.

Figura 23 — 1%, 3% 5 e 7* amostras dos experimentos com método Fenton da figura 23 ao
longo do tempo.

Fonte: Autor

Os experimentos utilizando o método Fenton mostraram-se eficientes para descoloragao
da solugdo aquosa do corante indigo carmin, inclusive atingindo o méximo de remoc¢ao possivel

dentro das condi¢des em pouquissimo tempo.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo conduziram as seguintes conclusoes:

v No teste de selegio de culturas com potencial de descoloragio, disponiveis no banco de
cultura do NUCBIO/FEQUI/UFU, foram identificadas a levedura Kluyveromices
marxianus € a bactéria Bacillus thuringiensis.

v A descoloragio pela cianobactéria:

o Para ambas as concentragdes de corante, em pH 8,0 e 11,0 foi alta atingindo
niveis de remocgao acima de 90% em 29 dias.

o A descoloragdo de condicdes controles, sem a célula, com e sem luz indicou que
tanto o meio de cultivo como a luz contribuem para a degradagdao do corante,
sendo que o efeito depende do pH e da concentracao do corante.

o pHB8e 11 favorecem a remogao pela cianobactéria.

v’ Para os testes de descoloragdo com a Kluyveromyces marxianus:

o Pode-se obter remogdes acima de 90% em até 10 dias, para pH 5, e até 20 dias
para pH 8;

o Para pH 11, observou-se uma queda consideravel na concentragdo celular ao
longo do processo, principalmente para a concentragdo maior de 200 mg/L.

v O processo Fenton nas remogdes testadas chega ao equilibrio em pouco tempo, portanto
¢ necessario que se faca mais testes para que seja possivel a determinacdo de uma
condigdo otima a fim de que seja possivel a integracdo com outros processos de

descoloragao.



53

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

<

Estudo do efeito do pH na descoloracao;

Testar diferentes corantes, de outras classes;

Avaliar o processo de descoloragdo usando um efluente téxtil simulado (sintético) e
ndo apenas solugdo aquosa do corante;

Avangar nas condi¢des do processo Fenton e suas variagdes, associados a radiagdo UV
€ a sonicacgao;

Investigar o processo integrado entre o processo biologico e fisico-quimico, de forma
a reduzir o tempo de processo € o consumo de reagentes;

Incluir novos analises como o TOC, e teste com colorimetro.
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APENDICE A

Al. Composicao do meio BG11y

Composi¢ao Concentraf; a0 da Volume
solugao
Fosfato dipotéssico K>2HPO4 3g/100ml Iml
Sulfato de magnésio MgS04.7H.O 7,5g/100ml Iml
Cloreto de calcio CaCl,.2H;0O 3,6g/100ml Iml
Citrato de Amonio
Férrico (NHas)s[Fe(CsHsO7)2] 0,6g/100ml Iml
EDTA dissddico CioH14N2NaxOg 0,1g/100ml Iml
Acido Citrico CeHsO7 0,6g/100ml 1ml
Carbonatp de sodio NayCOs 20/100ml lml
anidro
Sulfato de zinco ZnS04.7TH20 0,222 g/L
S Cloreto de MnCl,.4H:0 1,81 g/L
+ manganés
4 :
< | Molibdato de Na:Mo04.2H;0 0.39 g/L
4 sodio
< Iml
e Sulfato de cobre CuS04.5H;0 0.079 g/L
'é Cloreto de
§ cobalto CoCl2.6H20 0,04 g/L
Acido bérico H;BO; 2,86 g/L
pH 7,4-7,6
Agua Deionizada Até completar 1 litro

Fonte: Rippka et al, 1979



A2. Composicao do meio YMA modificado

Composicao Massa (g)
Extrato de levedura 3,0
Glicose 10,0
Peptona 5,0
Agar 18,0
Para 1000 mL de 4agua destilada.

A3. Curva de calibracio do Indigo Carmin
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A4. Curva de calibracao da Anabaena variabilis
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AS. Curva de calibracao da Kluyveromices marxianus
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