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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a potencialidade da bactéria fotossintetizante purpura
nao sulfurosa Rhodobacter capsulatus na remogao de cromo hexavalente e cromo total, em
conjunto com a producdo de biomassa e pigmentos, através de diferentes intensidades
luminosas (escuro, 800 lux, 3.200 lux, 5.670 lux e 8.000 lux) e diferentes comprimentos de
onda (fontes de luz branco, azul, verde, amarelo e vermelho). Para isso, a bactéria foi inoculada
em erlenmeyers de 250 mL na presenca de efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L sob condicdes de anaerobiose e tempo de duragdo do
tratamento biologico de 192 horas. Os resultados mostram que houve remogao completa de
cromo hexavalente em todos os ensaios realizados, sendo que o aumento da intensidade
luminosa reduziu o tempo para a remog¢ao de cromo hexavalente. Em relagdo ao cromo total,
foi verificado que as maximas remogdes ocorreram sob intensidade luminosa de 5.670 lux para
as condigoes de efluente sintético de baixas concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10,
30 e 60 mg/L, sendo de 80,2 %, 89,3 % e 77,0 %, respectivamente. Além disso, o aumento da
intensidade luminosa até 5.670 lux favoreceu o crescimento celular nessas condi¢des, como
também a producdo de pigmentos, sendo que acima desse valor de intensidade luminosa houve
estabilizacdo no teor de biomassa ¢ na producao de pigmentos. Foi relatado que para essa
condig¢do de 5.670 lux houve um acréscimo de 230 % no conteudo de biomassa na condi¢ao de
efluente sintético de concentracdo inicial de 60 mg/L de cromo hexavalente e o contetido de
bacterioclorofila e carotenoides finais foi de 2,22 e 1,44 mg/m?, respectivamente. Entretanto,
nas condi¢des de efluente sintético com elevadas concentragdes iniciais de cromo hexavalente
de 90 e 110 mg/L ocorreu inibicdo do crescimento celular. Em relacdo aos diferentes
comprimentos de onda, observa-se que a fonte de luz azul apresentou melhor desempenho em
relagdo ao teor de biomassa, enquanto que para a produgdo de pigmentos destacaram-se as
fontes de luz amarelo, branco e azul. Para a remogao de cromo total, verificou-se que as maiores
porcentagens de remog¢do foram alcangadas nas fontes de luz branco e azul, atingindo remog¢ao
maxima de 88,9 % na condicdo de efluente sintético de concentracdo inicial de cromo

hexavalente de 10 mg/L sob a influéncia da fonte de luz azul.

Palavras-chave: Biorremediagdo; cromo hexavalente; cromo total; Rhodobacter capsulatus;
intensidade luminosa; comprimento de onda.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the potential of the non-sulfur purple photosynthetic bacterium
Rhodobacter capsulatus in the removal of hexavalent chromium and total chromium, together
with the production of biomass and pigments, through different light intensities (dark, 800 lux,
3,200 lux, 5,670 lux, and 8,000 lux) and different wavelengths (white, blue, green, yellow and
red light sources). For this, the bacteria were inoculated in 250 mL Erlenmeyers in the presence
of synthetic effluent of initial concentrations of hexavalent chromium of 10, 30, 60, 90, and 110
mg/L under anaerobic conditions and a duration of biological treatment of 192 hours. The
results show that there was complete removal of hexavalent chromium in all tests performed,
and the increase in light intensity reduced the time for removal of hexavalent chromium.
Concerning total chromium, it was verified that the maximum removals occurred under a
luminous intensity of 5,670 lux for the synthetic effluent conditions of low initial concentrations
of hexavalent chromium of 10, 30, and 60 mg/L, being 80.2 %, 89.3 %, and 77.0 %,
respectively. Furthermore, the increase in light intensity up to 5,670 lux favored cell growth
under these conditions, as well as pigment production, and above this light intensity value, there
was stabilization in the biomass content and the production of pigments. It was reported that
for this condition of 5,670 lux there was a 230 % increase in biomass content in the synthetic
effluent condition with an initial concentration of 60 mg/L of hexavalent chromium and the
final bacteriochlorophyll and carotenoid contents were 2.22 and 1.44 mg/m?, respectively.
However, in synthetic effluent conditions with high initial concentrations of hexavalent
chromium of 90 and 110 mg/L, cell growth was inhibited. Regarding the different wavelengths,
it is observed that the blue light source performed better about the biomass content, while for
the production of pigments the yellow, white and blue light sources stood out. For total
chromium removal, it was found that the highest removal percentages were achieved in white
and blue light sources, reaching a maximum removal of 88.9 % in the synthetic effluent
condition with an initial hexavalent chromium concentration of 10 mg/L under the influence of

the blue light source.

Keywords: Bioremediation; hexavalent chromium; total chromium; Rhodobacter capsulatus;

light intensity; wave-length.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Diante da rapida industrializagdo e da exploragio dos recursos naturais,
consequentemente o langamento de residuos toxicos em corpos hidricos que apresenta em sua
composi¢ao metais pesados, o resultado provocado ¢ um problema global relacionado ao
desequilibrio ecologico. Assim, a poluicdo ambiental com metais pesados ¢ uma questdo
preocupante principalmente em relacdo aos efeitos devastadores na satde humana e no meio
ambiente (MANAGEMENT, 2018; MATHUR, KALAIJI ¢ JAJOO, 2016; YIN et al., 2019).

Sabe-se que os metais pesados sdo caracterizados por sua natureza ndo degradavel e
também por sua toxicidade, tornando-se uma ameagca significativa aos seres vivos (PUSHKAR
et al., 2021). Nesse contexto, destaca-se o cromo que ¢ considerado um dos metais pesados
mais toxicos, além de ser um dos poluentes ambientais mais comuns em razao de sua ampla
utilidade na induastria (PRADHAN et al., 2019).

O cromo pode ser liberado de fontes naturais, especialmente da crosta terrestre
(McCARTOR e BECKER, 2010), entretanto, este metal provém particularmente de
processamento industrial e fabrica¢do de produtos quimicos, metalurgia, curtumes de couro,
galvanoplastia, tingimento téxtil, entre outros (NAKKEERAN et al., 2018; LIAN et al., 2019).
Com isso, a maioria dessas industrias gera grandes quantidades de efluentes que, muitas vezes,
sdo liberadas diretamente em corpos d’adgua ou no solo sem nenhum tipo de tratamento,
ocasionando uma polui¢do severa no ecossistema.

O cromo ¢ o Unico elemento dentre os componentes toxicos regulamentados no meio
ambiente que apresenta diferentes espécies, especificamente o cromo trivalente e o cromo
hexavalente (KIMBROUGH et al., 1999). O cromo trivalente desempenha um papel vital no
metabolismo da glicose, proteina e gordura, portanto, sua auséncia ou excesso pode afetar de
forma dréstica os seres humanos (ENRIQUE et al., 2015). Além disso, o cromo trivalente ¢
insoluvel e estd principalmente interligado a matéria organica (SHANKAR e
VENKATESWARLU, 2011; JIANG et al., 2019). Em contraste ao cromo trivalente, o cromo
hexavalente ¢ muito soltivel, movel e apresenta elevadas implicagdes toxicas que provocam
impactos nocivos em animais ¢ humanos (NAKKEERAN et al., 2018). A exposi¢do do cromo
hexavalente a longo prazo atua como substancias mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas
(MITRA, SARKAR ¢ SEN, 2017).

Considerando os efeitos adversos provocados pela exposi¢ao do cromo, diversos grupos

de pesquisa procuram desenvolver uma tecnologia sustentavel e eficiente para a remog¢ao ou
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conversao do cromo hexavalente em uma forma menos toéxica, como CO; ou CHa, dgua e
biomassa. H4 inimeras estratégias adotadas para a remedia¢ao do cromo incluindo métodos
fisicos e quimicos, como adsor¢do, precipitacdo quimica, reagdes de oxidagdo-reducdo (JIANG
et al., 2020). No entanto, esses processos fisicos € quimicos, muitas vezes exigem alta
especializacdo, geram uma grande quantidade de subprodutos toxicos, além de apresentarem
altos custos de operagdo e manutencao (VAIOPOULOU e GIKAS, 2012). Com isso, torna-se
imprescindivel buscar técnicas de alto desempenho e baixo custo no tratamento do cromo
(LTAN et al., 2019). Desse modo, destaca-se o método biolégico denominado biorremediagdo
como uma estratégia que utiliza organismos como bactérias, fungos, algas, leveduras e plantas
com o objetivo de restabelecer o ambiente ao seu estado original (RUGGABER e TALLEY,
2006). O processo de biorremediacao inclui os mecanismos de biossor¢ao, bioacumulagdo e
biotransformagao para remog¢ao de poluentes (JOBBY et al., 2016).

Os microrganismos desenvolveram estratégias de resisténcia para sobreviver na
presenca de metais pesados, dessa forma, podem apresentar caminhos diferentes como: utilizar
o metal em pequenas quantidades destinando as suas atividades metabolicas; oferecer
resisténcia a niveis toxicos; tolerar os ions metalicos em um determinado limite; desintoxicar o
excesso de metal (MALA, SUJATHA e ROSE, 2015).

Além disso, os microrganismos utilizam diferentes rotas metabolicas capazes de
transformar os ions metalicos toxicos em suas formas menos toxicas por meio de varias
condi¢des ambientais, como exemplo, pH, temperatura, intensidade luminosa, comprimento de
onda, para sua aplicag@o pratica em processos de biorremediacdo. Entretanto, o sucesso dessas
técnicas de remediacdo estd relacionado com as condi¢des especificas do local e da
adaptabilidade dos métodos que regulam os mecanismos e as transformagdes do cromo
hexavalente em formas menos toxicas (YU et al., 2020).

Com isso, o presente estudo vislumbrou contribuir para um maior entendimento do
processo de biorremediagdo por meio do uso de bactérias, especificamente a Rhodobacter
capsulatus (bactéria fotossintetizante purpura ndo sulfurosa), em termos do comportamento
metabolico, do crescimento celular e da sintese de pigmentos. Contudo, ¢ valido ressaltar que
o principal objetivo foi avaliar a eficiéncia bacteriana na remog¢do e conversdo do cromo
hexavalente em trivalente em diferentes intensidades luminosas como também em diferentes

comprimentos de onda.



CAPITULO 2
OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a biorremediagdo de efluente contendo cromo
hexavalente, utilizando para tal a bactéria Rhodobacter capsulatus. Para uma melhor
compreensdo do estudo desenvolvido, destacam-se como objetivos especificos:

» Avaliar a potencialidade do uso de bactéria fotossintetizante na remog¢ao do
cromo em termos de diferentes intensidades luminosas e diferentes
comprimentos de onda;

» Determinar a cinética de crescimento celular, a sintese de pigmentos e,
principalmente a eficiéncia na remog¢ao de cromo hexavalente e cromo total nos
sistemas fermentativos utilizados;

» Estudar a viabilidade do uso da bactéria Rhodobacter capsulatus quando
submetida a exposi¢do excessiva de ambientes toxicos em fun¢do da presenca

do metal pesado cromo.



CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poluic¢ao Hidrica

O crescimento populacional juntamente com a expansao do setor industrial, que
busca acompanhar as novas tecnologias e as necessidades dos consumidores, aliado ao
aumento do consumo dos recursos hidricos t€ém contribuido para a degradagdo do meio
ambiente. A partir disso, surge uma problemadtica ambiental em relacdo a qualidade da
agua que pode ser afetada pelas inimeras atividades antropogénicas, como domésticas,
comerciais ou industriais. Cada atividade emite poluentes caracteristicos que provocam
diferentes graus de polui¢do na qualidade do corpo receptor.

Desta forma, a utilizagdo hidrica evidenciada pelas lavagens de instrumentos,
tubulagdes e pisos de fabrica, em processos de refrigeragdo e utilizados em contato direto
com a matéria-prima do produto processado tém elevado o montante gerado de efluente
liquido (GIORDANO, 2009), que pode apresentar efeito de toxicidade, verificado pela
presenga de metais pesados, como arsénio, cadmio, chumbo, mercirio e cromo. Em
decorréncia dos desequilibrios ecoldgicos desencadeados por esses fatores, torna-se
necessdria a aplicacdo de linhas de estudos responsaveis pelo desenvolvimento de
processos de tratamento desses efluentes a fim de atender os limites méximos de

contaminantes permitidos pela regulamentagdo para descarte.

3.1.1 Metais Pesados

Um elemento ¢ considerado “metal pesado” quando apresenta uma densidade
relativamente alta em comparagdo com a agua, além disso, caracteriza-se pela sua
toxicidade, mesmo em concentragdes baixas (LENNTECH, 2004). Entre eles destacam-
se o arsénio, cadmio, chumbo, mercurio e cromo.

A deposicdo de metais pesados em ambientes aquaticos tornou-se uma
preocupacao mundial devido aos sérios riscos provocados ao meio ambiente e a todos os
organismos vivos. A maioria dos metais pesados sdo caracterizados por sua toxicidade,

ndo-biodegradabilidade e tendéncia de bioacumulagdo (GARG et al., 2007).
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Os metais sdo geralmente encontrados nos solos e nas aguas na forma
solubilizada, ou associados a compostos organicos na forma de complexos
organometalicos, ou também, na forma de coldides e suspensdes. A fase soluvel
corresponde a fonte essencial de metais biodisponiveis, sendo favorecida em situagdes de
baixos valores de pH, baixas cargas de particulados e elevadas concentragdes de matéria
organica dissolvida. A solubilidade dos hidroxidos metalicos aumenta em baixos valores
de pH, enquanto que a capacidade de adsor¢ao em superficies solidas diminui e os ions
H' concorrem com os metais por sitios de ligagdo disponiveis em moléculas organicas
(ELDER, 1988).

Quando a concentracdo de metais pesados presentes nos efluentes industriais
ultrapassa os limites estabelecidos pelos 6rgdos competentes, ocorre um processo de
degradagdo dos recursos naturais, que pode representar uma séria ameaca a saude humana
e ao bem-estar dos seres vivos (HAYASHI, 2001). Além disso, a presenca desses metais
torna o meio aquatico toxico dificultando a a¢do dos microrganismos para a recuperagao
do ambiente, provocando mudancas na qualidade da dgua.

Os metais pesados de maior incidéncia em efluentes industriais estao listados na

Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 Principais metais pesados presentes em efluentes industriais.

Metais Pesados

Arsénio

Cromo

Prata

Chumbo

Mercurio

Niquel

Fontes
- Combustivel;
- Pesticidas;
- Operagoes de fundicao.
- Metalizacdo;
- Curtumes;
- Fabrica¢do de sais de
Cromo;
- Galvanoplastia.
- Residuos de
processamento;
- Desinfeccdo de agua;
- Galvanoplastia.
- Gasolina;
- Ceramica;
- Mineragdo;
- Carvao;
- Tintas;
- Lixo eletronico;
- Baterias de chumbo-
acido.
- Carvao;
- Mineragao;
- Pesticidas;
-Lampadas fluorescentes;
- Residuos hospitalares;
- Residuos industriais.
- Combustao de
combustiveis;

- Indtstria de baterias.

Efeitos
- Toxico;

- Carcinogénico.

- Carcinogénico;

- Mutageénico.

- Leva a descoloragdo da
pele, membranas

mucosas € olhos.

- Niveis de toxicidade
(anemia, doengas renais,
sistema nervoso);

- Destruic¢ao da fauna.

- Toxicidade aguda

moderada e  cronica

rapida.

- Comprometimento do
equilibrio de nutrientes
nas plantas;

- Distarbios das fungdes
da membrana celular;

- Estresse oxidativo;

- Riscos ocupacionais.

Referéncias

SODHI et al., 2019

ALLOWAY, 2013

NDUNGU, 2011

ALLOWAY, 2013

WUANA e
OKIEIMEN, 2011

WUANA e
OKIEIMEN, 2011
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3.2 Cromo

3.2.1 Aspectos Gerais

O elemento quimico cromo representado pelo simbolo Cr ¢ um metal de
transi¢do localizado no grupo 6 ou 6 B da classificacdo periddica dos elementos, de
coloragio cinza semelhante ao ago. E bastante empregado nos processos industriais em
fungdo de suas caracteristicas mecanicas como dureza ¢ resisténcia ao atrito, ¢ também
pelas suas caracteristicas quimicas, como resisténcia a corrosdo e ao desgaste.

O cromo foi descoberto em 1765 na Russia, no entanto, o elemento somente foi
isolado em 1797, pelo quimico e farmacéutico francés Louis Nicolas Vauquelin. O metal
foi adquirido através do tratamento da crocoita (PbCrO4) com acido cloridrico diluido,
produzindo 6xido cromico (CrOs). Por sua vez, o 6xido cromico ao ser aquecido na
presenca de carvao produziu o cromo (ARFSTEN, AYLWARD e KARCH, 1998).

O cromo apresenta varios estados de oxidagao que variam de -2, -1, 0, +1, +2, +3,
+4,+5 a +6, entretanto, os mais predominantes sao as formas trivalente (+3) ¢ hexavalente
(+6) em funcdo de sua estabilidade na natureza. Sabe-se que as formas trivalente e
hexavalente do cromo possuem diferencas em relagdo as suas propriedades fisico-
quimicas e reatividade bioldgica (SANJAY et al., 2020). As principais fun¢des do cromo
trivalente estdo relacionadas com o metabolismo de glicose, lipideos e proteinas, atua
como um micronutriente, além de ser menos toxico (MA et al., 2019). Enquanto que o
cromo hexavalente ¢ mais toxico em comparagdo ao cromo trivalente, devido a sua alta
solubilidade e mobilidade em sistemas biologicos. Além disso, o cromo hexavalente
possui a capacidade de atravessar rapidamente a membrana bioldgica e interagir com as

biomoléculas presentes no citoplasma da célula (BHARAGAVA e MISHRA, 2018).

3.2.2 Especiaciao do cromo

Conforme ja mencionado, o cromo trivalente € o estado de oxidacao mais estavel
e pode ser hidratado para a formagio de complexos de fons livres, como Cr(H20)6™, que
por sua vez, pode sofrer hidrdlise para produg¢do de complexos hidroxila mononucleares
(CrOH" = Cr(OH)," = Cr(OH)s). Além disso, o cromo trivalente pode reagir com dgua
em pH neutro obtendo como produto o hidréxido de cromo insolavel Cr(OH)s (VOGEL,
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1987), sendo que esse pode ser transformado em 6xido de cromo (III) (Cr203) estavel
pela adic¢ao de calor. No entanto, em situagdes altamente alcalinas ou altamente acidas, o
cromo trivalente reage com a 4gua formando [Cr(H20)s]™ ou [Cr(OH)s]>,
respectivamente (HOLLEMAN, WIBERG e WIBERG, 1995).

O outro estado de oxidacdo ¢ o cromo hexavalente, o qual é produzido
industrialmente através do aquecimento oxidativo do minério de cromita com carbonato
de sodio ou célcio. O cromato (CrOs?) e o dicromato (Cr.072) encontram-se em

equilibrio sob influéncia do pH conforme a Equagao quimica 3.1.

2 CrO42+2H < Cr,072+HO (3.1

As alteracdes de equilibrio sdo claramente perceptiveis, devido a mudanca de cor
de amarelo (cromato) para laranja (dicromato). Sabe-se que tanto o cromato como o
dicromato sdo reagentes oxidantes fortes em pH baixo, porém sdo moderados em pH alto
(HOLLEMAN, WIBERG ¢ WIBERG, 1995).

O cromo hexavalente ¢ um oxidante potente, enquanto o cromo trivalente
prevalece em condi¢des redutoras. Em solug¢ao aquosa, o cromo hexavalente pode formar
diversas espécies, dependendo do pH da solucdo, da concentragdo total de cromo, da
presenga de compostos oxidantes e redutores, do potencial redox e, também, da cinética
das reacdes redox. Caso o pH encontre-se entre 1 e 6, o cromo hexavalente coexiste como
Cr2072, Cr30102, Crs0132, porém a espécie predominante é HCrOs conforme
apresentado na Equacdo quimica 3.2, j4 com pH acima de 6, Cr2072 e CrOs? sdo
encontradas e pH acima de 7, o CrO4? ¢ o Ginico ion existente de acordo com a Equagio
quimica 3.3 (BARRERA-DfAZ, LUGO-LUGO e BILYEU, 2012; DHAL et al., 2013;
HOLLEMAN, WIBERG e WIBERG, 1995).

HoCrO4 > H'+ HCrOs~  (pH ~ 1-6) (3.2)

HCrOs - H" + CrOs  (pH>7) (3.3)
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3.2.3 Fontes e aplicacoes do cromo

O cromo ¢ introduzido no ecossistema através de fontes naturais ou
antropogénicas e € reciclado por meio do ciclo geoquimico a fim de equilibrar seus niveis
no meio ambiente. O cromo ¢ um elemento natural da crosta terrestre (SNEDDON, 2012;
SRIVASTAV et al., 2018), sendo caracterizado como o 7° elemento mais abundante na
Terra e o 21° elemento mais abundante da crosta terrestre, apresentando uma
concentragdo média de 100 ppm (CERVANTES e CAMPOS-GARCIA, 2007).

A entrada do cromo no meio ambiente ocorre principalmente através do desgaste
de rochas, precipitacdo atmosférica e precipitacdo umida, ¢ também ¢ eliminado dos
sistemas terrestres (SNEDDON, 2012).

Em relagdo as atividades antropogénicas, o cromo apresenta aplicagdes na
industria de metalurgia, eletrdlise, tintas, pigmentos, curtumes, produ¢do quimica,
tinturaria, producdo de aco e polpa de papel (JAISHANKAR et al., 2014). Sabe-se que
tanto o cromo trivalente como o cromo hexavalente sdao liberados em excesso no meio
ambiente, no entanto, as fontes podem variar. O cromo trivalente encontra-se
principalmente em residuos de curtumes e industrias de tintas, enquanto que o cromo
hexavalente ¢ encontrado na mineracdo, metalurgia, queima de combustivel fossil,
preservacdo de madeira e efluente de resfriamento (KILIC et al., 2010). A Tabela 3.2
apresenta os compostos de cromo e suas diversas formas utilizadas nas industrias (DAS

e MISHRA, 2009).
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Tabela 3.2 A forma do cromo hexavalente utilizado nas industrias.

Cromo usado nas industrias Produtos quimicos
Agente anticorrosivo (Revestimentos em e Cromato de bario (BaCrO4)
spray) e Cromato de calcio (CaCrOy)

e Cromato de zinco (ZnCrOs)
e Cromato de estroncio (SrCrOs)

e Cromato de sodio (CrNa,Os)

Curtimento do couro e Dicromato de amonio [(NH4),Cr,O]
Preservativos da madeira e Trioxido de cromo (CrOs)
Aco inoxidavel e Cromato de potassio (KCrO4)

e Cromato de sodio (CrNa,O4)

e Dicromato de amonio [(NH4).Cr,O7]

e Dicromato de potassio (K,Cr,0O7)
Tintas, plasticos, pigmentos e Cromato de bario (BaCrOy)

e Cromato de calcio (CaCrOy)

e Cromato de chumbo (PbCrO4)

e Cromato de zinco (ZnCrOs)

e Dicromato de potassio (K,Cr,0O7)

e Cromato de s6dio (CrNaxOs)

O cromo ¢ transportado também para os corpos d’agua por meio de fontes naturais
e antropogénicas. As principais fontes sdo caracterizadas pelo intemperismo de rochas,
lamas, interacdo microbiana com rochas e processos geogénicos, sendo langados no
ambiente de forma natural por oxidagdo da cromita (TUMOLO et al., 2020). Ademais, é
necessario destacar a presenca de cromo nos efluentes industriais, como na produgdo de
cromato, acabamento de metal, processamento e tingimento na industria téxtil, curtimento
de couro (HE e LI, 2020). A Tabela 3.3 mostra o teor de cromo em diversas fontes de

aguas residuarias (PRASAD et al., 2021).
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Tabela 3.3 Teor de cromo presente em efluentes industriais.

Efluentes industriais Teor de cromo Referéncias
DHUNGANA e YADAV
Efluente de curtume 0,7 - 345 mg/L
(2009)
BHARDWAJ, KUMAR e
Efluentes da industria téxtil 0,11-0,21 mg/L
SINGHAL (2014)
Aguas residuérias da KAREGA, BHARGAVI e
) ) 5721,95 mg/L
industria de cromagem DIVEKAR (2015)

3.2.4 Poluicao ambiental provocada pelo cromo

O conceito de sustentabilidade e as questdes ambientais permeiam nao somente a
comunidade académica como também tém crescido sua preocupagdo no setor privado,
em especial, as empresas. Uma vez que ao longo do século XX, mais particularmente,
nos ultimos 50 anos, aumentou a exposi¢ao das pessoas aos riscos de desastres no Brasil
e no mundo, sendo mais rapido do que as capacidades de reducdo da vulnerabilidade,
consequentemente impactos intensos e extensos sao ocasionados (FREITAS, SILVA e
MENEZES, 2016).

Recentemente, dois grandes desastres causados pelas atividades de mineracdo da
empresa Vale no estado de Minas Gerais resultaram em impactos ambientais
imensuraveis e irrecuperaveis, como também na morte de muitas pessoas. Em 2015,
ocorreu o rompimento da barragem de Funddo em Mariana, liberando um volume de
aproximadamente 34 milhdes de metros cubicos de rejeitos de minérios (lama). Logo em
2019, um novo rompimento de barragem aconteceu na Mina Cérrego do Feijado em
Brumadinho, sendo estimado 270 vitimas fatais (FABRICIO, FERREIRA e BORBA,
2021).

Esses rejeitos de minérios foram classificados conforme a NBR 10.004, como
solidos, ndo perigosos e nao inertes, como o ferro € 0 manganés, ou seja, a sua composi¢ao
era formada por areia e metais (BRASIL, 2015). Entretanto, de acordo com a Agéncia
Nacional de Aguas (ANA), a passagem da lama provocou a suspensio dos sedimentos
contaminados dos processos de mineragao do passado, com isso, resultou no aumento das
concentracdes de metais pesados como aluminio, arsénio, cadmio, cobre, cromo,

manganeés e niquel.
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Com a contaminag¢do dos rejeitos, a qualidade da agua dos rios foi diretamente
afetada, em funcao do elevado grau de turbidez, tornando as aguas improprias para o
consumo humano e para a agropecudria (LOPES, 2016). Além disso, pode citar a
degradagdo da qualidade do solo, comprometendo o nivel de matéria organica necessaria
para a comunidade microbiana do solo, o aumento da intensidade dos processos erosivos,
como também, a extingao de algumas espécies tipicas presentes no rio (FREITAS, SILVA
e MENEZES, 2016).

A fim de evidenciar o aumento da poluicdo dos recursos naturais por metais
pesados em outros paises, a Tabela 3.4 demonstra a contaminagao por cromo em diversos

estudos, confirmando a gravidade do problema (PUSHKAR et al., 2021).

Tabela 3.4 Concentragio de Cr™ e Cr'S presentes em diferentes corpos d’4gua acima do

padrao.
Area relatada de Fonte de
Concentracio Referéncias
Cre Cr*t contaminacio
. ) 525,8 mg/Kg de ) ) MIHAILEANU et al.
Tarnaveni (Roménia) Industria quimica
cromo total (2019)
. ) KARTHIK et al.
India 52,91 mg/Kg Industria de curtume
(2017)
) Industrias que TSENG, LEE e
Taiwan 338,46 mg/Kg .
utilizam cromo CHEN (2019)

3.2.5 Toxicidade

Ha diversos métodos adotados para a avaliagdo da toxicidade de metais, sendo que
o método mais popular para microrganismos aerdbicos refere-se a medicdo da taxa
respiratdria microbiana (WONG et al., 1997; MADONI, DAVOLI e GUGLIELMI, 1999;
VANKOVA, KUPEC e HOFFMANN, 1999; STASINAKIS et al., 2002). No entanto,
existem outros métodos que analisam parametros de crescimento (SUDO e AIBA, 1973;
MAZIERSKI, 1994, 1995; GIKAS ¢ ROMANOS, 2006), medidas de conversdao do
substrato ou taxa de consumo (LAMB e TOLLEFSON, 1973; SAIDA e ABDELKADER,
1994; STASINAKIS et al., 2003), medidas da atividade enzimatica (BOSWELL, DICK
e MACASKIE, 1999; ALTAS, 2009), analise da viabilidade celular (BENKA-COKER e
EKUNDAYO, 1998; BARAL et al., 2006) e também o uso de técnicas de fluorescéncia
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¢ bioluminescéncias (MARISCAL et al.,, 1995; WONG et al., 1997, KELLY,
TUMSAROIJ e LAJOIE et al., 2004). Os métodos citados avaliam a tendéncia do efeito,
em vez de avaliar a quantificagdo absoluta do efeito (KELLY, TUMSAROIJ e LAJOIE et
al., 2004), com isso, para os testes toxicologicos ¢ necessario no minimo o uso de dois
métodos a fim de evitar a possibilidade de ndo quantificar um efeito toxico particular
(DALZELL et al., 2002).

Os sistemas que apresentam elevados niveis de cromo sdo sempre toOXicos,
entretanto o nivel de toxidade esta relacionado com o estado de oxidacdo. O cromo
hexavalente caracteriza-se por ser altamente toxico devido os efeitos nocivos provocados
na saude humana e animal, como diarreia, Ulceras, irritagcao na pele e olhos, disfuncao
renal e carcinoma de pulmao (COSTA, 2003). Além disso, ¢ cancerigeno, mutagénico,
pode ocasionar alteragdes congénitas e reduzir a saude reprodutiva (KANOJIA, JUNAID
e MURTHY, 1998), ja que o cromo hexavalente possui a capacidade de interagir com o
acido desoxirribonucléico de fita dupla, alterando a replicagao, duplicacao e reparagao do
gene. E importante mencionar também que a admissdo extrema de cromo hexavalente
provoca altera¢des neurdticas e imunologicas (GRACEPAVITHRA et al., 2019).

Pode-se ainda destacar a relagao do cromo hexavalente com o crescimento lento
das plantas, uma vez que esta associado a diminui¢do da captacdo de nutrientes e o
processo de fotossintese. Além de ocasionar efeitos graves nos processos fisiologicos,
morfolégicos, bioquimicos, ¢ capaz de induzir a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas células vegetais. A toxicidade de cromo nas plantas ocorre na forma
de clorose e necrose (SHAHID et al., 2017). E importante destacar também o efeito
acumulativo nos tecidos vivos no decorrer da cadeia alimentar (VOLESKY, 1990).

J& o cromo trivalente torna-se de 10 a 100 vezes menos toxico que o cromo
hexavalente, em fungdo da impermeabilidade dos complexos de cromo trivalente na
membrana celular. Entretanto, o cromo trivalente intracelular como resultado da reducao
de cromo hexavalente produz complexos de nucleotideos de aminoécidos, sendo que nao
¢ totalmente estabelecido seu potencial mutagénico (ROUNDHILL e KOCH, 2002). O
cromo trivalente apresenta efeitos positivos na manutengdo dos niveis de glicose no
sangue, promovendo a ligagdo da insulina aos receptores da superficie celular
(PECHOVA e PAVLATA, 2007). Deve mencionar também o papel do cromo trivalente

na redugdo da gordura corporal, nos niveis de colesterol e triglicerideos, além do aumento
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de massa muscular. No entanto, ha também relatos dos efeitos negativos do cromo
trivalente como responsavel por danos no DNA dos linfocitos (MEDEIROS et al., 2003).

Em relacao aos organismos aquaticos, um dos efeitos da exposi¢ao do cromo ¢ a
interrupgao das vias enzimaticas e metabolicas. Além disso, provoca uma redugao no peso
geral em fung¢do dos impactos neurotdxicos que consequentemente interferem na ingestao
de alimentos (AZMAT etal., 2018; FAWAD et al., 2017). Outras mudancas morfologicas
€ comportamentais nos animais aquaticos devem ser citadas como a natagao irregular,
desequilibrio e movimentos abruptos, reducdo na ingestdo de alimentos, entre outros
(FAWAD et al., 2017). O cromo também ¢ capaz de aumentar o teor de gordura total em
peixes (YIN et al., 2019). A Figura 3.1 esclarece os impactos ocasionados pela polui¢dao

do cromo (GRACEPAVITHRA et al., 2019).

Figura 3.1 Impactos provocados pela polui¢do do cromo.
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3.2.6 Legislacao

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) foi criado em 1982 pela
Lei n° 6.938/81, ¢ o 6rgao consultivo e deliberativo do Sistema Nacional do Meio
Ambiente (SISNAMA) que estabelece a Politica Nacional do Meio Ambiente. A sua

funcdo consiste em assessorar, estudar e propor ao Governo linhas de dire¢ao em relagao
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a exploragdo e a preservagao do meio ambiente e dos recursos naturais. Além disso, ¢ de
competéncia do o6rgao estabelecer normas e padrdoes de controle de polui¢do como
também controle e manutencao da qualidade do meio ambiente no sentido do uso racional
dos recursos ambientais, em especial os hidricos.

Em se tratando do metal pesado cromo, a resolugdo CONAMA n° 397, de 3 de
abril de 2008 dispde sobre a classificacao e diretrizes ambientais para o enquadramento
dos corpos de agua, além de regulamentar as condigdes e padrdes de langamento de
efluentes. Diante dessa norma, os efluentes somente poderdo ser lancados nos corpos
receptores quando os teores de cromo hexavalente e trivalente forem inferiores a 0,1 mg/L
e 1,0 mg/L, respectivamente. E importante mencionar que hé outras legislagdes exigidas
por determinadas agéncias a respeito dos limites maximos permitidos de cromo como

mostra a Tabela 3.5 (BANERIJEE et al., 2019; WHO, 2017).

Tabela 3.5 Limites maximos permitidos de cromo conforme algumas legislacdes.
, Agua para consumo
Agéncias Agua Efluente industrial
humano

Bureau of Indian

0,05 mg/L 0,05 mg/L 2,0 mg/L
Standard (BIS)
USEPA 0,011 mg/L 0,1 mg/L -
World Health
o - 0,05 mg/L 2,0 mg/L
Organization (WHO)
European Union
- 0,05 mg/L -
Standards (EU)
0,05 mg/L 0,1 mg/L (Cr*®
CONAMA s - gL ()
(Criotar) 1,0 mg/L (Cr*?)
0,5 mg/L (Cr*®)
PREMEND - -

5 ,0 mg/L (Crtotal)

Com isso, torna-se imprescindivel a implementagdo de programas de
gerenciamento de poluentes como o cromo, com é&nfase em procedimentos de
minimizag¢ao de residuos, como também em metodologias para recuperagdo e reutilizagdo
desses residuos e técnicas de tratamento a fim de atingir os limites maximos permitidos

pela legislagdo.
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3.3 Remediac¢ao do cromo

A grande preocupacao em relagdo a polui¢ao dos metais pesados deve-se ao fato
de n3o serem degradados naturalmente como os compostos organicos, podendo ser
acumulados em locais diferentes. O elemento cromo hexavalente apresenta diversos
tratamentos, incluindo métodos fisicos, quimicos e biologicos. A Tabela 3.6 representa

uma lista desses processos para remediacao de cromo (JOBBY et al., 2018).

Tabela 3.6 Lista de processos disponiveis para remediagdo do cromo.

Métodos fisicos Reducio Quimica Biorremediacao
° Adsor¢do Adig¢ao in-situ de doadores de o Biossorgéo
. Troca idnica elétrons como: . Biotransformagio
. Filtragdo de ° Sulfeto de hidrogénio e Bioacumulagio
membrana (H2S) . Biomineraliza¢ao
o Osmose Inversa - Ditionito de sodio o Precipitacdo
. Carvao ativado (Na25:04) extracelular
granular . Metabissulfito de
° Eletrocinética sodio (NaHSO3)
° Lavagem de solo in ® Metabissulfito de
Situ calcio (CaHSO:3)
° Lavagem de solo ¢ ©® Polissulfeto de calcio
separagao (CaSs)
° Eletrodialise ° Sulfato ferroso
(FeSO4)
° Fotocatalise

Apesar de alguns processos fisicos e quimicos destacarem por serem simples,
rapidos e eficientes na remo¢ao do metal, a maioria dos procedimentos requerem alto
custo operacional, elevado consumo de energia e geragcao de poluentes secundarios. Outro
fator a ser mencionado ¢ que grande parte deles apresentam um bom desempenho com
altas concentragdoes do metal e sua eficiéncia também depende da presenga de agentes
interferentes (ZOUBOULIS, LOUKIDOU e MATIS, 2004).

Diante dessas desvantagens mencionadas, deve-se avaliar um método sustentavel
e econdmico para a remog¢ao desse metal. Nesse contexto, destaca-se o processo bioldgico
denominado biorremediagdo, que consiste no uso de sistemas microbianos, sendo uma
tecnologia de grande potencial em funcdo do baixo custo e baixa producdo de residuos.

(JOBBY et al., 2018).
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3.3.1 Métodos biologicos (Biorremedia¢io)

O processo que envolve a conversao de poluentes nocivos em elementos nao
toxicos por meio do uso de organismos vivos denomina-se biorremediacdo (ASHA e
SANDEEP, 2013). Um ambiente contaminado por metais pesados pode retornar ao seu
estado original sem provocar prejuizos ao meio ambiente pela biorremediacao
(ADHIKARI et al., 2004). Dentre os organismos vivos utilizados no processo de
biorremediacdo destacam-se: bactérias, fungos, leveduras, algas e plantas, no entanto, os
que apresentaram serem mais eficientes sdo as bactérias e os fungos. As vantagens
mencionadas em relagao a esse método sao: baixo custo operacional, alta eficiéncia, baixo
consumo de energia, possibilidade de reutilizacdo e recuperacao de metais (GARBISU e
ALKORTA, 2003). Sabe-se que frequentemente os microrganismos utilizam os metais
como nutriente ou fonte de energia, sendo destinado ao seu crescimento (TANG et al.,
2007). Desta forma, os compostos quimicos sao metabolizados por enzimas e convertidos
em elementos ndo nocivos, por exemplo, CO2 ou CHa, dgua e biomassa (VIDALI, 2001).

Os microrganismos procuram diferentes estratégias para se adaptarem em
ambientes contaminados por metais pesados, como biossor¢do, bioacumulacdo e
biotransforma¢do para remocdo de poluentes (JOBBY et al, 2016). Todos esses
mecanismos estdo incluidos no processo de biorremediagao.

A técnica de biorremediagdo que emprega o uso de microrganismos para a
remocao de contaminantes ¢ indicada para baixas concentragdes de metais, sendo abaixo
de 100 mg/L (ELAHI et al., 2020; HAN et al., 2007; KUMAR et al., 2015). O tratamento
biologico geralmente possui duracio de sete dias ou mais (KIEU, MULLER e HORN,
2011).

Os fatores que estdo relacionados com a eficiéncia do processo de biorremediagao
sdo: natureza quimica dos poluentes, aspectos de umidade, estrutura, estado nutricional,
hidrogeologia e pH do solo, a presenca da comunidade microbiana na 4rea contaminada

e a temperatura (ASHA e SANDEEP, 2013).

3.3.2 Mecanismos moleculares da biorremediacao

Hé diversas formas de remoc¢ao do cromo hexavalente por uma célula microbiana

incluindo os métodos de biossor¢do, bioacumulacao e biotransformagao. De acordo com
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a Figura 3.2, verifica-se que o cromo hexavalente adere a superficie da célula microbiana
por meio de uma ligacdo quimica que ocorre entre o ion do metal e os grupos funcionais
encontrados nas estruturas da superficie da célula microbiana, como proteinas,
glicoproteinas, polissacarideos, glicolipideos, entre outros. Assim, o cromo pode ter dois
caminhos: o primeiro consiste na precipitagio do cromo na superficie da célula
microbiana e o outro compreende a conversao do cromo hexavalente em cromo trivalente,
sendo catalisada por uma redutase de cromato (SINGH et al., 2008) ou ¢ provocada
espontaneamente (THATHEYUS e RAMYA, 2016). Tanto nos seres procariontes e
eucariontes, o cromato ¢ ativamente transportado por meio das membranas biologicas,
especificamente os transportadores de sulfato. No interior das células, o transporte ocorre
devido a ajuda de proteinas especificas de ligacdo a metais e, posteriormente ocasiona a
conversao a cromo trivalente, através dos estados oxidativos altamente instaveis, como
cromo (V) e cromo (IV). A conversdao ao cromo trivalente pode ser realizada por
microrganismos aerdbios e anaerdbios. No caso dos microrganismos aerobios, na
presenca de oxigénio, o NADH, NADPH ou qualquer outra reserva enddgena funciona
como doador de elétrons, entretanto, nos microrganismos anaerobios, na auséncia de
oxigénio, o proprio cromo hexavalente aceita os elétrons na cadeia respiratoria e
frequentemente engloba proteinas de citrocromos (SINGH et al., 2008, WIELINGA et
al., 2001).
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Figura 3.2 Mecanismos de remocao de cromo através de uma célula microbiana.
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espontanea; 3a: o cromo (VI) entra na célula por meio do sistema de captagdo (transportadores de sulfato);
3b: dentro da célula, o cromo (VI) é reduzido a cromo (III) através de intermediarios altamente instaveis,
como o cromo (V) e (IV); 4: acaimulo de cromo (VI) na parede celular; 5: excesso de cromo (VI) é expelido

da célula por meio do sistema de efluxo especifico (JOBBY et al., 2018).
3.3.3 Biorremediaciao usando bactérias

O processo de biorremediacdo do cromo utilizando bactérias compreende um
procedimento rapido, economico, com menor demanda de energia e auséncia de produtos
quimicos, podendo ser utilizadas cepas bacterianas nativas e ndo patogénicas. Para a
conversao do cromo hexavalente em cromo trivalente utiliza-se principalmente bactérias
em razdo de serem eficientes (BADAR et al., 2000; KANMANI, ARAVIND e
PRESTON, 2012). Além da sua eficiéncia na remediacdo de metais pesados, as bactérias
muitas vezes apresentam a capacidade de tolerar outro estresse ambiental extremo, como
exemplo a temperatura, pH, salinidade, ja que estdo associados a locais poluidos
(PUSHKAR et al., 2021).

Os microrganismos capazes de reduzir o cromo hexavalente sdo geralmente
denominados de bactérias redutoras de cromo. Essas bactérias resistentes ao cromo
apresentam diversos mecanismos para lidar com o estresse provocado pelo cromo, a fim
de garantir a sua sobrevivéncia. Dentre esses mecanismos estdo a biossorcao,

bioacumulagao, biotransformacao, efluxo, reducdo enzimatica, redu¢do nao enzimatica,
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precipitacdo, formac¢ao de biofilme, entre outros (BANERIJEE et al., 2019), sendo que as
bactérias podem usar apenas um dos mecanismos ou a combinagao de varios deles para
superar a toxicidade do cromo (BHARAGAVA e MISHRA, 2018).

Tanto as bactérias gram-negativas e gram-positivas apresentaram desempenho na
remocao de cromo hexavalente por meio da biossor¢ao ou biotransformacgao. No entanto,
as bactérias gram-positivas apresentam maior tolerancia a toxicidade de cromo
hexavalente em concentragdes relativamente altas, enquanto que as bactérias gram-
negativas demonstram ser mais sensiveis ao cromo hexavalente (COLEMAN, 1988).
Desse modo, a propriedade bacteriana, que ¢ eficaz no processo de biorremediacao, ¢
aquela que interliga alta tolerancia com a capacidade de reduzir o cromo hexavalente a
cromo trivalente (DHAL et al., 2013). Assim, tanto a resisténcia como também a redugao
do cromo sdo propriedades independentes das bactérias (BOPP e EHRLICH, 1988;
SILVER, 1997).

A bactéria Bacillus coagulans, isolada dos residuos provenientes da industria de
galvanoplastia, apresentou uma capacidade de reducdo do cromo hexavalente por meio
de uma enzima soluvel e malato atuando como doador externo de elétrons (PHILIP,
IYENGAR ¢ VENKOBACHAR, 1998). Conforme Kapoor, Viraraghavan e Cullimore
(1999), também foi verificado o envolvimento de uma proteina soltivel na conversao de
cromo hexavalente em cromo trivalente pelo uso da Pseudomonas putida. Foi
demonstrado que essa proteina ¢ uma enzima, cromato redutase e ainda se observou o uso
de NADH ¢ NADPH como doador de elétrons. Deve-se destacar a capacidade de
biossor¢do de cromo em Bacillus circulans, Bacillus megaterium e B. coagulans
(SRINATH et al., 2002). Além disso, foram comparadas a eficiéncia no processo de
biossor¢do de células vivas e mortas em B. coagulans e B. megaterium, provando que as
células mortas apresentaram melhor desempenho.

A remogdo de cromo hexavalente foi demonstrada pela aplicacdo de populagdo
mista de Pseudomonas sp. (ARAVINDHAN e NAIR, 2006). De acordo com os trabalhos
de Cheung e Gu (2003), a redu¢do de cromato ocorreu por meio de uma bactéria redutora
de enxofre que foi isolado de sedimentos marinhos contaminados pela presenga de metais
de Tokwawan, Hong Kong sob condi¢des anaerdbicas. Consorcios microbianos formados
por células imobilizadas de P. aeruginosa, B. subtilis e Saccharomyces cerevisiae em um
suporte s6lido demonstraram uma boa eficiéncia na remoc¢ao de cromo hexavalente

presente em efluentes da industria de curtume (BENAZIR et al., 2010).
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O estudo desenvolvido por Dias et al. (2020) teve como objetivo avaliar a
influéncia da intensidade do campo magnético e das linhas do campo magnético na
remogao de cromo por imas circulares, atingindo a maxima remogao de Cr (VI) e cromo
total de 99,97 % e 74,2 %, respectivamente. Esses resultados foram obtidos utilizando um
campo magnético de 5 Hz e intensidade de campo magnético de 15,9 ¢ 57,8 m T em 7
horas e 48 minutos por meio de uma cultura mista, apresentando, desta forma, melhores

resultados nessa condi¢do em relagao aos ensaios na auséncia de campo magnético.

3.3.4 Reducio biologica (Biorreducio)

O processo biologico denominado biorreducdo consiste na capacidade dos
microrganismos em converter compostos toxicos presentes no meio em formas
precipitadas menos toxicas e volateis, por meio das reacdes de oxidagdo e redugdo. Em
relagdo ao cromo, inumeras espécies de bactérias podem utilizar o cromo hexavalente
atuando como aceptor de elétrons em seu processo respiratdrio com o objetivo de
transforma-lo em elementos menos soluveis e toxicos como o cromo trivalente (LOVLEY
e PHILLIPS, 1994; SHEN, PRITCHARD e SEWELL, 1996; WANG e SHEN, 1997).

A redugdo do cromo hexavalente em cromo trivalente constitui um mecanismo de
defesa adotados pelos microrganismos quando submetidos a ambientes contaminados
com o metal pesado cromo. Sabe-se que a forma reduzida de cromo trivalente pode
precipitar como hidroxido de cromo em pH neutro (CHIRWA e WANG, 1997).

O processo de biorredugdo em bactérias envolve a presenca da enzima redutase
do cromo, sendo que existem dois tipos: a redutase associada & membrana e a redutase
intracelular, dependendo da localizagdao que ocorre a reducao do cromo. Iniumeros estudos
confirmaram a presenca de atividade de redutase de cromo na membrana celular,
citoplasma e, também, no sobrenadante de cultura de células como suporte a presenca da
redutase intracelular associada & membrana (ILIAS et al., 2011). A redutase associada a
membrana envolve canais de transporte de sulfato disponiveis na superficie bacteriana, a
qual é responsavel pelo transporte do ion Cr*® no citoplasma, e também durante o
processo de transporte, ocorre a reducdo do Cr'® em Cr*> no envelope celular (LI et al.,
2019).

As etapas presentes na reducdo do cromo intracelular sdo:
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> Biossor¢do de cromo na superficie celular: O Cr™® disponivel no meio é
adsorvido na superficie celular bacteriana através dos grupos funcionais como alcano,
aminas, amida e outros;

> Transporte de Cr*¢: o Cr'® existe na forma idnica tetraédrica CrO24 que é
semelhante a 4nions fisiologicamente importantes, como SO?; e PO™2sy, sendo

transportado via canal SO24 e PO% (WANG et al., 2017);

> Reducdo de Cr™®: o Cr'® intracelular ¢ reduzido a Cr™* por moléculas
citosolicas;
> Bioacumulagdo de Cr™*: o Cr" reduzido sofre actimulo no citosol

(KARTHIK et al., 2017).

Conforme o trabalho desenvolvido por Parameswari, Lakshmanan e Thilagavathi
(2009), a presenca de elevadas concentragdes de cromo prejudica a multiplicagdo de
bactérias. A explicacdo disso deve-se ao fato da energia bacteriana estar direcionada a
reducao do cromo e sua desintoxicag¢ao, resultando na diminui¢ao da biomassa bacteriana
em funcdo da presenga de cromo. Segundo Ikegami et al. (2020), as bactérias em fase
logaritmica sdo capazes de promover uma reducao significativa de cromo hexavalente em
comparagdo com as bactérias em qualquer outra fase de crescimento, provavelmente esta
relacionado ao elevado numero de células ativas com atividade enzimatica maxima. E
importante mencionar que o tempo de redu¢do do cromo aumenta com o aumento da
concentragdo de cromo, devido a saturacdo da enzima (JEYASINGH e PHILIP, 2005).

Na faixa de pH entre 6,5 a 9,0, o cromo encontra-se como cromato (CrO24) em
condi¢des aquosas. A mudanga de pH afeta o estado i6nico da enzima redutase,
consequentemente afeta também na redug¢do do cromo. Entretanto, estudos em bactérias
Pseudomonas sp. MAI4 apresentaram maior eficiéncia na redu¢do do cromo em pH 7
(WANI etal., 2019) e cepas de E. coli FACU apresentaram crescimento maximo e melhor
desempenho na atividade da enzima redutase em pH 7, enquanto que variagdes no pH
afetou a reducdo (MOHAMED et al., 2020). Com isso, a taxa de redugdo do cromo sofre
redug¢do com um aumentou ou diminui¢ao no valor ideal de pH da enzima redutase.

A redugdo do cromo pode ocorrer tanto em condi¢des aerdbias quanto em
condi¢des anaerdbias. Em relagdo ao mecanismo aerdbio, as bactérias convertem Cr'®
geralmente em duas ou trés etapas, sendo reduzido aos estados de oxidagao intermediarios
e instaveis, como Cr"> e/ou Cr™ e, em seguida, sdo convertidos ao estado

termodinamicamente estavel, Cr'>. Entretanto, a conversio de Cr"> para Cr™, e
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consequentemente, Cr™ para Cr> pode ser realizada espontaneamente ou por enzimas,
sendo que esses processos ainda ndo estdo compreendidos de forma clara (CZAKO-VER
et al., 1999).

Dentre os que participam como doadores de elétrons para a conversdo de Cr™
estdo o NADH, NADPH e o elétron de reserva enddégena (APPENROTH et al., 2000).

A redutase ChrR converte Cr™® para Cr* através do transporte de um elétron,
posteriormente, ocorre a transferéncia de dois elétrons para a reducdo de Cr™. Embora
uma parte do Cr' é espontaneamente re-oxidada para a formacdo de EROs e sua redugio
por meio da transferéncia de dois elétrons catalisada por ChrR reduz a oportunidade de
gerar radicais prejudiciais (ACKERLEY et al., 2004).

A enzima YieF ¢ capaz de reduzir diretamente Cr'® em Cr"® por meio da
transferéncia de quatro elétrons, sendo que trés elétrons sdo consumidos na conversao de
Cr'® e 0 outro elétron restante é transferido para o oxigénio. No entanto, essa reducio é
mais eficaz do que ChrR, desde que a quantidade de EROs produzida pela YieF seja
minima (PARK et al., 2001). O mecanismo enzimatico de redu¢do de cromo (VI) em
condi¢des aerdbias estd ilustrado na Figura 3.3 (parte superior).

Em relagdo ao metabolismo anaerobio, foram observadas a presenga de enzimas
redutoras de cromo hexavalente associadas a membrana e ambas soluveis, como SR e
MR, responsaveis pela conversdao de cromo hexavalente (WANG e SHEN, 1995). Além
disso, citocromos, como citocromo b e ¢ também se mostraram participantes na redugao
de cromo hexavalente (TURICK, APEL e CARMIOL,1996).

Na auséncia de oxigénio, o cromo hexavalente pode funcionar como receptor de
elétrons ao longo da cadeia respiratdria para uma diversidade de doadores de elétrons, por
exemplo, carboidratos, proteinas, gorduras, hidrogénio, NAD(P)H e reservas de elétrons
endogenas (WANG, 2000). A representagdo da redugdo anaerdbia estd mostrada na

Figura 3.3 (parte inferior).



39
Capitulo 3 — Revisdo Bibliografica

Figura 3.3 Mecanismos de redu¢do enzimatica de cromo hexavalente em condigdes
aerobias (superior) e anaerdbias (inferior).
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As enzimas presentes na redugdo de cromo (VI) estdo representadas em caixas. SR e MR caracterizam

redutases soluveis e associadas a membrana, respectivamente (WANG e SHEN, 1995).

Conforme o trabalho desenvolvido por Lazarova et al. (2014), as EROs geradas
no processo de reducdo do metal representam uma resposta ao estresse oxidativo, além
disso, a geragdo de EROs aumentou em fungdo da maior concentragdo de cromo
hexavalente. Muitos estudos relacionam a toxicidade e carcinogenicidade do cromo
hexavalente a producdo excessiva de EROs e ao estresse oxidativo correspondente,
provocando danos ao DNA (FU et al., 2008; PRATHEESHKUMAR et al., 2016, WANG
et al., 2011). Sabe-se que a EROs ¢ a principal causa que ocasiona dano lipidico, pois
altera a fungdo da membrana celular, consequentemente altera a fluidez da membrana
celular, inativando as proteinas da membrana (FAROUX et al., 2020).

Os estudos de Chen e Hao (1998) demonstraram que alguns parametros interferem
na reducao do cromo hexavalente, como a concentracdo de biomassa, a concentragao
inicial de cromo hexavalente, temperatura, pH, fonte de carbono, potencial de oxi-
reducdo e a presenca de oxidnions e cations dos metais. Em se tratando de elevadas
concentragdes de cromo, o meio torna-se toxico para a maioria das bactérias, entretanto

sdo encontradas espécies resistentes no processo de redugdo de cromo hexavalente.
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3.3.5 Biossorcao e Bioacumulacao

O procedimento de biossor¢do compreende um processo metabdlico passivo,
rapido, reversivel e independente, promovido pela acdo dos microrganismos ativos ou
inativos (BURATTO, COSTA e FERREIRA, 2012). Em relagdo as bactérias, ocorre uma
interacao fisico-quimica do ion metalico cromo com os grupos funcionais ativos na
superficie bacteriana (MORILLO PEREZ et al., 2008). A eficiéncia bacteriana em relagio
ao processo de biossor¢do estd relacionado com a variedade de espécies de bactérias,
como também da composicao de sua parede celular (BHARAGAVA e MISHRA, 2018).

O processo de biossor¢ao compreende duas fases, sendo que a primeira fase ¢
caracterizada pela adsor¢ao fisica passiva através da complexacdo, troca idnica,
coordenacdo, adsor¢do, quelacdo e precipitacdo na superficie da célula bacteriana. Essa
etapa de adsor¢do fisica pode ocorrer sinergicamente ou independentemente uns dos
outros, variando com o tipo de bactéria e das condi¢cdes ambientais em que esta inserido.
Outro fator a ser mencionado ¢ que pode ser alcancado por células bacterianas ativas e
inativas, uma vez que ¢ independente do metabolismo das bactérias (JAROSLAWIECKA
e PIOTROWSKA-SEGET, 2014). Enquanto que a segunda fase consiste no processo de
bioacumulag¢do, sendo um procedimento mais lento, além de envolver o transporte ativo
de cromo para a célula bacteriana. O cromo bioacumulado ¢ sequestrado
intracelularmente por meio das rotas como localizagdo nas organelas particulares,
acumulag¢ao como um metal pesado particulado, precipitacao extracelular ou formagao de
complexo (SRINATH et al, 2002; BHARAGAVA e MISHRA, 2018; ELAHI e
REHMAN, 2019). O cromo pode ser biossorvido na forma de cromo hexavalente ou na
sua forma reduzida de cromo trivalente (MA et al., 2019).

Diversos grupos funcionais como aminas, carboxila, fosfato e grupos hidroxila
que sdo encontrados na superficie da célula estdo envolvidos no processo de biossor¢ao
de cromo através da troca protonica (H") (RAMAN et al., 2018). Em pH mais baixo, o
ion Cr®" esta presente como HCrOs e CrO*7 (KALOLA e DESAI, 2020), e com isso
ocorre um aumento na protonagdo dos grupos carboxila e amino presentes na parede
celular, consequentemente provoca uma atragio eletrostatica entre os ions Cr**/Cr®" e a
superficie celular. Portanto, o processo de biossor¢do do cromo ¢ facilitado em pH mais
baixo. Por outro lado, o aumento do pH resulta na desprotonacdo dos grupos funcionais

e no aumento das cargas negativas na parede celular, estimulando a repulsao entre os ions
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Cr**/Cr®" e a superficie celular, minimizando a eficiéncia do processo de biossor¢ao.
Além disso, os metais sofrem precipitacdo em pH mais alto, reduzindo a afinidade e a
solubilidade dos ions metalicos, acarretando na diminui¢cdo do processo de biossor¢ao
(JOBBY etal.,2019; KALOLA e DESAI 2020; AKBARPOUR NESHELI, ASGARANI
e DABBAGH, 2018). Ademais, em pH mais alto, o processo de biossor¢ao também ¢
dificultado em fungfio da competi¢io dupla entre CrO%4 e OH", sendo que predomina OH"
(PUSHKAR et al., 2021).

Alguns trabalhos alcangaram a biossor¢do maxima de cromo em condi¢des de pH
alcalino. Segundo estudos de Rizvi et al. (2020), foi relatado 96 % de biossor¢do de cromo
em B.subtilis em pH variando de 8 a 9. Enquanto que para a espécie C. funkei o pH ideal
para biossor¢cdo encontra-se em 7, sendo atingido a méaxima remoc¢do de cromo
(KARTHIK et al., 2017).

De acordo com os estudos desenvolvidos em relagdo ao processo de biossorgao
utilizando bactérias, ¢ possivel relacionar a eficiéncia de biossor¢ao com as diferentes
espécies de bactéria, bem como ao pH, temperatura, concentra¢ao inicial de cromo,
biomassa utilizada, composi¢ao da parede celular, entre outros. Sabe-se que a composi¢ao
da parede celular bacteriana varia com o tipo de meio de crescimento, como também com
as condi¢oes de crescimento. Com isso, a mesma bactéria isolada em locais diferentes
apresenta resultados distintos de biossor¢cdo (KURNIAWAN, IMRON e PURWANTI,
2019; RIZVI et al., 2020; EL-NAGGAR et al., 2020).

3.4 Aplicacoes de culturas de bactérias fotossintéticas na remediacio de metais

pesados

A Dbactéria fotossintética tem sido amplamente estudada para remocao de
poluentes e recuperagdo de recursos simultaneamente, como exemplo, no tratamento de
efluentes contendo cadmio, dguas residudrias de alimentos, dguas residuarias domésticas
e outras (PRACHANURAK et al., 2014; CHITAPORNPAN et al., 2013; HULSEN,
BATSTONE e KELLER, 2014; LU et al., 2011).

As bactérias fotossintéticas também se destacam no processo de biorremediacao
de cromo hexavalente presentes em efluentes industrias, uma vez que utilizam a radiagao
solar como energia, sendo de baixo custo e uma fonte de energia abundantemente

disponivel (BUCCOLIERI et al., 2006). Além disso, esses microrganismos autotroficos
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sdo capazes de modificar suas estratégias metabolicas, dependendo de diferentes fontes
de energia, logo, demonstram alta adaptabilidade sob pressdes ambientais (GIOTTA et
al., 20006).

Dentre as diversas espécies de bactérias fotossintéticas, a Rhodobacter
sphaeroides (bactéria fotossintética gram-negativa roxa sem enxofre) foi considerada
uma cepa de consideravel interesse na remoc¢ao de metais pesados (CALVANO et al.,
2014). Essa bactéria especifica pode crescer sob diferentes condigdes: respiragdo aerdbia
ou anaerdbia, fotossintese anoxigénica ou fermentacdo (ITALIANO et al., 2012).
Ademais, R. sphaeroides apresenta tolerancia na remediagdo de muitos metais pesados,
como exemplo, cromato (ITALINO et al., 2012; CALVANO et al., 2014), mercurio
(GIOTTA et al., 2006), cadmio (LI et al., 2016), niquel (ITALIANO et al., 2009) e zinco
(LI et al., 2017).

De acordo com o estudo desenvolvido por Su et al. (2021) que propde a remogao
de cromo hexavalente através do uso combinado de bactérias fotossintéticas e sais de
fosforo como estratégia para aprimorar a eficiéncia no tratamento de aguas residuarias.
Os experimentos mostraram que as condigdes Otimas para remog¢ao total de cromo
incluem temperatura de 35 °C, pH de 7,20, concentragdo de NaCl de 5 g/L e intensidade
luminosa de 4.000 lux. Com isso, foi possivel concluir que a adicdo de sais de fosforo
resultou em uma melhor eficiéncia na remocao de cromo hexavalente por R. sphaeroides
SCO1.

Conforme o trabalho desenvolvido por Kis et al. (2015) em relagdo ao potencial
de bactérias fotossintéticas em ambientes contaminados com metais pesados, observou-
se que as culturas de cepas bacterianas Rhodobacter sphaeroides, Rhodospirillum rubrum
e Rubrivivax gelatinosus eram vulneraveis ao efeito imediato de Pb*2, mostraram fraca
tolerancia ao Hg"?, enquanto que para o Cr*® mostraram-se tolerantes.

Outra bactéria fotossintética que merece destaque € a Rhodobacter capsulatus, a
qual apresentou forte capacidade de biossor¢do de Au*® (FENG et al., 2007). Foi
constatado que para 38 mg de peso seco de bactérias a uma concentracdo de 80 mg/L de
Ag"™, 88 % de ions de AuCls tinha sido biossorvido em 10 minutos. Além disso, a
biossor¢do de Au™ poderia ser reduzido por um carotenoide e enzimas incorporadas e/ou
excretadas por R. capsulatus, indicando que poderia ser um mecanismo de tolerancia ao

metal.
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Conforme os estudos de Magnin, Gondrexon e Willison (2014) que investigaram
a capacidade de biossorcdo de zinco da bactéria roxa sem enxofre Rhodobacter
capsulatus B10 na cepa tipo selvagem e na cepa sem a presenga do plasmideo enddgeno.
Foi relatado que na auséncia do plasmideo enddégeno ocorreu a diminui¢do da captagdo
de zinco para concentragdo inicial superior a 100 mg/L, sugerindo que pode ser em fungdo
das mudangas na superficie celular afetando a ligagdo de zinco. Enquanto que para a faixa
de concentragdo de zinco de 10 a 600 mg/L, a biomassa proporcionou alta capacidade de
absorcao de 164 + 8 mg/g de peso, indicando um potencial uso como adsorvente de zinco.

No entanto, existem poucos estudos em relacdo a R. capsulatus na remocao de
metais pesados. J& que essa cepa bacteriana ¢ relatada por apresentar um desempenho
favoravel na producdo de hidrogénio em fun¢do de sua eficiéncia na conversdo de
substratos e sua capacidade em utilizar uma variedade de substratos para crescimento e
também para producdo de hidrogénio (HALLENBECK e LIU, 2016). Sabe-se que as
bactérias pertencentes ao grupo Rhodobacter apresentam metabolismo versatil, além de
serem capazes de crescer em condi¢des anaerdbias e aerobias. Essa bactéria gram-
negativa R. capsulatus ¢ uma bactéria roxa sem enxofre facultativamente fototrofica,
sendo capaz de produzir energia celular por diversas maneiras diferentes, podendo
depender da fotossintese anoxigénica sob condi¢des anaerdbias na presenca de luz
(NCBI, 2021). O aparelho fotossintético possui trés complexos pigmento-proteina ligados
a membrana: o centro de reacdo, onde a transferéncia de elétrons ¢ iniciada sendo
dependente de luz, o complexo LH1 e o complexo LH2, sendo que os complexos estdo

localizados na membrana citoplasmatica (AKLUJKAR e BEATTY, 2005).

3.5 Influéncia das condicées de luz em culturas de bactérias fotossintéticas

A biomassa de bactérias fotossintéticas € rica em proteina, carotenoides,
bacterioclorofila, biopolimeros, agentes antimicrobianos e acido pantoténico (KUO,
CHIEN e CHEN, 2012). Dentre esses diversos componentes, os pigmentos de
bacterioclorofila e carotenoides destacam-se devido sua aplicagdo como corantes
alimentares, precursores de vitamina A em alimentos e ragdo animal, B-caroteno e
astaxantina na induastria (AKSU e EREN, 2005; TAMIAKI et al., 2014). Esses dois
pigmentos sdo considerados os principais coletores de luz em bactérias fotossintéticas

(CHEN, HAN e GU, 2006), apresentando um papel importante na captura e transferéncia
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de energia luminosa em energia quimica destinada para o crescimento das bactérias
fotossintéticas.

E importante mencionar que os pigmentos bacterioclorofila e carotenoides
absorvem luz em comprimentos de onda diferentes. Diversas bacterioclorofilas
apresentam diferentes comprimentos de onda de absor¢ao, variando de 715 a 1.050 nm,
enquanto que os carotenoides absorvem na regido visivel do espectro, entre 450 a 550 nm
(HARTIGAN et al., 2002; HOSHINO, 1984). Em geral, a luz incandescente, por meio de
lampada de tungsténio ou lampada de halogénio, ¢ empregada para iluminar o cultivo de
bactérias fotossintéticas. Entretanto, os diodos emissores de luz (LEDs) representam uma
alternativa promissora, pois consomem pouca energia e possuem uma expectativa de vida
longa (KUO, CHIEN e CHEN, 2012). A luz LED caracteriza-se por sua estreita faixa de
comprimento de onda, porém as lampadas LED podem sofrer adaptagdo para enquadrar
em uma faixa especifica de comprimento de onda a fim de corresponder os espectros de
absorc¢ao fotossintética das bactérias fotossintéticas.

Conforme o trabalho desenvolvido por Kuo, Chien e Chen (2012) em relagdo aos
efeitos de oito fontes de luz na produgdo de biomassa e no conteudo de carotenoides da
bactéria fotossintética Rhodopseudomonas palustris foi relatado que a fonte de luz
favoravel para o crescimento celular foi o LED azul, sendo que seu pico de intensidade ¢
de aproximadamente 470 nm. Entretanto, a fonte de luz amarelo cujo pico de intensidade
¢ de aproximadamente 595 nm, apresentou o pior desempenho comparando com as
demais condi¢des de luz. Quando se trata do conteudo de carotenoides, as maiores
produtividades do pigmento foram alcangadas nas fontes de luz provenientes de LED azul
(470 nm), LED amarelo (595 nm), LED branco (460 nm) e LED verde (520 nm), em
funcdo dos respectivos picos de intensidade de luz se enquadrarem na faixa de
comprimento de onda dos picos de carotenoides que variam de 400 a 600 nm.

Com isso, as condigdes de luz interferem na produ¢do de biomassa, carotenoides
e bacterioclorofila. Quando se trata de cultura de microrganismos fotossintéticos, os
componentes responsaveis pelas condi¢des de luz incluem a fonte de luz, a intensidade
luminosa e o foto-periodo (ZHOU et al., 2015).

Dentre essas condigoes de luz citadas, a intensidade luminosa destaca-se como
sendo um fator importante no crescimento das bactérias fotossintéticas. Foi relatado em
estudos anteriores que o aumento da intensidade luminosa de 2.000 lux para 4.000 lux

resultou em incremento consideravel no crescimento das bactérias fotossintéticas,
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entretanto acréscimos adicionais na intensidade luminosa excedendo 5.000 lux
provocaram uma reducao no crescimento celular (SHI e YU, 2005; NATH e DAS, 2009).
Conforme os estudos de Zhou, Zhang e Zhang (2014), a producdo de biomassa foi
melhorada em intensidades de luz de 1.000 a 4.000 lux em comparagdo com a condi¢ao
de baixa intensidade luminosa de 500 lux, utilizando uma cepa de bactéria fotossintética
Rhodopseudomonas, pois quanto mais luz, mais energia era fornecido para as cé¢lulas das
bactérias fotossintéticas. Entretanto, Basak e Das (2007) relataram que a biomassa de R.
sphaeroides nao aumentou quando a intensidade luminosa atingiu valores superiores a
3.000 lux. E valido destacar que, a intensidade de luz ideal para proporcionar o
crescimento da biomassa varia de microrganismo a microrganismo (ZHOU, ZHANG e
ZHANG, 2014).

Além disso, estudos relacionados a influéncia da luz sdo de grande importancia
pois fornecem informagdes direcionadas a relagdo entre o processo de remediagdo de
metais e processos dependentes de energia. Foi relatado o efeito da luz em relagdo a
toxicidade do cromo em S. acutus (GORBI et al., 2001). Os autores identificaram que a

absorc¢ao de metais ¢ um procedimento dependente de energia sendo estimulado pela luz.



CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

Neste topico foram especificados o material, os procedimentos e as variaveis envolvidas
nos processos de biorremediacdo do cromo hexavalente utilizando como microrganismo a
bactéria purpura ndo sulfurosa Rhodobacter capsulatus. O fluxograma representado na Figura

4.1 demonstra as etapas desenvolvidas no trabalho.

Figura 4.1 Fluxograma das etapas desenvolvidas no trabalho.
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4.1 Bactéria e meio de cultivo

A bactéria fotossintetizante purpura nao sulfurosa Rhodobacter capsulatus DSM 1710
foi adquirida do banco alemdao DSMZ e mantida em meio basal RCV (WEAVER, WALL e
GEST, 1975). O meio RCV (Rhodobacter capsulatus V minimal medium) ¢ composto pelos
reagentes apresentados na Tabela 4.1, enquanto que os componentes da solucdo de

micronutrientes encontra-se na Tabela 4.2.
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Tabela 4.1 Componentes do meio basal RCV originalmente utilizado para cultivo da
Rhodobacter capsulatus.

Reagentes Concentracio (g/L)
Acido malico 4,02
KH>PO4 0,60
KoHPO4 0,90
MgS04.7H20 0,12
CaCl,.2H0 0,075
Na EDTA.2H,0 0,02
Micronutrientes I mL
Tiamina 0,001
(NH4)2SO4 1,00

Tabela 4.2 Composicao da solugdo de micronutrientes utilizada no meio basal RCV.

Reagentes Concentraciao (g/L)
H3;BOs 2,80
MnS0O4.H20 1,59
NaMo0O4.2H,0 0,75
ZnS04.7H20 0,24
CaCl2.2H20 0,075
CuCL.2H>0 0,05

O meio foi preparado utilizando os reagentes especificados na Tabela 4.1, dissolvendo-
os em agua deionizada, com pH ajustado em 6,8. Em seguida, o meio foi esterilizado a uma
temperatura de 121 =1 °C, a 1 atm por 20 minutos. Deve-se destacar que as vidrarias utilizadas

para a preparacdo do meio foram previamente esterilizadas.

4.2 Cultivo do inoculo da bactéria

Os repiques da bactéria fotossintetizante plrpura ndo sulfurosa R. capsulatus foram
realizados no fluxo laminar a cada 10 dias. O procedimento consistiu em centrifugar as células
mantidas em frascos Duran de 500 mL a 8.000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi ressuspenso em meio fresco. Em seguida,
0 gas argdnio foi borbulhado por 3 minutos no indculo para garantir a anaerobicidade. Os
frascos foram mantidos em cadmara de germinacao a 30 = 1 °C, sob luminosidade continua de

2.200 lux (DEMIRIZ et al., 2019).
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4.3 Fonte de cromo

Nos experimentos realizados foi utilizado um efluente sintético apresentando como
fonte de cromo hexavalente o dicromato de potéssio (K2Cr207), sendo que as concentragdes
iniciais de cromo foram de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L. Essas diferentes concentracdes de cromo
foram adicionadas ao meio de cultura, descrito na Tabela 4.1, mantendo o pH em 6,8. O meio

foi esterilizado a uma temperatura de 121 £ 1 °C, a 1 atm por 20 minutos.

4.4 Condicoes para a fermentacio

Para a realizacdo das fermentagdes foi fixada uma concentragdo inicial de inoculo de
bactéria R. capsulatus de 0,5 g/L, com base nos resultados dos testes preliminares. Nesses
ensaios foram avaliadas trés concentragdes iniciais de inoculo de 0,1; 0,5 e 1 g/L, os melhores
resultados encontrados para remog¢ao de cromo foram em 0,5 e 1 g/L. Como ¢ necessaria uma
quantidade elevada de indculo para atingir 1 g/L, optou-se em utilizar 0,5 g/L. E importante
ressaltar que o in6culo da bactéria utilizado nos experimentos foi obtido apos 5 dias do
procedimento de repique. A biomassa da bactéria foi reativada em camara de fluxo laminar
utilizando reatores de 250 mL (erlenmeyers) previamente esterilizados e devidamente selados,
com volume reacional de 210 mL. Apds a reativacdo da biomassa bacteriana no efluente
sintético, os reatores foram dispostos em estufa a temperatura ambiente (25 °C a 32 °C) sob
iluminagdo continua. Cabe mencionar ainda que os experimentos foram realizados em duplicata
e tiveram uma duragdo de 8 dias. Além disso, para garantir a condigdo anaerdbia nas
fermentagdes foi purgado gas argdénio durante 3 minutos ap6s a coleta das amostras que
ocorreram em 12, 24, 48, 96, 144, 192 horas. No entanto, para avaliar a cinética de remogao de
cromo hexavalente, a coleta de amostras ocorreu em intervalos menores que 12 horas.

Em relagdo ao acompanhamento dos processos fermentativos, a coleta de amostras que
ocorreu periodicamente em intervalos predeterminados a um volume de 10 mL, foi centrifugada
a 8.000 rpm por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi armazenado para determinacao da
concentracdo de cromo hexavalente e cromo total, enquanto que o sedimento de bactéria
formado foi destinado para quantificar a densidade celular. Ademais, a analise da sintese de
pigmentos (bacterioclorofila e carotenoides) ocorreu no inicio (0 horas) e no final da

fermentacgdo (192 horas) a partir de um volume de 20 mL.
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4.4.1 Avaliacio de diferentes intensidades luminosas

Para avaliar a eficiéncia do processo de biorremediacdo utilizando diferentes
intensidades luminosas, os reatores foram dispostos em estufa sob iluminagdo continua
mantidas através de luz branca com lampadas LED dimerizadas, aplicando diferentes
intensidades luminosas de 800, 3.200, 5.670 e 8.000 lux, conforme apresentado na Figura 4.2.
A condicao na auséncia de luz também foi avaliada, para isso, os reatores (erlenmeyers) foram
envolvidos com papel pardo. Nesses ensaios foram utilizados efluente sintético com
concentracgodes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L e também, foi
avaliado a condi¢do controle que corresponde ao meio de cultura sem a presenca da fonte de

Cromo.

Figura 4.2 Representacdo esquematica da estufa sob iluminacdo continua.

800 lux 3.200 lux 5.670 lux 8.000 lux

4.4.2 Teste Controle

Foram realizados testes utilizando somente o efluente sintético, ou seja, na auséncia do
microrganismo, com o intuito de avaliar a relagdo de redu¢do do cromo hexavalente com as
diferentes intensidades luminosas, utilizando as condic¢des iniciais de cromo hexavalente (10,

30, 60,90 e 110 mg/L). A condic¢do na auséncia de luz também foi avaliada.
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4.4.3 Avaliacao de diferentes comprimentos de onda

Foi proposto estudar também a influéncia de diferentes comprimentos de onda, por meio
das fontes de luz branco, azul, verde, amarelo e vermelho, sendo que os espectros de absor¢ao
se encontram nos Apéndices A, B, C, D ¢ E, respectivamente. Para isso, os reatores foram
envolvidos com papel celofane nas cores estabelecidas. Nesses ensaios foram utilizados
efluente sintético com concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L e
também, foi avaliado a condicao controle que corresponde ao meio de cultura sem a presenca
da fonte de cromo. Para obter uma melhor compreensao, a Tabela 4.3 apresenta os ensaios

realizados bem como suas respectivas condi¢oes avaliadas.

Tabela 4.3 Sumarizagdo dos ensaios realizados com suas respectivas condi¢des avaliadas.

Avaliacio de diferentes intensidades luminosas

Ensaio 1 (Auséncia de luz) Condicao 1: Bactéria + meio de cultivo RCV (condigdo
controle)
Ensaio 2 (800 1

nsaio 2 ( ux) Condigdo 2: Bactéria + Efluente sintético (10 mg/L Cr*®)
Ensaio 3 (3.200 lux) Condigdo 3: Bactéria + Efluente sintético (30 mg/L Cr*®)
) Condigdo 4: Bactéria + Efluente sintético (60 mg/L Cr*®)

Ensaio 4 (5.670 lux)
Condigdo 5: Bactéria + Efluente sintético (90 mg/L Cr*®)
Ensaio 5 (8.000 lux) Condigdo 6: Bactéria + Efluente sintético (110 mg/L Cr*¢)

Teste Controle

Ensaio 6 (Auséncia de luz) Condi¢do 1: Efluente sintético (10 mg/L Cr*®)

Ensaio 7 (800 lux) Condigdo 2: Efluente sintético (30 mg/L Cr'*)
Ensaio 8 (3.200 lux) Condigdo 3: Efluente sintético (60 mg/L Cr*6)
Ensaio 9 (5.670 lux) Condigdo 4: Efluente sintético (90 mg/L Cr*6)
Ensaio 10 (8.000 lux) Condicdo 5: Efluente sintético (110 mg/L Cr*®)

Avaliacao de diferentes comprimentos de onda
Ensaio 11 (Bactéria + Meio de

cultivo RCV - Condigao controle)
Condigao 1: Luz Branco (460 nm)

Condig¢éo 2: Luz Azul (470 nm)
Condigao 3: Luz Verde (520 nm)
Condigao 4: Luz Amarelo (595 nm)
Condig¢éo 5: Luz Vermelho (630 nm)

Ensaio 12 (Bactéria + Efluente
sintético de 10 mg/L Cr*f)
Ensaio 13 (Bactéria + Efluente
sintético de 30 mg/L Cr*f)
Ensaio 14 (Bactéria + Efluente

sintético de 60 mg/L Cr*f)
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4.5 Metodologia Analitica

4.5.1 Determinacio do crescimento celular

Para a construgdo da curva de calibracao, a analise de absorbancia foi determinada em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 650 nm (OD650), e, consequentemente
convertida em g/L pela equagdo de correlagdo entre OD650 e g de SV(s6lidos volateis)/L
(CLESCERI, EATON e GREENBERG, 1998). A primeira etapa consistiu na centrifugagao de
uma amostra de indculo de 20 mL a 8.000 rpm durante 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento obtido lavado por duas vezes com agua destilada e centrifugado
apos cada lavagem. Posteriormente, o sedimento celular foi transferido para as capsulas de
porcelana (cadinho), as quais foram previamente calcinadas e pesadas, tendo Po (mg de massa
umida). Por conseguinte, estas capsulas foram mantidas na estufa a uma temperatura de 110 +
1 °C, até a estabilidade do peso. Apos essa etapa, as capsulas foram destinadas a um dessecador
para esfriarem, e com isso, foram pesadas novamente, determinando P; (mg massa seca). A
proxima etapa consistiu em calcinar a amostra celular em mufla a uma temperatura de 550 +
1°C por um periodo de 30 minutos, consequentemente foram levadas a um dessecador para seu
resfriamento, sendo novamente pesadas obtendo Pr(mg de so6lidos fixos). As equagdes 4.1, 4.2

e 4.3 representam a quantificacao dos solidos totais (ST), volateis (SV) e fixos (SF).

g) _ ®-Po@

ST (L) = o 4.1)
gy _ (Pr=P)(g)

SV = e 4.2)
g _ (Pr=Po)(®)

SF) = T2 (4.3)

A curva de calibracdo obtida relaciona a absorbancia observada a 650 nm e a
concentracgdo de solidos volateis (Apéndice F).

Para a quantificacdo do crescimento celular, as amostras foram centrifugadas a 8.000
rpm por 15 minutos a fim de separar o inoculo de bactéria do sobrenadante. Apds o descarte do
sobrenadante e a lavagem com agua destilada do sedimento de bactéria formado, foi
acrescentado novamente agua destilada ao mesmo volume da solugdo inicial, com o objetivo

de adquirir uma suspensdo de bactéria. A partir dessa suspensdo, o crescimento celular foi
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determinado pela analise da absorbancia no espectrofotdmetro a um comprimento de onda de
650 nm com base na curva de calibracdo que relaciona a leitura da absorbancia com a

concentragdo de células (g/L).

4.5.2 Determinaciao do cromo hexavalente

A quantifica¢do da concentragdo de cromo hexavalente foi determinada pelo método
colorimétrico utilizando o reagente difenilcarbazida e o uso do espectrofotometro, com leitura
de absorbancia a 540 nm conforme a metodologia de APHA (2005). No entanto, foi necessario
preparar uma curva de calibragdo previamente estabelecida correlacionando a absorbancia com

a concentracao de cromo (Apéndice G).

4.5.3 Determinacio do cromo total

A quantifica¢do da concentracdo de cromo total foi determinada por espectrometria de
absorc¢ao atobmica em chama, por meio do equipamento da marca Shimadzu, modelo AA-7000
apresentado na Figura 4.3. A curva de calibragdo utilizada para determinagdo da concentragdo
do metal foi obtida por meio de solucdes padrdes comerciais da SpecSol. Para determinagdo da
curva de calibragdo foram preparadas diferentes concentragdes por meio da diluicdo com agua
deionizada a partir da solugdo padrao comercial. J4 o preparo das amostras para leitura consistiu
em dilui-las em 4dgua deionizada para ajustar dentro da curva de calibracdo, sendo que o volume

aspirado da amostra ¢ de aproximadamente 3 mL.

Figura 4.3 Espectrofotometro de Absor¢do Atomica.
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4.5.4 Determinacio da bacterioclorofila

Para a quantificagdo da bacterioclorofila, uma suspensdo de 20 mL de células foi
coletada e centrifugada a 8.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e lavado
com agua destilada, em seguida, o sedimento obtido foi ressuspenso em uma solugdo de
acetona-metanol (7:2 V/V) a um volume de 10 mL (QI et al., 2017). Apds isso, a lise celular
foi verificada através do uso de esferas de vidro. O processo de abrasdo foi realizado em
agitador tipo vortex utilizando pérolas de vidro, sendo utilizada 1,1 g de pérola de vidro com
diametro entre 0,6 ¢ 0,8 mm para cada mililitro de suspensao celular. A suspensao foi agitada
por 40 minutos, sendo que a cada 5 minutos sob agitacdo continua foi realizado um intervalo
de 2 minutos de repouso em banho de gelo, obtendo-se o extrato bruto com célula. Em seguida,
o extrato foi medido por espectrofotometro a 771 nm. O contetido de bacterioclorofila (mg/mL)

foi calculado de acordo com a Equagao 4.4:

A771 lexN

Producao de bacterioclorofila (%) Eapr—
2

(4.4)

Sendo que A771 corresponde a absorbancia do extrato a 771 nm, Vi consiste no volume
do extrato obtido, N compreende a razao de dilui¢do, V2 € o volume da amostra inicial e 760
representa o coeficiente de extincdo da bacterioclorofila (WANG et al., 2017). Os resultados

foram convertidos em mg/m?.
4.5.5 Determinacio dos carotenoides

Para a quantificag@o de carotenoides, uma suspensdo de 20 mL de células foi coletada e
centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos, em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi submetido por duas vezes a lavagens com agua destilada. Apds a lavagem, as
células foram secas a 65 °C até atingir peso constante. Para fins de ruptura celular, foi
acrescentado 10 mL de uma solugdo de HCI (3 mol/L) a 28 °C as células secas que foram
submetidas a agitagdo por meio de uma mesa agitadora tipo Shaker a 100 rpm por 1,5 h, e,
novamente, centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e,
posteriormente, foi adicionado 10 mL de acetona as células quebradas. Desta forma, a extragao
de carotenoides foi realizada através de agitacdo por meio de uma mesa agitadora tipo Shaker

a 100 rpm por 30 min a 28 °C (WEN, JONG e CHENXI, 1993). O extrato de carotenoides foi
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obtido por centrifugagdo a 10.000 rpm por 20 minutos e determinado por espectrofotometro a

473 nm. O contetudo de carotenoides (mg/L) foi calculado conforme a Equacao 4.5:

A473 XVSXNXIO
2500 X V,

Producao de Carotenoides (%) = 4.5)

Sendo que A473 compreende a absorbancia da solucao de extrato diluido a 473 nm, V3 ¢
o volume do extrato obtido, N consiste na razao de dilui¢ao e V4 corresponde ao volume da
amostra inicial e 2.500 representa o coeficiente de extingdo do carotenoide (WANG et al.,

2017). Os resultados foram convertidos em mg/m>.
4.5.6 Eficiéncia de remocao de cromo hexavalente e cromo total

O célculo para a eficiéncia de remog¢ao do cromo hexavalente e cromo total foi calculado

a partir da Equacgao 4.6.

D =X 100 (4.6)

(0]

Sendo 1 a eficiéncia de remog¢do do cromo no tempo t (%), Co e C; correspondem as
concentragdes de cromo hexavalente e cromo total no tempo inicial e no tempo t (mg/L),

respectivamente.



CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico foi abordado o detalhamento dos resultados obtidos em termos de
diferentes intensidades luminosas e diferentes comprimentos de onda, avaliando o crescimento
celular, a remocdo de cromo hexavalente e cromo total e a sintese de pigmentos
(bacterioclorofila e carotenoides), a fim de obter uma melhor compreensao da potencialidade

do uso da bactéria R. capsulatus no tratamento de efluentes contendo cromo.

5.1 Avaliacio de diferentes intensidades luminosas

Neste item serdo apresentados os resultados referentes a avaliagdo de diferentes
intensidades luminosas de 800, 3.200, 5.670 ¢ 8.000 lux, além da condicdo na auséncia de
luminosidade. O objetivo foi avaliar o comportamento da bactéria R. capsulatus no seu meio
de cultivo RCV (condicdo controle), como também no efluente sintético, no qual o meio de
cultura foi suplementado com uma fonte de cromo, cujas concentragdes iniciais de cromo

hexavalente foram de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L.
5.1.1 Auséncia de luminosidade
Inicialmente foi avaliado a condi¢do na auséncia de luz (Ensaio 1) e para obter uma

melhor compreensdo da resposta do microrganismo em termos de teor de biomassa, a Figura

5.1 apresenta a cinética de crescimento celular ao longo da fermentagao.
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Figura 5.1 Cinética de crescimento celular do Ensaio 1.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; auséncia de luz; condicdo anaerobica. Bactéria
inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentracdo inicial de 10, 30,
60,90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Pela analise da Figura 5.1, verifica-se que a densidade celular final foi de
aproximadamente 0,69 g/L na condi¢do controle e nas condigdes de efluente sintético de
concentragdes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente, apresentando um aumento de
biomassa de 38 % em relagdo a densidade celular inicial (0,5 g/L). Para a condicao de efluente
sintético com concentragdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L, a densidade celular final
alcangou 0,71 g/L. que corresponde um aumento de 42 % em comparagdo com a biomassa
inicial. Desta forma, observa-se que os incrementos no teor de biomassa foram proximos tanto
na presenga como na auséncia de cromo no meio fermentativo, indicando que a condigdo de
estresse proporcionada pela auséncia de luz afeta o crescimento celular. Conforme os estudos
de Kuo, Chien e Chen (2012) que investigaram os efeitos de diferentes fontes de luz no
crescimento e no conteido de carotenoides de bactérias fotossintéticas Rhodopseudomonas
palustris, foi observado que o crescimento celular foi mais lento no escuro do que ao ser
submetido a iluminagdo, uma vez que no escuro a biomassa foi de 0,75 x 10° células/mL,
enquanto que nas condi¢des de luminosidade foi alcangado 4,92 x 10° células/mL. O mesmo

comportamento foi relatado nos estudos de Siefert, Irgens e Pfenning (1978), que demonstraram
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que o crescimento da Rhodobacter capsulate foi maior quando submetida a iluminagao do que
sob condi¢des escuras.

Em relacdo as condicdes de efluente sintético com concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 90 e 110 mg/L, foi observado uma densidade celular final de 0,65 ¢ 0,63 g/L,
respectivamente. Assim, o aumento de biomassa foi de 30 % e 26 % em relagao a concentragao
celular inicial, respectivamente. Com isso, fica nitido que os menores acréscimos na biomassa
ocorreram nas condigdes de elevadas concentragcdes de cromo, uma vez que o meio se torna
toxico para o microrganismo. Além disso, a presenca de outra condicdo de estresse
proporcionada pela auséncia de luz interferiu na cinética de crescimento celular.

Com o objetivo de analisar a potencialidade da bactéria R. capsulatus no tratamento de
efluentes contaminados com cromo foi avaliada a cinética de remogao de cromo hexavalente ¢
cromo total ao longo da fermentagdo. As Tabelas 5.1 e 5.2 representam respectivamente as
taxas de remog¢ao de cromo hexavalente e cromo total, calculadas a partir da equagao 4.6,

enquanto a Figura 5.2 apresenta o grafico da cinética de remog¢ao de cromo total.

Tabela 5.1 Eficiéncia de remogao de cromo hexavalente do Ensaio 1.

Condicoes do efluente sintético em relacio as concentracgdes iniciais de
cromo hexavalente
(horas) 10mg/LCr 30mg/LCr 60mg/LCr 90mg/LCr 110 mg/L Cr

Tempo

0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
0,5 100 £ 0 % 100 £ 0 % - - -

4 - - 71,2+0,3% 69,3+09% 53,3+0,7%
8 - - 83,4+£0,6% 774+1,6% 58,7+0,1%
12 - - 91,4+0,7% 90,5+£23% 648+0%
24 - - 100 =0 % 100+ 0 % 80,6 =0 %
48 - - - - 99,2+ 0%
96 - - - - 100 =0 %

Com base nos dados da Tabela 5.1, observa-se que houve remocao completa do cromo
hexavalente em todas as condi¢des avaliadas, sendo que no efluente sintético com
concentragdes iniciais menores de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L, a remocao total ocorreu
em 30 minutos. Enquanto que para as condi¢des de meio sintético de concentragdes iniciais de
60 e 90 mg/L de cromo hexavalente a remog¢ao completa foi verificada em 24 horas. Ja no

efluente sintético com concentragdo inicial de 110 mg/L de cromo hexavalente a remocgado
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completa ocorreu praticamente apos 48 horas. Com isso, o tempo de redugao de cromo aumenta

com o aumento da concentragdo de cromo, devido a saturacao da enzima redutase responsavel

pela redu¢@o do cromo (JEYASINGH e PHILIP, 2005).

Tabela 5.2 Eficiéncia de remoc¢ao de cromo total do Ensaio 1.

Condigoes do efluente sintético em relagao as concentracoes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 10mg/LCr 30mgLCr 60mgLCr 90mg/LCr 110mg/L Cr
0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
12 140+£0,1% 11,1+04% 148+15% 13,6+33% 152+0,7%
24 18,1£0,1% 164+03% 157+12% 145+1,4% 156+13%
48 189+0% 194+02% 159+19% 154+04% 159+0,4%
96 200£0% 262+04% 183+£04% 18,7+09% 17,1£0,9%
144 453+02% 56,8+0,3% 20,7+1,1% 21,5+22% 179+0,3%
192 61,5+0% 80,1+1,1% 343+0% 229+02% 18,5+0,8%

Ao avaliar a remocao de cromo total apresentada na Tabela 5.2, verifica-se que ndo
houve remogao completa. As maximas remogdes de cromo total ocorreram nas condigdes de
efluente sintético com concentragdes menores de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L atingindo
61,5 % e 80,1 %, respectivamente. Enquanto que as condigdes de meio sintético com
concentragdes iniciais de 60, 90 e 110 mg/L de cromo hexavalente, a eficiéncia na remogao foi
de 34,3 %, 22,9 % e 18,5 %, respectivamente. Com isso, observa-se que para elevadas
concentragdes de cromo foram obtidas as menores taxas de remo¢ao de cromo, uma vez que a
capacidade de remog¢do do cromo diminuiu com o aumento da concentracao inicial de cromo
hexavalente. Além disso, esses baixos valores nas taxas de remogao de cromo para todas as
condi¢des podem estar relacionados com a auséncia de luz que prejudicou o mecanismo

metabolico para a remocao de cromo total.
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Figura 5.2 Cinética de concentra¢ao de cromo total do Ensaio 1.

140 /Auséncia de luz
—@— 10 mg/L Cr
j —A— 30 mg/L Cr
=, 120 60 mg/L Cr
(o)} 90 mg/L Cr
é ] O 110 mg/L Cr
g 1 _%
S
8 i
80
o
o
(]
© 604
o
(Y
&
s 404
o
8] T-a , N
C ———— A
o 204 —
(@)

T T T T — 1 T r 1 T T
0 24 48 72 9 120 144 168 192 216
Tempo (horas)

Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; auséncia de luz; condicdo anaerobica. Bactéria
inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentragéo inicial de 10, 30,
60,90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

A partir do grafico apresentado na Figura 5.2, € possivel verificar que houve um declinio
da concentragdo de cromo total nas primeiras 12 horas, que coincide com a remogao de cromo
hexavalente. Entretanto, nas condigdes de efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 10 e 30 mg/L também foi verificado uma queda apods 96 horas, atingindo uma
concentrac¢do final de cromo total de 3,85 e 5,98 mg/L, respectivamente. J4 no meio sintético
de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L a queda foi observada apos 144 horas,
com uma concentracdo final de 39,41 mg/L de cromo total. Em relagdo as condigdes de meio
sintético com concentragdes iniciais elevadas de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, a
concentracdo de cromo total alcangada ao final da fermentacdo foi de 69,36 e 89,66 mg/L,
respectivamente. Diversos sistemas de resisténcia sdo adotados pelos microrganismos quando
0s mesmos se estressam com os ions metélicos, a fim de sobreviverem na presenca de metais
pesados, como exemplo, utilizar o metal em pequenas quantidades destinando para suas
atividades metabolicas, oferecem resisténcia a niveis toxicos, desintoxicar o excesso de metal
(MALA, SUJATHA e ROSE, 2015).

Para uma melhor compreensao da atividade celular da bactéria procurou-se analisar a

sintese dos pigmentos bacterianos (bacterioclorofila e carotenoides), em fun¢do de fornecer
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informacdes quanto a viabilidade desses microrganismos, além de estar diretamente
relacionado com a sintese de inimeros insumos de valor agregado com potencial para diversas
aplicagdes industriais. A Figura 5.3 apresenta o teor de bacterioclorofila no inicio e no final da

fermentagdo, enquanto que a Figura 5.4 representa o teor de carotenoides.

Figura 5.3 Quantificagdo da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 1.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; auséncia de luz; condi¢do anaerobica. Bactéria
inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentracdo inicial de 10, 30,
60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Nesse ensaio, verifica-se pela Figura 5.3 que o teor inicial de bacterioclorofila foi de
aproximadamente 0,65 mg/m? e as maximas concentragdes no contetido de bacterioclorofila
foram observadas nas condi¢des de efluente sintético com maiores concentragdes iniciais de
cromo hexavalente de 60, 90 e 110 mg/L. Para as condi¢des de meio sintético de concentragdes
iniciais de 60 e 110 mg/L, o teor final de bacterioclorofila foi proximo de 1,15 mg/m? que
corresponde um aumento de 76,92 % em relacdo ao teor inicial de bacterioclorofila. J& a
condicdo de meio sintético com concentracdo inicial de 90 mg/L. de cromo hexavalente, o
conteudo final de bacterioclorofila foi de aproximadamente 1,14 mg/m?, apresentando um
acréscimo de 75,39 % comparando com a concentragdo inicial de bacterioclorofila. Esse

fendmeno pode ser explicado por meio dos mecanismos adotados pelo metabolismo do
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microrganismo para superar o estresse oxidativo provocado pelo cromo baseado no aumento da
producao de pigmentos e na liberagdo de substancias para o meio que diminuem a toxicidade
do metal (TORANZO et al, 2020). Enquanto que as menores concentracdes de
bacterioclorofila foram de 1,02; 1,03 ¢ 1,07 mg/m* na condi¢do controle e nas condi¢des de
efluente sintético de concentracdes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente,
respectivamente, com isso, o aumento no teor de bacterioclorofila foi em torno de 56,92 %,

58,46 % e 64,61 %, respectivamente.

Figura 5.4 Quantificagdo de carotenoides no inicio e no final do Ensaiol.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; auséncia de luz; condi¢do anaerobica. Bactéria
inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentragdo inicial de 10, 30,
60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Em contraste ao comportamento da sintese de bacterioclorofila, houve uma reducao no
teor de carotenoides ao final da fermentacdo de acordo com os resultados apresentados na
Figura 5.4. Observa-se que a concentracao inicial de carotenoides foi de aproximadamente 0,98
mg/m?, e no final da fermentacdo ocorreu uma diminui¢do em todas as condi¢des avaliadas,
indicando que a auséncia de luz compromete sua producdo. Alguns estudos demonstraram que
a sintese de foto-pigmento em algas nao ocorreu em condi¢des de escuridao total (MADIGAN,

COX e GEST, 1982; KOKU et al., 2002).
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5.1.2 Avaliacido da luminosidade

No proximo ensaio (Ensaio 2) utilizou-se intensidade luminosa de 800 lux na condi¢do
controle e nas demais condi¢gdes em que o indculo da bactéria foi reativado em efluente sintético
com concentragdes iniciais de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de cromo hexavalente. A Figura 5.5

mostra os dados de concentragao celular ao longo da fermentagao.

Figura 5.5 Cinética de crescimento celular do Ensaio 2.
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Condi¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 800 lux; condi¢do anaerdbica.
Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentragdo inicial

de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicia ~ 6,8.

De acordo com a Figura 5.5, observa-se que a biomassa final atingiu concentragdes
superiores ao ensaio anterior (Ensaio 1 - auséncia de luz). Mesmo a intensidade luminosa
apresentando um valor baixo, € possivel promover de forma positiva o crescimento celular.
Observa-se que a condicdo controle apresentou uma densidade celular final de
aproximadamente 0,85 g/L, com um aumento de 70 % em relagdo a biomassa inicial. Enquanto
que as condi¢des de efluente sintético com concentragdes iniciais menores de cromo
hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L atingiram uma biomassa final de 0,87; 0,99 ¢ 0,89 g/L,

respectivamente, o qual corresponde um aumento de 74 %, 98 % e 78 % comparando com a
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densidade celular inicial, respectivamente. Esse aumento de biomassa na presenga de baixas
concentragoes iniciais de cromo foi superior a condi¢do controle (meio de cultivo RCV sem a
presenca de cromo). Uma explicagdo para isso deve-se ao fato dos microrganismos utilizarem
metais como nutriente ou fonte de energia destinando para o seu crescimento (TANG et al.,
2007). Com isso, essas condi¢des ambientais conduziram a bactéria a desenvolver mecanismos
de sobrevivéncia por meio da absor¢ao do metal, como também aumentar a sua tolerancia em
relacdo ao cromo. Desta forma, ¢ possivel concluir que para menores concentragdes iniciais de
cromo no meio ndo compromete de forma significativa o crescimento celular das bactérias.
Entretanto, no meio sintético de concentracdes iniciais de 90 e 110 mg/L de cromo
hexavalente, 0 aumento da biomassa foi proximo de 52 % e 44 % em relacdo a densidade celular
inicial, respectivamente. Segundo Parameswari, Lakshmanan e Thilagavathi (2009), a presenca
de elevadas concentrac¢des de cromo prejudica a multiplicagdo de bactérias. Esse fato pode ser
comprovado no trabalho desenvolvido por Hu et al. (2021), na qual o crescimento de A. indicus
yy-1 foi inibido ao ser submetida a uma concentragao inicial de cromo hexavalente de 80 mg/L.
Nesse ensaio foi avaliado também a cinética de remocao de cromo hexavalente e cromo
total ao longo da fermentagdo apresentados nas Tabelas 5.3 e 5.4, respectivamente, enquanto

que a Figura 5.8 apresenta o grafico de concentracdo de cromo total versus o tempo.

Tabela 5.3 Eficiéncia de remogao de cromo hexavalente do Ensaio 2.

Condic¢oes do efluente sintético em relacao as concentracdes iniciais de
cromo hexavalente
(horas) 10mg/LCr 30mg/LCr 60mg/LCr 90mg/LCr 110mg/L Cr

Tempo

0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
0,5 100+£0%  100+0 % - - -

4 - - 748+1,6% 648+03% 546+0,2%
8 - - 874+14% 754+x15% 62,6t1,1%
12 - - 99,7+0,3% 83,4+0.8% 68,9+04 %
24 - - 100 + 0 % 100 =0 % 99,3+0,3 %
48 - - - - 100+ 0 %

Ao analisar os dados da Tabela 5.3, € possivel identificar que novamente houve remocgao
completa de cromo hexavalente em 30 minutos nas condi¢des de efluente sintético de
concentragoes iniciais de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L. Assim, observa-se que abaixo

de 30 mg/L de cromo hexavalente a bactéria R. capsulatus € capaz de promover a remogao total
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em um pequeno intervalo de tempo, indicando que essas baixas concentragdes nao caracterizam
por ser tao prejudicial ao metabolismo bacteriano.

J& para a condi¢do de meio sintético de concentracdo inicial de 60 mg/L de cromo
hexavalente a remocdo completa praticamente ocorreu apds 12 horas. Enquanto que as
condigdes de maiores concentracdes iniciais de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L a remogao

total foi alcangada em 24 horas e 48 horas, respectivamente.

Tabela 5.4 Eficiéncia de remoc¢ao de cromo total do Ensaio 2.

Condigoes do efluente sintético em relagao as concentracoes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 10mg/LCr 30mg/LCr 60mg/LCr 90mg/LCr 110 mg/L Cr
0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
12 162+0,2% 21,7+2,0% 18,6=+1,1% 23,0+£1,1% 20,8+0,3%
24 18,7+0,1% 258+0,6% 18,7+25% 257+19% 23,1£0,2%
48 242+05% 264+04% 188+0,2% 257+0,7% 238+19%
96 459+0,1% 36,7£25% 19,7+0,6% 259+2,6% 265+1,7%
144 66,1 £02% 669+08% 280+1,7% 319+25% 278+0,3%
192 750+£0% 859+03% 493+1,6% 456+1,0% 38,7+1,7%

Em relagdo ao cromo total apresentado na Tabela 5.4, observa-se novamente que as
maximas remog¢des de cromo total foram identificadas nas condi¢des de efluente sintético de
concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L, alcangando 75,0 % e 85,9 %,
respectivamente, sendo que esse comportamento ji era esperado, devido a facilidade do
microrganismo em promover a desintoxicacdo do metal pesado em teores menores de cromo
hexavalente. No entanto, em condigdes de efluente sintético com concentragdes iniciais de
cromo hexavalente de 60, 90 e 110 mg/L, a remocao atingiu 49,3 %, 45,6 % e 38,7 %,
respectivamente. Nesse ensaio a remoc¢ao de cromo total foi maior que no ensaio anterior
(Ensaio 1 — auséncia de luz) para todas as condigdes avaliadas, sugerindo que a presenca de luz
auxilia no processo de biorremediacdo do cromo, como também contribuiu para o aumento da
biomassa que esta diretamente relacionado com a eficiéncia na remog¢do de cromo total. Foi
relatado que em cepa de alga unicelular de 4gua doce Scenedesmus acutus, a absor¢ao do cromo
ocorre de forma lenta quando submetida a luz fraca, sugerindo que esta associada a processos

dependentes de energia (GORBI et al., 2001).
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Vale salientar que foi verificado mudangas visuais no meio fermentativo ao longo do
experimento. Sabe-se que o efluente sintético de cromo apresenta coloracdo amarela e quando
o inoculo de bactéria foi reativado nesse meio, o que se observa é uma cor mais escura do que
na condi¢do controle no inicio da fermentacdo, como mostra a Figura 5.6. Nas primeiras horas
de fermentagdo, em que ocorre o processo de reducdo do cromo hexavalente em cromo
trivalente, o meio ainda continua escuro e turvo. Entretanto, no decorrer do ensaio, a cultura
exposta ao cromo apresentava em geral uma cor mais clara do que no inicio do experimento,
além disso, as condi¢des de efluente sintético com concentragdes iniciais menores de 10, 30 e
60 mg/L de cromo hexavalente, a solu¢do apresentou uma aparéncia semelhante a condicao
controle ao final do experimento. Enquanto que as condigdes com elevadas concentragdes
iniciais de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, a solugdo ainda possuia uma coloragdo mais
escura do que a condigdo controle ao final da fermentacdo, isso pode sugerir a presenga de
residuos que foram excretados pelas bactérias ou até mesmo alteragdes morfoldgicas que afetam
o tamanho e a forma das células. Diversos estudos relatam o aparecimento de saliéncias
topologicas na superficie celular apds o contato com cromo (PUSHKAR et al., 2021).

A bactéria de Bacillus cereus ao ser exposta a uma concentragdo de cromo hexavalente
superior a 500 mg/L, apresenta respostas de estresse morfologico e bioquimico a fim de
minimizar a toxicidade, como a agregagdo celular e o aumento no tamanho da célula
(BANERIJEE et al., 2019). Esse crescimento no tamanho das células, pode ser devido a
flutuagdes em condicdes de estresse de oxidagdo e também da interrupgao da divisdo celular
(CESAR e HUANG, 2017).

Outro mecanismo de protecdo adotado pelas bactérias em condicdes extremas € a
secrecao de exopolissacarideos (EPS), constituido principalmente por proteinas e carboidratos,
porém incluem outros componentes menores como acidos nucleicos, lipideos, lipoproteinas,
glicoproteinas, lipopolissacaridios, fosfolipidios, acido urénico e 4cido humico (VU et al.,
2009; CHUG et al., 2016). A proteina e o polissacarideo presente no exopolissacarideos
possuem a funcdo de atuar como doador de elétrons para a reducdo do cromo hexavalente
através da enzima extracelular. Por outro lado, o exopolissacarideos imobilizam o cromo
trivalente apos o processo de redugcdo por meio de seus grupos funcionais carregados

negativamente, como carboxila e hidroxila (YU et al., 2019).
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Figura 5.6 Coloragao dos efluentes sintéticos.

(a) Efluente sintético sem a presenga de microrganismo (Meio de cultivo RCV + cromo); (b) Condigo controle
com ino6culo de bactéria (Meio de cultivo RCV + bactéria) e (c) Efluente sintético com indculo de bactéria (Meio

de cultivo RCV + cromo + bactéria).

Outra mudanca na coloragao foi visualizada no sobrenadante utilizado para analisar a
concentragdo de cromo hexavalente e cromo total. Nas primeiras horas do experimento em que
ainda havia a presen¢a de cromo hexavalente, as amostras apresentavam coloracdo amarela que
se tornavam mais claras a medida que o cromo hexavalente foi sendo removido, conforme
apresentado na Figura 5.7. Durante o processo de reducdo, a diminui¢do da concentragdo de
cromo hexavalente pode ser analisado pela descoloracdo amarela da solucdo e a formagao de
precipitados (TANG et al., 2021), uma vez que o cromo trivalente pode reagir com agua em pH
neutro obtendo como produto o hidroxido de cromo insoluvel Cr(OH)3 (VOGEL, 1987). Essas
alteragdes de cor identificadas tanto no efluente sintético como nas amostras foram perceptiveis

também nos proximos ensaios.

Figura 5.7 Coloracao das amostras ao longo da fermentacao.
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(a) Efluente sintético de concentragdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L no tempo 0 horas; (b) Amostra no

tempo 4 horas; (¢) Amostra no tempo 8 horas; (d) Amostra no tempo 12 horas.
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Figura 5.8 Cinética de concentracao de cromo total do Ensaio 2.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 800 lux; condi¢do anaerobica.
Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentragéo inicial

de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Analisando o gréfico da Figura 5.8, observa-se um declinio na concentrag¢do de cromo
total nas primeiras 12 horas, que coincide com a remogdo acentuada de cromo hexavalente.
Sabe-se que nesse intervalo de tempo esta ocorrendo o processo de biorreducdo do cromo e a
densidade celular ndo sofre aumentos significativos, pois o metabolismo da bactéria esta
direcionado a reducdo e desintoxicagdo do cromo e ndo para o crescimento celular
(PARAMESWARI, LAKSHMANAN e THILAGAVATHI, 2009).

E possivel verificar também uma queda ap6s 96 horas para as condigdes de efluente
sintético de concentracdes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente, apresentando uma
concentragdo final de cromo total de 2,50 e 4,23 mg/L, respectivamente. Enquanto que as
condicdes de meio sintético com concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 60, 90 ¢ 110
mg/L, o declinio na concentracdo de cromo total foi visualizada apds 144 horas, atingindo
30,45; 48,95 e 67,45 mg/L de cromo total ao final da fermentagdo, respectivamente. E
importante ressaltar que apds a remog¢do completa do cromo hexavalente, o cromo total
corresponde somente ao cromo trivalente. Sabe-se que o cromo trivalente apds ser reduzido
apresenta diversos caminhos, por exemplo, pode se ligar com os anions presentes no meio para

formacgdo de precipitados, complexos e outros, sendo acumulado intracelular ou extracelular.
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Ou ainda, pode unificar-se a membrana celular com o intuito de formar um complexo para inibir
a entrada do metal na célula (TANG et al., 2021).
De forma complementar, foi avaliado também a producdo de pigmentos bacterianos,

bacterioclorofila e carotenoides, representados nas Figuras 5.9 e 5.10, respectivamente.

Figura 5.9 Quantificagdo da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 2.
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Condi¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 800 lux; condi¢do anaerdbica.
Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentragéo inicial

de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Observa-se pela Figura 5.9 que o teor inicial de bacterioclorofila foi de
aproximadamente 0,59 mg/m? e novamente as concentragdes maximas de bacterioclorofila
foram alcangadas nas condi¢des de efluente sintético com altas concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 60, 90 e 110 mg/L, sendo de 1,49; 1,51 e 1,55 mg/m?, respectivamente. Com
isso, 0 aumento no conteudo de bacterioclorofila corresponde a 152,54 %, 155,93 % e 162,71
% em relacdo a concentracdo inicial de bacterioclorofila, respectivamente. Desta forma, o
aumento da produgdo de bacterioclorofila nessas condigdes pode ser uma resposta do
microrganismo em superar ou prevenir o estresse oxidativo.

A condi¢do controle apresentou um teor final de bacterioclorofila de 1,46 mg/m?
correspondendo um aumento de aproximadamente 147,46 % em relacdo ao teor inicial de

bacterioclorofila. As condigdes de efluente sintético de concentracdes iniciais de 10 e 30 mg/L
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de cromo hexavalente apresentaram um aumento em torno de 118,64 % e 133,90 %,
respectivamente.

E importante mencionar que esses acréscimos no teor de bacterioclorofila verificados
em todas as condi¢des avaliadas foram superiores ao ensaio anterior (Ensaio 1 - auséncia de
luz), mostrando que a presenca de luz favorece a sintese de bacterioclorofila, uma vez que esse

pigmento atua como coletor de luz em microrganismos fotossintéticos.

Figura 5.10 Quantificagdo de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 2.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 800 lux; condi¢@o anaerdbica.
Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de concentragdo inicial

de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHiniciat ~ 6,8.

Em relacdo ao teor de carotenoides apresentado na Figura 5.10, observa-se nesse ensaio
com a presenga de luminosidade foi verificado a sintese do pigmento em contrapartida ao ensaio
anterior (Ensaio 1 — auséncia de luz). A concentra¢do inicial de carotenoides foi de
aproximadamente 0,88 mg/m* e o maximo teor de carotenoides ocorreu na condi¢do controle
com aproximadamente 1,13 mg/m?, representando um aumento em torno de 28,41 % em relagdo
ao teor inicial de carotenoides. Enquanto que as condi¢des de efluente sintético de elevadas
concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 60, 90 e 110 mg/L o aumento do teor de

carotenoides foi de 14,77 %, 17,05 % e 19,32 %, respectivamente.
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Para as condi¢oes de meio sintético de baixas concentra¢des iniciais de cromo
hexavalente de 10 e 30 mg/L foram observadas uma baixa produ¢do do pigmento, com um
aumento de 7,95 % e 10,23 %, respectivamente. Uma explicacdo para esse fato pode estar
relacionada ao metabolismo do microrganismo, que direciona sua energia para aumentar a
biomassa, como também remover o cromo ao invés de elevar a produgao de pigmento, ja que
nessas condi¢des de menores concentragdes de cromo hexavalente foram verificadas as maiores
taxas de remog¢ao do metal de 75,0 % e 85,9 %.

Desta forma, a mesma tendéncia verificada na producao de bacterioclorofila, em que os
maiores acréscimos no contetido desse pigmento foram visualizados nas condigdes de elevadas
concentragoes iniciais de cromo hexavalente, sendo valido também para o teor de carotenoides.
Logo, a bactéria também aumenta a produgdo de carotenoides a fim de evitar o estresse
oxidativo provocado pelas altas concentragdes de cromo. Além disso, € importante ressaltar que
os incrementos no conteudo de bacterioclorofila foram superiores ao teor de carotenoides,
indicando que a bactéria R. capsulatus apresenta em sua composicao celular uma quantidade
maior de bacterioclorofila do que o pigmento carotenoide.

A partir dessa andlise, € possivel concluir que a sintese de carotenoides, pigmentos que
protegem as membranas fotossintéticas do estresse oxidativo, foi influenciada pela luz, uma
vez que no ensaio anterior (Ensaio 1 — auséncia de luz) ndo foi verificada a producido do
pigmento. Sabe-se que o carotenoide representa um importante oxidante, componente ativo e
atua como pigmento de coleta de luz em microrganismos fotossintéticos (CHEN, HAN e GU,
2006; SHEEHAN et al., 2012). O estudo desenvolvido por Schagerl e Muller (2006) mostrou
que o pigmento carotenoide funcionava como coletor de luz quando exposto a luz fraca e,
desempenhava uma importante fun¢ao na fotoprotecao quando submetido a luz intensa.

No ensaio seguinte (Ensaio 3) foi avaliado o comportamento do microrganismo
utilizando uma intensidade luminosa maior de 3.200 lux nas mesmas condi¢des estabelecidas
nas fermentagdes anteriores. A Figura 5.11 apresenta a cinética de crescimento celular no

decorrer da fermentagao.
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Figura 5.11 Cinética de crescimento celular do Ensaio 3.
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Condic¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 3.200 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 € 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Analisando a Figura 5.11, verifica-se que a condi¢do controle atingiu uma densidade
celular final proximo de 1,05 g/L com um aumento de 110 % em relagdo a biomassa inicial.
Para as condigoes de efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10,
30 e 60 mg/L, a densidade celular final atingida foi de 1,07; 1,08 e 1,01 g/L, respectivamente,
correspondendo um aumento de 114 %, 116 % e 102 %, nessa mesma ordem.

Quando se trata das condic¢des de efluente sintético com elevadas concentragdes iniciais
de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, observa-se que a biomassa final foi de
aproximadamente 0,85 e 0,77 g/L, respectivamente, o que equivale um aumento de 70 % e 54
% comparando com a biomassa inicial, nessa respectiva ordem. Com isso, nota-se que
concentracgoes elevadas de cromo prejudica o crescimento celular.

Além disso, os aumentos na biomassa foram maiores do que o Ensaio 2 (intensidade
luminosa de 800 lux) em todas as condi¢des avaliadas, sugerindo que o aumento da intensidade
luminosa de 800 lux para 3.200 lux favoreceu o crescimento celular. Foi relatado em outros
estudos que o aumento da intensidade luminosa de 2.000 lux para 4.000 lux apresentou um
aumento consideravel no crescimento das bactérias fotossintéticas (SHI e YU, 2005; NATH e

DAS, 2009). Conforme os estudos de Zhou, Zhang e Zhang (2014), a produgdo de biomassa foi
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melhorada em intensidades de luz de 1.000 a 4.000 lux em comparagdo com a condi¢ao de
baixa intensidade luminosa de 500 lux, utilizando uma cepa de bactéria fotossintética
Rhodopseudomonas, pois quanto mais luz, mais energia era fornecida para as células das
bactérias fotossintéticas. No estudo desses autores a producdo de biomassa atingiu 2,645 mg/L
sob intensidade luminosa de 2.000 lux. Em contrapartida, segundo pesquisa de Basak e Das
(2007), a biomassa de R. sphaeroides nao aumentou ao ser submetida a intensidade luminosa
superior a 3000 lux. Foi relatado ainda que a eficiéncia de conversdo de luz varia de
microrganismo para microrganismo.

Além de avaliar a cinética de crescimento celular, foi analisado a cinética de remocao
de cromo hexavalente e cromo total representados nas Tabelas 5.5 e 5.6, respectivamente,

enquanto que o grafico de concentragdo de cromo total estd apresentado na Figura 5.12.

Tabela 5.5 Eficiéncia de remocao de cromo hexavalente do Ensaio 3.

Condigoes do efluente sintético em relagao as concentracdes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 1o e/l Cr 30mg/LCr  60mg/LCr  90mgL Cr 110 mg/L Cr
0 0£0%  0+0% 0£0% 0£0% 0£0%
0,5 100£0% 100=0 % - - -
4 i - 82,1+0,1% 659+09%  556%0%
8 i ; 935+04% 71,8+05% 59,9+ 0,1%
12 i - 100£0%  780+0,7% 645+ 1,4%
24 i - - 100£0% 99,6 = 0,4 %
48 i ; ; ; 100 £ 0 %

Com base nos dados da Tabela 5.5, verifica-se a remocao total de cromo hexavalente
em 30 minutos para as condigdes de efluente sintético de concentragdes iniciais de 10 e 30 mg/L
de cromo hexavalente. Em relacdo a condi¢ao de meio sintético com concentracao inicial de
cromo hexavalente de 60 mg/L, remocao completa ocorreu em 12 horas. Enquanto que no meio
sintético de concentracao inicial de 90 mg/L. de cromo hexavalente a remocao completa foi
observada nas primeiras 24 horas e no efluente sintético com concentragdo inicial de cromo
hexavalente de 110 mg/L, o cromo hexavalente foi totalmente removido em 48 horas. Com
1SS0, esse ensaio apresentou o mesmo comportamento do ensaio anterior (Ensaio 2 — intensidade
luminosa de 800 lux). No processo de redu¢ao do cromo hexavalente em cromo trivalente, a

enzima redutase produzida pelas células direciona essa reducdo por meios diretos e indiretos,
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além de ocorrer tanto dentro ou fora das células. Os grupos funcionais, como hidroxila,
carboxila e amino presentes na superficie celular das bactérias, ligam-se ao cromo hexavalente
ou cromo trivalente para formar complexos. O cromo trivalente reduzido acumula

intracelularmente, e o cromo hexavalente que ndo foi reduzido ao entrar na célula também se

acumula (TANG et al., 2021).

Tabela 5.6 Eficiéncia de remogao de cromo total do Ensaio 3.

Condic¢oes do efluente sintético em relacao as concentracdes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 10mg/L Cr 30mg/LCr 60mgLCr 90mg/LCr 110 mg/L Cr
0 0% 0% 0 % 0 % 0%
12 146+0,1% 225+03% 196+1,0% 225+1,4% 21,0+3,5%
24 154+02% 249+05% 22,1+2,1% 233+1,0% 23,7+23%
48 18,1+0,1% 293+0% 22,7+33% 243+04% 243+2,7%
96 345+02% 349+08% 22,8+0,5% 256+0,1% 289+1,1%
144 575+0,1% 589+0,6% 33,8+0,6% 272+0,5% 299+27%
192 682+02% 84,1+01% 47,1+03% 448+02% 37,6+1,8%

Em se tratando de cromo total apresentado na Tabela 5.6, as condi¢des de efluente
sintético de concentragdes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente alcangaram uma
remocao de 68,2 % e 84,1 %, respectivamente, sendo os maiores valores de remogao atingidos.
No entanto, para as condi¢des de efluente sintético com concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 60, 90 e 110 mg/L as remog¢des foram de 47,1 %, 44,8 % e 37,6 %,
respectivamente. Com isso, o aumento da intensidade luminosa de 800 lux para 3.200 lux, ndo
contribuiu de forma significativa para a remog¢do de cromo total, uma vez que os resultados
obtidos nesse ensaio sdo proximos aos do ensaio anterior (Ensaio 2 — intensidade luminosa de
800 lux). Além disso, verifica-se que mesmo com o aumento da biomassa favorecida pelo

aumento da intensidade luminosa nao resultou no aumento da remocao de cromo total.
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Figura 5.12 Cinética de concentragdo de cromo total do Ensaio 3.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 3.200 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Ao avaliar o grafico da Figura 5.12, ¢ possivel visualizar uma queda na concentragao de
cromo total nas primeiras 12 horas devido a remogao expressiva do cromo hexavalente nesse
intervalo de tempo. Para as condi¢des de efluente sintético de concentragdes iniciais de 10, 30
e 60 mg/L de cromo hexavalente, foi observado um declinio também ap6s 96 horas, atingindo
uma concentra¢do final de cromo total de 2,18; 4,78 e 31,73 mg/L, respectivamente. Enquanto
que para as outras condi¢des de meio sintético com concentragdes iniciais de 90 e 110 mg/L de
cromo hexavalente, a concentragdo de cromo total foi de 49,66 ¢ 68,65 mg/L ao final da
fermentagdo, respectivamente.

Os resultados de sintese de pigmentos bacterianos, especificamente a bacterioclorofila

e os carotenoides, estdo representados nas Figuras 5.13 e 5.14, respectivamente.
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Figura 5.13 Quantificacao da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 3.

2’0 Intensidade luminosa: 3.200 lux
0 horas

4[2:7] 192 horas

Teor de Bacterioclorofila (mg/m?)

0,0

0mg/L Cr 10 mg/L Cr 30 mg/L Cr 60 mg/L Cr 90 mg/L Cr 110 mg/L Cr

Condi¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 3.200 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (V1) = pHinicial ~ 6,8.

Analisando os dados da Figura 5.13, verifica-se que a concentragdo inicial de
bacterioclorofila foi de aproximadamente 0,58 mg/m?, atingindo ao final da fermentagdo 1,55;
1,58 e 1,60 mg/m? para as condi¢des de efluente sintético de concentragdes iniciais de 60, 90 e
110 mg/L de cromo hexavalente, respectivamente. Com isso, os aumentos no teor de
bacterioclorofila correspondem a 167,24 %, 172,41 % e 175,86 % em relacdo ao teor inicial de
bacterioclorofila, nessa mesma ordem. Desta forma, observam-se incrementos maiores no teor
de bacterioclorofila nessas condigdes, sendo que esse comportamento também foi percebido
nos ensaios anteriores (Ensaio 1 — auséncia de luz e Ensaio 2 — intensidade luminosa de 800
lux), indicando que para superar o estresse oxidativo proveniente da presen¢a do cromo, o
microrganismo direciona seu metabolismo para elevar a producao de pigmentos.

Ja em relagdo a condi¢do controle, o teor final de bacterioclorofila foi de 1,49 mg/m?
com um aumento de aproximadamente 156,90 % comparando com o contetido inicial de
bacterioclorofila, enquanto que as condi¢des de efluente sintético de concentragdes iniciais de
cromo hexavalente de 10 e 30 mg/m? apresentaram uma concentracdo final de bacterioclorofila
de 1,41 e 1,43 mg/m?, respectivamente, indicando um aumento de 143,10 % e 146,55 %, nessa

respectiva ordem.
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Além disso, os incrementos no teor de bacterioclorofila foram maiores que o ensaio
anterior (Ensaio 2 — intensidade luminosa de 800 lux), indicando que o aumento da intensidade

luminosa de 800 lux para 3.200 lux, favoreceu a producdo do pigmento.

Figura 5.14 Quantificacdo de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 3
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Condi¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 3.200 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (V1) = pHinicial ~ 6,8.

Observa-se pela Figura 5.14 que o teor inicial de carotenoides foi proximo de 0,86
mg/m? e as condigdes de efluente sintético de concentragdes iniciais de 60 ¢ 90 mg/L de cromo
hexavalente atingiram uma concentragao final de 1,18 mg/m?, o que corresponde um aumento
de 37,21 % em relagdo ao teor inicial de carotenoides, enquanto que a condicdo de meio
sintético de concentracdo inicial de 110 mg/L de cromo hexavalente alcangou 1,17 mg/m? de
conteudo final de carotenoides, com um aumento de 36,05 %. Com isso, observa-se 0 mesmo
comportamento do ensaio anterior (Ensaio 2 — intensidade luminosa de 800 lux), em que os
maiores acréscimos no teor de carotenoides foram visualizados nas condi¢des de elevadas
concentragdes de cromo. Além disso, ¢ importante relatar que os incrementos no conteudo de
carotenoides nesse ensaio foram maiores que no ensaio anterior (Ensaio 2 — intensidade
luminosa de 800 lux) para essas condigdes especificas, sugerindo que o aumento da intensidade
luminosa contribuiu para a sintese de carotenoides. Vale acrescentar ainda que esse

comportamento também foi percebido na condi¢ao controle que atingiu uma concentracdo final



77
Capitulo 5 — Resultados e Discussdo

de carotenoides de 1,18 mg/m?, e a0 aumentar a intensidade luminosa de 800 lux para 3.200 lux
também foi verificado um aumento no teor de carotenoides de 28,41 % (Ensaio 2 — intensidade
luminosa de 800 lux) para 37,21 % (Ensaio 3 — intensidade luminosa de 3.200 lux).

Em relagdo as condi¢des de meio sintético com baixas concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 10 e 30 mg/L, o teor final de carotenoides alcangaram 0,94 ¢ 0,95 mg/m?,
respectivamente. Assim, os aumentos nessas condigdes equivalem a 9,30 % e 10,46 %,
respectivamente, com isso, observa-se que os resultados obtidos nesse ensaio foram proximos
ao ensaio anterior (Ensaio 2 — intensidade luminosa de 800 lux). Deve-se mencionar que o teor
de bacterioclorofila foi superior ao teor de carotenoides conforme apresentado no Ensaio 2
(intensidade luminosa de 800 lux).

No ensaio seguinte (Ensaio 4) utilizou-se intensidade luminosa de 5.670 lux para avaliar
a potencialidade do microrganismo nas mesmas condi¢des determinadas nos ensaios anteriores.

A Figura 5.15 apresenta a cinética de crescimento celular ao longo da fermentacao.

Figura 5.15 Cinética de crescimento celular do Ensaio 4.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragao inicial de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHiniciat ~ 6,8.

Observa-se pela Figura 5.15 que as maximas densidades celulares finais foram

alcancadas nas condi¢des de efluente sintético com concentragdes iniciais de cromo
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hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L sendo de 1,55; 1,59 e 1,65 g/L, respectivamente. Os aumentos
na biomassa correspondem a 210 %, 218 % e 230 % comparando com a biomassa inicial, nessa
respectiva ordem. Um fato atipico nesse ensaio ¢ o aumento consideravel da condi¢do de meio
sintético com concentracdo inicial de 60 mg/L. de cromo hexavalente apresentando uma
densidade celular final superior as demais condigdes, inclusive em relagao a condi¢ao controle
que alcangou uma biomassa final de 1,34 g/l com um aumento equivalente a 168 % em relacao
a densidade celular inicial. Em contrapartida, as condi¢des de meio sintético com concentragdes
iniciais de 90 e 110 mg/L de cromo hexavalente, a biomassa final alcangada foi préxima de
0,71 g/L, correspondendo um aumento de 42 % comparando com a biomassa inicial.

Com isso, fica evidente que o aumento da intensidade luminosa de 3.200 para 5.670 lux
privilegiou o crescimento celular na condi¢do controle e nas condi¢des de efluente sintético
com concentragdes iniciais menores de 10, 30 e 60 mg/L de cromo hexavalente, indicando mais
uma vez, que o microrganismo possui a capacidade de crescer em ambientes na presenca de
cromo hexavalente em fun¢do as respostas das enzimas antioxidantes (TANG et al., 2021).
Além disso, observa-se que nos ensaios anteriores a densidade celular final da condigdo controle
e das condi¢oes de meio sintético com menores concentragdes iniciais de cromo hexavalente
eram muito proximas, o que nao foi verificado nesse experimento. Deve-se ressaltar ainda que
o aumento da intensidade luminosa em concentracdes elevadas de cromo ndo favoreceu o
crescimento celular, uma vez que elevadas concentragdes de cromo hexavalente interferem na
atividade metabolica das células, perturbando cada vez mais o equilibrio oxidativo (TANG et
al., 2021).

A cinética de remocdo de cromo hexavalente e cromo total estdo apresentados nas

Tabelas 5.7 e 5.8, enquanto que o grafico da concentragdo de cromo total estd exposto na Figura
5.16.
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Tabela 5.7 Eficiéncia de remoc¢ao de cromo hexavalente do Ensaio 4.

Condigoes do efluente sintético em relagao as concentracoes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 10mg/L Cr 30mg/LCr 60mgLCr 90mg/L Cr 110mg/L Cr
0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
0,5 100 £0 % 100£0%  93,1+£0,7% - -
1 - - 98,1 £0,2 % - -
2 - - 100 £ 0 % - -
4 - - - 93,1£1,0% 67,9+3,9%
8 - - - 98,1+0,2% 752+0,1 %
12 - - - 100£0%  83,1+0,3%
24 - - - - 100 £ 0 %

Conforme os resultados apresentados na Tabela 5.7, verifica-se que a remog¢ao completa
de cromo hexavalente foi atingida em 30 minutos nas condigdes de efluente sintético de
concentragdes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente conforme os ensaios anteriores.
Para a condi¢do de meio sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L a
remogao total ocorreu em 2 horas. Na condi¢ao de meio sintético apresentando inicialmente 90
mg/L de cromo hexavalente, houve remog¢ao completa em 12 horas, enquanto que na condi¢ao
de maior concentragdo inicial de cromo hexavalente de 110 mg/L, a remog¢ao ocorreu em 24
horas. E importante ressaltar que o aumento da intensidade luminosa favoreceu de forma
significativa na remoc¢ao de cromo hexavalente em fun¢do da redug@o de tempo verificado nesse
ensaio em comparagdo aos ensaios anteriores. Desta forma, ¢ nitido que o processo de
biorremediacdo ¢ dependente de energia sendo estimulado pela luz conforme relatado pelo

trabalho de Gorbi et al. (2001) que avaliou o efeito da luz na toxicidade do cromo em S. acutus.
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Tabela 5.8 Eficiéncia de remoc¢ao de cromo total do Ensaio 4.

Condigoes do efluente sintético em relagao as concentracdes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 10mg/LCr 30mg/LCr 60mgLCr 90mg/LCr 110mg/L Cr
0 0+£0% 0+£0% 0+£0% 0+£0% 0+0%
12 16,2+03% 222+02% 219+34% 229+02% 11,.9+£29%
24 19,1£0,1% 228+03% 222+28% 23,6+1,1% 12,7+2,3%
48 205+£03% 260=+0,1% 223+03% 24,0+0,7% 13,6+2,0%
96 53,9+0,1% 45,7+£04% 53,1+£2,1% 285+21% 173+19%
144 699+0,1% 71,8+£0,5% 739+0,1% 31,7+1,.8% 29,624 %
192 80,2+0,2% 893+02% 770+£0,1% 38,6t£1,6% 41,0+24%

Observa-se na Tabela 5.8 que as maiores remogdes foram de 80,2 %, 89,3 % e 77,0 %
nas condi¢des de efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e
60 mg/L, respectivamente. Portanto, o aumento da intensidade luminosa apresentou um efeito
consideravel na remocdo de cromo total nessas condic¢des, porém foi significativa na condi¢dao
de meio sintético com concentragdo inicial de 60 mg/L de cromo hexavalente, na qual a sua
remocao aumentou de 49,26 % (Ensaio 2 — intensidade luminosa de 800 lux) e 47,12 % (Ensaio
3 — intensidade luminosa de 3.200 lux) para aproximadamente 77 %, indicando que nessa
condicdo o efeito da luz superou o efeito da toxicidade do metal. Esse fato sugere também que
o aumento da intensidade luminosa forneceu mais energia as células, resultando no aumento de
biomassa, consequentemente, contribui para elevar a eficiéncia na remog¢ao de cromo total. A
absor¢do de metais consiste em um mecanismo metabdlico dependente, uma vez que ocorre
apenas em células vivas, além de necessitar de energia para transportar o cromo hexavalente
para as células (TANG et al., 2021). Comparando a remocao de cromo com outros estudos,
observa-se que no trabalho desenvolvido por Wang et al. (2017) que investigou a viabilidade
da cepa bacteriana Shewanella loihica PV-4 no processo de redu¢do do cromo na presenga de
diferentes fontes de carbono organico, foi constatado uma remocdo de 91,2 % de cromo
hexavalente apos 27 dias de operagao utilizando uma concentracao inicial de cromo hexavalente
de 52,2 mg/L e o citrato como fonte de carbono. Enquanto que o estudo de Hu et al. (2020)
explorou as condi¢des de pH na biorremediagdo de aquiferos contaminados com cromo
hexavalente, foi observado a remocao completa de contaminantes em pH inicial de 10,0 e 11,0
utilizando uma concentracdo inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L através de uma
comunidade microbiana, enquanto que para as outras condigdes de pH (5,0; 7,0 e 12,0) a

remogao variou de 10 a 30 %.
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Entretanto, as condi¢gdes de maiores concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 90
e 110 mg/L, a remocgao de cromo total foi de 38,6 % e 41,0 %, respectivamente. Isso indica que
o aumento da intensidade luminosa nao contribuiu de forma satisfatoria para a remogao de
cromo total, uma vez que os valores da eficiéncia de remogdo desse ensaio encontram-se
proximos aos ensaios anteriores (Ensaio 2 — intensidade luminosa de 800 lux e Ensaio 3 —
intensidade luminosa de 3.200 lux). Com isso, verifica-se por meio dos resultados apresentados
que concentracdes elevadas de cromo inibem o crescimento e a atividade das bactérias e,
consequentemente, afetardo a reducdo de cromo hexavalente. Portanto, quanto maior a
concentracdo de cromo hexavalente, a eficiéncia de reducdo do cromo hexavalente torna-se
mais lenta. Concentragdes elevadas de cromo hexavalente demandam um tempo de reagdo
maior para alcancar a mesma eficiéncia de remogao para uma concentragdo inicial de cromo
menor (SUN et al., 2020). Além disso, a eficiéncia de remoc¢do de cromo hexavalente diminui
com o aumento da concentra¢do inicial de cromo em razdo da maior densidade celular
alcangada nas condi¢des de baixas concentragdes de cromo hexavalente. Foi constatado a
maxima eficiéncia de remog¢ao de cromo hexavalente em Bacilllus na menor concentragao de
cromo hexavalente de 25 mg/L. Em relagdo a Asperillus flavus CR500, isolado de aguas
residudrias de galvanoplastia, a remo¢ao diminuiu com o aumento da concentracdo de cromo

hexavalente devido a reducao da biomassa (TANG et al., 2021).
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Figura 5.16 Cinética de concentragdo de cromo total do Ensaio 4.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (V1) = pHinicial ~ 6,8.

Através do grafico representado na Figura 5.16, o que se observa ¢ uma queda apds 48
horas nas condi¢des de efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10,
30 e 60 mg/L, sendo que as concentragdes finais de cromo total foram de 1,98; 3,21 e 13,81
mg/L, respectivamente. Ademais, nesse periodo de queda expressiva também houve um
crescimento celular expressivo. Esse mesmo comportamento também foi verificado no meio
sintético com concentragao inicial de 110 mg/L de cromo em que o declinio na concentracao
de cromo total foi percebido apds 96 horas, que coincide com um aumento na densidade celular,
atingindo uma concentragao final de 64,93 mg/L de cromo total. No entanto, deve-se destacar
que nesse periodo o cromo total corresponde ao cromo trivalente, sendo que uma das
estratégicas de resisténcia adotadas pelos microrganismos para sobreviver na presenca de
metais pesados ¢ utilizar o metal, em pequenas quantidades destinando as suas atividades
metabolicas (MALA, SUJATHA e ROSE, 2015).

Entretanto, no efluente sintético de concentracao inicial de cromo hexavalente de 90
mg/L, o declinio na concentracdo de cromo total foi expressivo nas primeiras 12 horas, que
coincide com a remogao significativa de cromo hexavalente, e praticamente manteve constante

ao longo da fermentacdo, alcangando uma concentracao final de 55,25 mg/L de cromo total.
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A fim de obter uma visdo detalhada da viabilidade do microrganismo, as Figuras 5.17 e

5.18 apresentam os teores de bacterioclorofila e carotenoides, respectivamente.

Figura 5.17 Quantificagdo da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 4.
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Condi¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Observa-se pela Figura 5.17 que no inicio da fermentagdo a concentragdo de
bacterioclorofila foi de aproximadamente 0,58 mg/m? e os maximos teores de bacterioclorofila
foram de 1,74; 1,86 ¢ 2,22 mg/m? nas condigdes de efluente sintético com concentragdes iniciais
de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L, respectivamente. Assim, 0os aumentos no conteudo
de bacterioclorofila correspondem a 200 %, 220,69 % e 282,76 % comparando com o teor
inicial de bacterioclorofila, nessa mesma ordem. E importante mencionar que os incrementos
no teor de bacterioclorofila nessas condi¢cdes foram superiores aos ensaios anteriores. Além
disso, a tendéncia foi diferente em comparagdo aos ensaios anteriores em que as maximas
concentragdes de bacterioclorofila foram encontradas nas condigdes de meio sintético com
elevadas concentracdes iniciais de cromo. Com isso, ¢ possivel concluir que o aumento de
intensidade luminosa favoreceu o crescimento celular, consequentemente a sintese da

bacterioclorofila para essas condigdes especificas.
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Outro comportamento verificado nas condigdes de efluente sintético de concentragdes
iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 ¢ 60 mg/L foram os teores de bacterioclorofila
superiores a condi¢do controle, a qual atingiu uma concentragdo final de bacterioclorofila de
1,61 mg/m?, correspondendo um aumento de 177,59 % em relacdo ao teor inicial de
bacterioclorofila. Esse resultado também foi maior que o ensaio anterior (Ensaio 3 — intensidade
luminosa de 3.200 lux), o que ja era esperado devido ao aumento de biomassa final.

Ja em relagdo as condigdes de meio sintético com elevadas concentragdes iniciais de
cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, os teores finais de bacterioclorofila foram de 1,49 e 1,55
mg/m?, respectivamente, o que corresponde um aumento de aproximadamente 156,90 % e
167,24 % comparando com a concentragdo inicial de bacterioclorofila, nessa mesma ordem.
Dessa forma, observa-se que o aumento da intensidade luminosa de 3.200 lux para 5.670 lux
ndo contribuiu para o aumento da produ¢do de bacterioclorofila nessas condigdes de elevada
concentracgao inicial de cromo hexavalente. Além disso, ¢ importante relatar que os resultados
obtidos nesse experimento foram préximos aos resultados do Ensaio 2 (intensidade luminosa
de 800 lux) tanto em relacdo ao conteudo de bacterioclorofila como também de biomassa,
sugerindo que a intensidade luminosa ideal para favorecer a producdo de biomassa e

bacterioclorofila para condigdes de elevadas concentragdes de cromo € de 3.200 lux.
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Figura 5.18 Quantificacao de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 4.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (V1) = pHinicial ~ 6,8.

Analisando a Figura 5.18, o teor inicial de carotenoides foi proximo de 0,89 mg/m? e as
maiores concentragdes de carotenoides foram atingidas nas condigdes de efluente sintético de
concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L, sendo de 1,32; 1,38 ¢ 1,44
mg/m?, respectivamente. Com isso, os aumentos foram de 48,31 %, 55,06 % e 61,80 % em
relagdo ao teor inicial de carotenoides, nessa respectiva ordem. E possivel visualizar o mesmo
comportamento do teor de bacterioclorofila, em que os maiores incrementos no teor desse
pigmento foram alcangados nessas condigdes, além de atingir valores superiores a condi¢ao
controle. Ademais, os resultados foram superiores aos ensaios anteriores, indicando que o
aumento da intensidade luminosa promoveu o aumento de biomassa, consequentemente, o
aumento do conteudo de carotenoides.

Ja a condicdo controle atingiu 1,27 mg/m* de teor final de carotenoides, o que
corresponde um aumento de 42,70 % comparando com o teor inicial de carotenoides. Esse
resultado também foi superior aos ensaios anteriores, indicando a relagdo direta entre biomassa
e produgdo de pigmento.

Conforme os estudos de Zhou, Zhang e Zhang (2014) que investigaram a producao de

pigmentos (bacterioclorofila e carotenoides) no tratamento de 4guas residudrias através de
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bactérias fotossintéticas Rhodopseudomonas, foi observado que o teor de carotenoides diminuiu
com o aumento da intensidade luminosa entre 500 ¢ 2.000 lux, sendo que a produgdo de
carotenoides foi menor em 2.000 lux, enquanto que na faixa de 2.000 a 8.000 lux, o conteudo
de carotenoides aumentou com o aumento da intensidade luminosa, atingindo uma
concentracao de 1,455 mg/L de carotenoides. Esse mesmo comportamento foi verificado no
teor de bacterioclorofila que diminuiu com o aumento da intensidade luminosa entre 500 e
2.000 lux, entretanto, na faixa de 2.000 a 8.000 lux, o contetido de bacterioclorofila aumentou
com o aumento da intensidade luminosa. Foi relatado que intensidades luminosas muito
intensas ou muito leves estimularam as bactérias fotossintéticas a produzir bacterioclorofila
para crescimento.

Em se tratando das condi¢des de efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 90 e 110 mg/L, observa-se um contetudo final de carotenoides de 1,09 e 1,05
mg/m?, respectivamente. Esses aumentos de 22,47 % e 17,98 % em relagdo ao teor inicial de
carotenoides, nessa respectiva ordem, nao foram maiores que o ensaio anterior (Ensaio 3 —
intensidade luminosa de 3.200 lux). Com isso, mesmo com o aumento da intensidade luminosa
ndo houve melhora significativa na sintese de carotenoides. E importante destacar que os
resultados obtidos nesse experimento foram proximos ao Ensaio 2 (intensidade luminosa de
800 lux), apresentando o mesmo comportamento em relagdo ao teor de bacterioclorofila,
indicando que para altas concentra¢des de cromo, a intensidade luminosa ideal para favorecer
a sintese de biomassa e de pigmentos ¢ de 3.200 lux, com isso intensidades luminosa muito
baixas ou muito altas, a produ¢do de pigmentos desempenha um papel de prote¢ao, sendo uma
forma de garantir a sobrevivéncia do microrganismo.

Dessa forma, quando a intensidade luminosa era excessiva, o papel desenvolvido pelos
carotenoides era de fotoprote¢do. Os carotenoides possuem diferentes habilidades
fotoprotetoras em fung¢do de suas propriedades quimicas e estruturais especificas (CONNELLY
etal., 1997).

No Ensaio 5 avaliou-se o comportamento do microrganismo nas mesmas condi¢des
determinadas nos ensaios anteriores utilizando uma intensidade luminosa de 8.000 lux. Os

resultados referentes a cinética da densidade celular estdo apresentados na Figura 5.19.
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Figura 5.19 Cinética de crescimento celular do Ensaio 5.
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Condi¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 8.000 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (V1) = pHinicial ~ 6,8.

A partir do grafico representado na Figura 5.19 ¢é possivel perceber o mesmo
comportamento do ensaio anterior (Ensaio 4 — intensidade luminosa de 5.670 lux), em que as
maximas densidades celulares finais foram de 1,41; 1,45 e 1,55 g/L nas condic¢des de efluente
sintético com concentragcdes iniciais de 10, 30 e 60 mg/L de cromo hexavalente,
respectivamente. Com isso, sofreram incrementos na biomassa de 182 %, 190 % e 210 % em
relacdo a densidade celular inicial, nessa mesma ordem. Em relagdo a condicdo controle, a
biomassa final alcancada foi de 1,33 g/L correspondendo um aumento de 166 % comparando
com biomassa inicial. E importante relatar que as densidades celulares finais foram proximas
ao ensaio anterior (Ensaio 4 — intensidade luminosa de 5.670 lux), indicando que ao elevar a
intensidade luminosa de 5.670 lux a 8.000 lux, o crescimento celular ndo apresentou mudanca
significativa, com isso, a condigdo 6tima que maximizou o aumento de biomassa foi de 5.670
lux, sendo que intensidades luminosas superiores mantiveram o valor de biomassa constante.

Nos meios sintéticos de concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L,
as densidades celulares finais foram de 0,71 e 0,70 g/L, respectivamente, sendo equivalente a
um aumento de 42 % e 40 % em relacdo a biomassa inicial, nessa respectiva ordem. Desta

forma, fica evidente que elevadas concentragdes de cromo hexavalente inibem o crescimento
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celular, no caso especifico, para a bactéria fotossintetizante R. capsulatus concentracdes
superiores a 90 mg/L. Além disso, o aumento da intensidade luminosa ndo contribuiu para
elevar o conteudo de biomassa.

A fim de obter um maior entendimento foi avaliado a cinética de remoc¢ao de cromo
hexavalente e cromo total apresentados nas Tabelas 5.9 e 5.10, respectivamente, enquanto que

o grafico da concentracao de cromo total esta representado na Figura 5.20.

Tabela 5.9 Eficiéncia de remogao de cromo hexavalente do Ensaio 5.

Condic¢oes do efluente sintético em relacao as concentracdes iniciais de
cromo hexavalente
(horas) 10mg/LCr 30mg/LCr 60mg/LCr 90mg/LCr 110 mg/L Cr

Tempo

0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
0,5 100£0% 100+0%  92,1+0,3% - -

1 - - 97,9+ 0,3 % - -

2 - - 100 + 0 % - -

4 - - - 83,8+£0,4% 70,1 +43%
8 - - - 99,9+ 0 % 78,0 £4,9 %
12 - - - 100+ 0 % 852+1,0%
24 - - - - 100 =0 %

Com base nos dados da Tabela 5.9, verifica-se a mesma tendéncia do ensaio anterior
(Ensaio 4 — intensidade luminosa de 5.670 lux). Para a condicdo de efluente sintético de
concentragdes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente, a remogao foi completa em 30
minutos. Enquanto que para a condi¢do de meio sintético com 60 mg/L de cromo hexavalente
inicialmente, a remogao total foi alcancada em 2 horas. Nos efluentes sintéticos com elevadas
concentragdes de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, a remogdo completa ocorreu em 12

horas e 24 horas, respectivamente.
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&9

Tabela 5.10 Eficiéncia de remog¢ao de cromo total do Ensaio 5.

Condigoes do efluente sintético em relagao as concentracdes iniciais de

Tempo cromo hexavalente

(horas) 10mg/LCr 30mgLCr 60mgLCr 90mg/LCr 110mg/L Cr
0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
12 17,6 £0,1% 189+09% 17,0£0,8% 224+0,2% 14,8+0,8%
24 17,7£0,5% 229+02% 220+14% 224+25% 148+0,6%
48 20,7£03% 254+04% 242+12% 224+09% 182+0%
96 389+0,2% 41,5+£03% 57,0+£0,6% 31,2+19% 222+£0,2%
144 62,8+0,2% 71,7+02% 73,8+1,4% 333+05% 352+23%
192 78,1+0,1% 883+03% 759+0,1% 420+0,8% 42,4+0,7%

O mesmo comportamento do ensaio anterior (Ensaio 4 — intensidade luminosa de 5.670

lux) também foi verificado nesse ensaio em relacdo ao cromo total apresentado na Tabela 5.10,

em que as maximas remogoes de cromo total foram de 78,1%, 88,3 % e 75,9 % para as

condicoes de efluente sintético com concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e

60 mg/L, respectivamente. Enquanto que em condi¢des de maiores concentragdes iniciais de

cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, as remogdes de cromo total foram de 42,0 % e 42,4 %,

respectivamente. Com isso, observa-se que os valores de remog¢do de cromo total foram

proximos ao ensaio anterior (Ensaio 4 — intensidade luminosa de 5.670 lux), portanto, fica

evidente que o aumento da intensidade luminosa de 5.670 lux para 8.000 lux, ndo contribuiu de

forma significativa para a remocdo de cromo hexavalente e cromo total, uma vez que os

resultados se equiparam.
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Figura 5.20 Cinética de concentragdo de cromo total do Ensaio 5.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 8.000 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 e 110 mg/L de Cr (VI) 2 pHinicial ~ 6,8.

Observa-se pela Figura 5.20 uma queda na concentra¢do de cromo total nas primeiras
12 horas, sendo que esse periodo coincide com a remog¢ao de cromo hexavalente, ja que nesse
intervalo de tempo ocorre o processo de biorredugdo em que a bactéria destina sua energia para
a conversdo de cromo hexavalente em cromo trivalente. Além disso, ¢ possivel verificar que na
condicdo de efluente sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L houve
um declinio ap6s 48 horas sendo estabilizado depois de 144 horas, atingindo uma concentracao
final de cromo total de 14,43 mg/L. Para as condi¢des de efluente sintético de concentracdes
iniciais de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L houve um declinio apds 96 horas, apresentando
uma concentragao final de cromo total de 2,19 e 3,51 mg/L, respectivamente.

Em relacdo a condi¢do de meio sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente
de 90 mg/L, verifica-se uma queda entre 48 horas e 96 horas e também ao final da fermentagao,
apos 144 horas, alcangcando uma concentragdo final de cromo total de 52,19 mg/L. Enquanto
que no efluente sintético de 110 mg/L de cromo hexavalente inicial, o declinio ocorre apds 96
horas, fato que relaciona com o aumento de densidade celular. Além disso, ao final da

fermentagdo encontra-se 63,38 mg/L de cromo total.
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Nas Figuras 5.21 e 5.22 estdo apresentados os resultados de bacterioclorofila e

carotenoides, respectivamente.

Figura 5.21 Quantificagdo da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 5.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 8.000 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (V1) = pHinicial ~ 6,8.

Por meio da andlise da Figura 5.21, observa-se que o teor de bacterioclorofila no inicio
da fermentacdo encontra-se em torno de 0,58 mg/m? e a condi¢do controle apresentou um teor
final de bacterioclorofila de 1,65 mg/m? que corresponde um aumento de 184,48 % comparando
com a concentracao inicial de bacterioclorofila. Enquanto que as condi¢des de efluente sintético
de concentracdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L, o conteudo de
bacterioclorofila final foi de 1,62; 1,74 ¢ 1,99 mg/m?, respectivamente. Assim, os incrementos
no teor do pigmento foram de 179,31 %, 200 % e 243,10 % em comparag¢do com o teor inicial
de bacterioclorofila, nessa respectiva ordem. Os resultados obtidos nesse experimento sao
proximos aos resultados encontrados no ensaio anterior (Ensaio 4 — intensidade luminosa de
5.670 lux), indicando que o aumento da intensidade luminosa de 5.670 lux a 8.000 lux nao
contribuiu de forma significativa para o aumento da producao de bacterioclorofila. Com isso, €

possivel concluir que a intensidade luminosa ideal para a producdo de bacterioclorofila ¢ de
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5.670 lux, ja que acima desse valor a concentracao final do pigmento ndo sofre mudanca
relevante, mantendo-se constante.

Em relagdo as condi¢des de elevadas concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 90
e 110 mg/L, a sintese do pigmento atingiu uma concentragdo maxima de 1,55 mg/m?, com um
aumento de 197,24 % em comparagao com o teor inicial de bacterioclorofila. Da mesma forma,
os valores obtidos do conteudo de bacterioclorofila foram préoximos ao ensaio anterior (Ensaio
4 — intensidade luminosa de 5.670 lux), demonstrando que o aumento da intensidade luminosa
ndo favoreceu a producdo do pigmento em condi¢des de elevadas concentragdes de cromo, uma
vez que nessas condi¢des o estresse oxidativo provocado pelo cromo juntamente com o efeito
de uma intensidade luminosa excessiva sdo considerados um fator limitante tanto para o

crescimento celular como para a sintese do pigmento.

Figura 5.22 Quantificagdo de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 5.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 8.000 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) e efluente sintético (RCV + Cr) de

concentragdo inicial de 10, 30, 60, 90 ¢ 110 mg/L de Cr (VI) = pHinicial ~ 6,8.

Observa-se pela Figura 5.22 que o teor inicial de carotenoides foi proximo de 0,87
mg/m? e a condicdo controle apresentou uma concentracao final de aproximadamente 1,19
mg/m? que corresponde um aumento em torno de 36,78 % em relagdo a concentragao inicial de

carotenoides. As demais condigdes que apresentaram um conteiido de carotenoides expressivo
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encontram-se nos meios sintéticos com concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30
e 60 mg/m? atingindo um teor final de carotenoides de 1,27; 1,29 e 1,47 mg/m?,
respectivamente. Os incrementos no conteudo de carotenoides foram de 45,98 %, 48,28 % e
68,96 %, nessa mesma ordem.

No entanto, as condi¢des de meio sintético com elevadas concentragdes iniciais de
cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, o teor final de carotenoides foi de 1,07 ¢ 1,09 mg/m?,
respectivamente, que corresponde um incremento de aproximadamente 22,99 % e 25,29 %
comparando com o teor inicial de carotenoides, respectivamente.

E importante ressaltar que os dados obtidos nesse experimento se equiparam aos
valores obtidos no ensaio anterior (Ensaio 4 — intensidade luminosa de 5.670 lux), com isso,
verifica-se que o aumento da intensidade luminosa de 5.670 lux para 8.000 lux ndo contribuiu
de forma expressiva para elevar a producao do pigmento, indicando que acima de 5.670 lux, os
teores finais de carotenoides mantém estabilizados.

Por fim, a Tabela 5.11 demostra a sintese de todos os resultados obtidos em relacao a
maxima densidade celular, a maxima concentracdo de bacterioclorofila e carotenoides, e
também a maxima remogao de cromo hexavalente ¢ cromo total.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5.11, observa-se que na intensidade
luminosa de 5.670 lux foram obtidas as maiores remog¢des de cromo total para as condi¢des de
efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L, além da
remocao total de cromo hexavalente ocorrer em um periodo de tempo menor. Deve-se destacar
também que para essas condigdes também foram alcangados os maiores teores de biomassa e

pigmentos (bacterioclorofila e carotenoides).
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Tabela 5.11 Sintese dos resultados obtidos na avalia¢ao de diferentes intensidades luminosas.

| (Ensaio 1) - escuro | (Ensaio 2) - 800 lux | (Ensaio3)—3.200lux [ (Ensaio4)—5.670lux | (Ensaio 5)—8.000 lux
Condi¢ao controle
Nona (/1) 0,69 0.85 1,05 ) 133
Bch-ame: (mg/m’) .02 1.46 1.49 1.61 65
Carotenomax (mg/m?) 1,13 1,18 1,27

0,63

% remocdo de Cr (VI)

% remo¢aomax de Crotal

Efluente sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L

Xmax (g/L) 0,69 0,87 1,07 1,55 1,41
Bch-amax (mg/m?) 1,03 1,29 1,41 1,74 1,62
Carotenomax (mg/m?) 0,57 0,95 0,94 1,32 1,27
% remocaomax de Cr (VI) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas)
% remo¢aomax de Criotal 61,48 % 75,04 % 68,21 % 80,15 % 78,13 %
Efluente sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 30 mg/L
Kmax (g/L) 0,69 0,99 1,08 1,59 1,45
Bch-amax (mg/m?) 1,07 1,38 1,43 1,86 1,74
Carotenomax (mg/m?) 0,59 0,97 0,95 1,38 1,29
% remocaomax de Cr (VI) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas)
% remo¢aomax de Criotal 80,08 % 85,91 % 84,08 % 89,31 % 88,30 %
Efluente sintético de concentragdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L
Kmax (g/L) 0,71 0,89 1,01 1,65 1,55
Bch-amax (mg/m?) 1,15 1,49 1,55 2,22 1,99
Carotenomax (mg/m?) 0,68 1,01 1,18 1,44 1,47
% remocaomax de Cr (VI) 100 % (24 horas) 100 % (24 horas) 100 % (12 horas) 100 % (2 horas) 100 % (2 horas)
% 1emo¢aomax de Criotal 34,32 % 49,26 % 47,12 % 76,99 % 75,95 %
Efluente sintético de concentracao inicial de cromo hexavalente de 90 mg/L
Kmax (g/L) 0,65 0,76 0,85 0,71 0,71
Bch-amax (mg/m?) 1,14 1,51 1,58 1,49 1,55
Carotenomax (mg/m?) 0,70 1,03 1,18 1,09 1,07
% remocaomax de Cr (VI) 100 % (24 horas) 100 % (24 horas) 100 % (24 horas) 100 % (12 horas) 100 % (12 horas)
% remo¢a0max de Criotal 22,94 % 45,61 % 44,82 % 38,61 % 42,01 %
Efluente sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 110 mg/L
Xmax (g/L) 0,63 0,72 0,77 0,71 0,70
Bch-amax (mg/m?) 1,15 1,55 1,60 1,55 1,55
Carotenomax (mg/m?) 0,68 1,05 1,17 1,05 1,09
% remoc¢@omax de Cr (VI) 100 % (96 horas) 100 % (48 horas) 100 % (48 horas) 100 % (24 horas) 100 % (24 horas)
% remo¢aomax de Criotal 18,49 % 38,68 % 37,60 % 40,98 % 42,38 %

Xmax: concentragdo maxima de biomassa (gsslidos volateis/L.), Bch-amax: concentragdo maxima de bacterioclorofila.
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5.1.3 Avaliacio do Teste Controle

Conforme ja mencionado, o teste controle consistiu em avaliar a relagdo de redugao de
cromo hexavalente em diferentes intensidades luminosas a fim de esclarecer se ha interferéncia
da luz no processo de biorreducdo. Para isso, os experimentos realizados utilizaram somente
efluente sintético (empregando as concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30, 60,
90 ¢ 110 mg/L) sem a presenca da bactéria. No Ensaio 6 foi avaliada a condi¢ao na auséncia de
luz em relagdo ao cromo hexavalente e ao cromo total, j4 o Ensaio 7 avaliou a presenca de
luminosidade com intensidade luminosa de 800 lux. O ensaio seguinte (Ensaio 8) utilizou a
intensidade luminosa de 3.200 lux, enquanto que o Ensaio 9 e 10 utilizaram uma intensidade
luminosa de 5.670 lux e 8.000 lux, respectivamente. A Figura 5.23 apresenta os dados obtidos
nesses ensaios por meio dos graficos de concentragdo de cromo hexavalente ao longo do tempo

e também da concentracdo de cromo total versus tempo.
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Figura 5.23 Sintese dos resultados do Teste Controle.
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Ensaio 8
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Ensaio 10

Intensidade luminosa:

8.000 lux
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Observa-se pela Figura 5.23 que a concentracdo de cromo hexavalente sofre pequenas
variagoes no decorrer do tempo em todas as condigdes avaliadas, como também para todos os
ensaios avaliados. Essas variacdes apresentadas podem ser em decorréncia da varia¢do de erro
do equipamento espectrofotdmetro na leitura da absorbancia.

Em relagdo ao cromo total, observa-se 0 mesmo comportamento, a concentracdo de
cromo total praticamente manteve-se constante ao longo do tempo para todas as condi¢des de
efluente sintético avaliadas como também para todos os ensaios realizados. As pequenas
variacoes podem estar relacionadas a porcentagem de erro do equipamento Espectrofotdometro
de Absor¢do Atomica. Além disso, ¢ importante mencionar que os dados obtidos de
concentragdo de cromo hexavalente e cromo total sdo muito proximos. Outro ponto a ser
mencionado € que a presenca de luz ndo apresentou interferéncia no processo de reducdo do
cromo.

Desta forma, ¢ possivel concluir que a eficiéncia de remog¢ao do cromo hexavalente e
cromo total resulta da biomassa e de atividades metabdlicas da bactéria R. capsulatus, e nao da

acgao da luz.

5.2 Avaliacao de diferentes comprimentos de onda

Com base nos resultados obtidos em relacdo aos experimentos sobre a avaliagdo de
diferentes intensidades luminosas, foi constatado que a condig@o 6tima de intensidade luminosa
de 5.670 lux promoveu a melhor eficiéncia na remo¢ao de cromo hexavalente e cromo total,
como também, maior desempenho na producao de biomassa e no conteudo de pigmentos.

A partir disso, houve a necessidade de avaliar o desempenho da bactéria R. capsulatus
sob diferentes comprimentos de onda por meio do efeito de cinco fontes de luz: branco
(comprimento de onda misto), azul (470 nm), verde (520 nm), amarelo (595 nm) e vermelho
(630 nm). As condi¢des avaliadas compreendem o efluente sintético com concentragdes iniciais
de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L, ressalta-se que nos meios sintéticos de 90 ¢ 110
mg/L de cromo hexavalente inicial ndo foram estudados, devido suas altas concentragdes
causarem efeito inibitdrio no crescimento microbiano e afetarem a atividade metabodlica das
células. Ademais, foi avaliado também a condigdo controle, em que a bactéria foi inoculada no
seu meio de cultivo RCV sem a presenca de cromo, sendo que essa condicdo caracteriza o

Ensaio 11. A Figura 5.24 representa a cinética de crescimento celular ao longo da fermentagao.
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Figura 5.24 Cinética de crescimento celular do Ensaio 11.
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Condic¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) = pHinicial ~ 6,8. Condi¢des avaliadas: luz

azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho (630 nm), luz branco (460 nm).

Por meio da analise da Figura 5.24, observa-se que a méaxima densidade celular final foi
de 1,38 g/L na fonte de luz azul que corresponde um aumento de 176 % em relacdo a biomassa
inicial. Em seguida, destacam-se as fontes de luz branco e verde que atingiram uma biomassa
final de 1,34 e 1,28 g/L, respectivamente, cujos aumentos correspondem a 168 % e 156 %
comparando com a biomassa inicial. As menores densidades celulares finais compreendem as
fontes de luz amarelo e vermelho, sendo de 1,19 e 1,15 g/L, respectivamente. Com isso, 0s
incrementos na biomassa foram de 138 % e 130 % em relacdo a biomassa inicial, nessa
respectiva ordem. Nesse experimento, o crescimento da R. capsulatus diminui com o aumento
do comprimento de onda, apresentando a seguinte classificacdo: azul > branco > verde >
amarelo > vermelho.

De acordo com os estudos de Kuo, Chien e Chen (2012) que investigaram os efeitos de
oito fontes de luz na producao de biomassa da bactéria fotossintética Rhodopseudomonas
palustris cultivadas por 144 horas sob intensidade luminosa de 2.000 lux, foi constatado que a
melhor condi¢do de fonte de luz para o crescimento celular foi o LED azul. Sabe-se que o pico
de intensidade da luz azul ¢ de aproximadamente 470 nm. Por outro lado, o pico de intensidade

de luz amarelo ¢ de aproximadamente 595 nm, sendo que apresentou o pior desempenho
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comparando com todas as condi¢des de iluminagdo. A classificagao das fontes de luz em relagao
ao crescimento celular da maior produtividade para a menor foi: (LED azul = lampada
incandescente) > lampada fluorescente > LED branco > lampada de halogénio > LED vermelho
> (LED verde = LED amarelo). Desta forma, o Ensaio 11 (condi¢@o controle) encontra-se em
conformidade com esse estudo, uma vez que as melhores fontes de luz foram o LED azul e
branco, os quais desempenharam melhor eficiéncia na produgao de biomassa.

Além disso, ¢ importante mencionar que entre 48 ¢ 96 horas o conteido de biomassa
manteve-se praticamente constante para as fontes de luz verde, azul e amarelo, seguido de um
crescimento acelerado até o final da fermentagao. Enquanto que para as condigdes de luz branca
e vermelho, verifica-se um crescimento continuo no decorrer do tempo. Observou-se também
que a varia¢do de pH no decorrer da fermentacao iniciou com 6,8 ¢ ao final da fermentagao
atingiu 9,50.

Com o objetivo de adquirir um entendimento mais amplo da atividade metabolica das
células bacterianas foi necessario avaliar a produtividade em relagdo ao contetido de pigmentos:
bacterioclorofila e carotenoides. A Figura 5.25 apresenta o contetdo de bacterioclorofila no
inicio ¢ no final da fermentagdo, enquanto que a Figura 5.26 representa o conteudo de

carotenoides.
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Figura 5.25 Quantificacao da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 11.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) = pHinicial ~ 6,8. Condi¢des avaliadas: luz

azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho (630 nm), luz branco (460 nm).

Nesse ensaio, verifica-se através da Figura 5.25 que o teor inicial de bacterioclorofila
variou de 0,56 a 0,59 mg/m?® e a maxima concentragao foi de 1,81 mg/m? alcancada pela fonte
de luz amarelo, o que equivale um aumento de 214,42 % em relagdo ao contetido inicial de
bacterioclorofila. Em seguida, as fontes de luz branco e azul atingiram 1,61 e 1,42 mg/m? de
bacterioclorofila, respectivamente. Com isso, 0s acréscimos no conteudo de bacterioclorofila
correspondem a 177,42 % e 155,29 % comparando com o teor inicial de bacterioclorofila, nessa
respectiva ordem. Em relacdo as fontes de luz vermelho e verde, a concentracdo de
bacterioclorofila final foi de 1,36 e 1,26 mg/m?, respectivamente, indicando um aumento de
130,46 % e 115,35 % em relagdo ao conteudo inicial de bacterioclorofila, nessa mesma ordem.

Desta forma, observa-se que a tendéncia no efeito da fonte de luz no conteudo de
bacterioclorofila foi diferente em relacdo ao crescimento bacteriano, sendo classificado na
seguinte ordem, da mais produtiva para a menos produtiva: amarelo > branco > azul > vermelho

> verde.
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Figura 5.26 Quantificagdo de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 11.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condi¢do
anaerobica. Bactéria inoculada em meio de cultivo RCV (0 mg/L Cr) = pHinicial ~ 6,8. Condi¢des avaliadas: luz

azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho (630 nm), luz branco (460 nm).

Quando se trata do teor de carotenoides, observa-se pela Figura 5.26 que a concentracao
inicial sofreu variagdes entre 0,83 e 0,89 mg/m?* e as condicdes de fontes de luz amarelo, azul e
branco apresentaram maior produtividade alcangando 1,31; 1,29 e 1,27 mg/m? de teor final de
carotenoides, respectivamente. Os aumentos correspondem a 55,38 %, 50,18 % e 46,02 % em
relacdo ao teor inicial de carotenoides, nessa respectiva ordem. Logo apo6s, foram atingidos 1,15
e 1,11 mg/m* de contetido final de carotenoides nas condi¢des de fontes de luz verde e
vermelho, respectivamente, com um aumento de 38,15 % e 24,62 % comparando com a
concentragdo inicial de carotenoides, nessa mesma ordem.

Desta forma, os efeitos das fontes de luz na producgado de carotenoides em R. capsulatus
foram classificados na seguinte ordem: amarelo > azul > branco > verde > vermelho. E
importante ressaltar que esse pigmento pode absorver um espectro amplo que varia de 450 a
550 nm, além incluir a parte visivel do espectro (ZHOU, ZHANG e ZHANG, 2015).

Conforme os estudos de Zhou, Zhang e Zhang (2015) que investigaram a producao de
pigmentos em conjunto com o tratamento de dguas residudrias utilizando bactérias
fotossintéticas (Rhodopseudomonas) sob diferentes fontes de luz, aplicando intensidade

luminosa de 2.000 lux, foi constatado que os efeitos das fontes de luz na producao de
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carotenoides apresentaram a seguinte classificagdo da maior para a menor produgdo: LED
amarelo > LED branco > LED azul > LED vermelho > lampada incandescente. Enquanto que
os efeitos das fontes de luz na producao de bacterioclorofila foram classificados com a seguinte
ordem: LED amarelo > LED azul > LED branco > LED vermelho > lampada incandescente.
Nesse estudo, o teor de carotenoides foi superior ao teor de bacterioclorofila. Entretanto, nesse
Ensaio 11 (condigdo controle) observa-se que o teor de bacterioclorofila foi superior ao
conteido de carotenoides. Além disso, tanto nesse estudo como no Ensaio 11 (condigdo
controle) as fontes de luz que destacaram na producdo de pigmentos foram o LED amarelo,
azul e branco.

No Ensaio 12 foi avaliado o comportamento do microrganismo submetido ao meio
sintético de concentragdo inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L nas mesmas condi¢des de
fontes de luz estabelecidas no ensaio anterior. A Figura 5.27 mostra a cinética de crescimento

celular no decorrer da fermentacao.

Figura 5.27 Cinética de crescimento celular do Ensaio 12.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 10 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Analisando o grafico da Figura 5.27, € possivel visualizar que a biomassa final atingiu

valores maiores que no ensaio anterior (Ensaio 11 — condigdo controle) em todas as condigdes
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avaliadas. Esse fato estd relacionado com a presenca de cromo, no qual os microrganismos
consomem o metal pesado como fonte de energia direcionando para o seu crescimento (TANG
et al., 2007). Verifica-se que as condi¢des de fontes de luz azul e branco atingiram a mesma
densidade celular final de 1,55 g/L, sendo um aumento de 210 % em relagdo a biomassa inicial.
Em seguida, a fonte de luz verde obteve 1,53 g/LL de biomassa final que corresponde um
incremento de 206 % comparando com a biomassa inicial. As menores concentragdes celulares
finais compreendem as fontes de luz amarelo e vermelho com 1,47 e 1,42 g/L, respectivamente.
Os aumentos correspondem a 194 % e 184 % comparando com a biomassa inicial,
respectivamente.

Com isso, foi identificado o0 mesmo comportamento do ensaio anterior (Ensaio 11 —
condi¢do controle), em que o crescimento celular diminuiu com o aumento do comprimento de
onda. Portanto, a classificagdo do efeito da fonte de luz na producdo de biomassa pode ser
apresentada da seguinte forma: azul > branco > verde > amarelo > vermelho.

Foi relatado em outro estudo que avaliou os efeitos de diferentes comprimentos de onda
na taxa de crescimento e no peso das células secas em Rhodobacter sphaeroids obtendo a
seguinte classificagdo: LED azul (430 — 480 nm) > LED verde (490 — 530 nm) > LED branco
(comprimento de onda misto) > LED vermelho (645 — 700 nm) > lampada fluorescente (400 —
700 nm) > infravermelho (> 780 nm) (LEE et al., 2011). Nota-se que nesse trabalho, o
crescimento celular de R. sphaeroids diminui com o aumento do comprimento de onda.

Entretanto, no trabalho de Zhou, Zhang e Zhang (2015) que objetivaram melhorar o
crescimento celular e a producdo de pigmentos em conjunto com o tratamento de aguas
residudrias utilizando bactérias fotossintéticas (Rhodopseudomonas) sob diferentes fontes de
luz, aplicando intensidade luminosa de 2.000 lux, os resultados mostraram que a fonte de luz
ideal para a produgdo de biomassa foi o LED vermelho.

Com isso, observa-se que a classificacao das fontes de luz da mais produtiva para a
menos produtivo sofre variagdes, sugerindo estar relacionada com o tempo de cultivo, o uso de
diferentes cepas de bactérias fotossintéticas € o meio de cultura, uma vez que diferentes cepas
de bactérias fotossintéticas apresentam espectros de absorcao diferentes.

Além de avaliar a cinética de crescimento celular, ¢ importante considerar a cinética de
remoc¢do de cromo hexavalente e cromo total apresentados nas Tabelas 5.12 e 5.13,

respectivamente. A Figura 5.28 representa a concentra¢do de cromo total versus tempo.
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Tabela 5.12 Eficiéncia de remog¢ao de cromo hexavalente do Ensaio 12.

Efluente sintético de concentracio inicial de cromo hexavalente de 10

Tempo
mg/L
(horas) Azul Verde Amarelo Vermelho Branco
0 0% 0% 0% 0% 0%
0,5 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 5.12, observa-se que para todas as fontes
de luz, a remog¢ao de cromo hexavalente foi completa em 30 minutos, o que ja era esperado,
devido a implementa¢do da intensidade luminosa de 5.670 lux considerada a condi¢do 6tima
para a eficiéncia de remog¢do de cromo. Em relagdo ao controle de pH, foi verificado uma

variagao de 6,8 a 9,30.

Tabela 5.13 Eficiéncia de remocao de cromo total do Ensaio 12.

Efluente sintético de concentracio inicial de cromo hexavalente de 10

Tempo mg/L

(horas) Azul Verde Amarelo Vermelho Branco
0 0+0% 0+£0% 0+0% 0+0% 0+0%
12 88+08% 42+03% 11,3+£0,1% 133+03% 16,1 £0,3%
24 11,5+ 0% 6,3+0,1% 134+0,5% 14,6+0,2% 19,1 +0,1%
48 21,1 £02% 144+03% 19,7+0,2% 16,4+0,1% 20,5+0,3%
96 68,0+£0,5% 569+09% 61, 7£1,1% 613+1,0% 540+£0,1%
144 785+1,1% 63,7+1,0% 69,0+£08% 642+1,0% 699+0,1%
192 88,9+09% 764+1,1% 766x2,1% 780+£09% 80,1+0,2%

Quando se trata do cromo total apresentado na Tabela 5.13, verifica-se que a méxima
remocao foi de 88,9 % na condicdo de fonte de luz azul, seguido da fonte de luz branca com
80,1 %. Enquanto que as demais condi¢des de fontes de luz vermelho, amarelo e verde
apresentaram uma remocao de 78,0 %, 76,6 % e 76,4 %, respectivamente.

Com isso, € possivel concluir que no processo de remediacdo do cromo através do uso
de microrganismo, a fonte de luz azul e branco apresentaram o maior desempenho na remogao
de cromo, uma vez que nessas condi¢des foram obtidos a maior produgcdo de biomassa,
consequentemente, o maior numero de células promoveu uma melhor eficiéncia na remocao de
cromo. J& que as demais fontes de luz vermelho, amarelo e verde apresentaram taxas de

remocdo com valores proximos.
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Figura 5.28 Cinética de concentragdo de cromo total do Ensaio 12.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 10 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

A partir dos dados apresentados na Figura 5.28, observa-se uma queda entre 48 e 96
horas, além do mais, ¢ importante ressaltar que apos a remogao total do cromo hexavalente no
periodo de 30 minutos, o cromo total corresponde ao cromo trivalente. Sabe-se que o cromo
trivalente ¢ menos toxico que o cromo hexavalente, indicando que o microrganismo utiliza o
metal para aumentar a produgdo de biomassa e, também, para atender as suas atividades
metabolicas. A concentragao final de cromo total atingiu 1,11 mg/L na condigdo de fonte de luz
azul, enquanto que as demais fontes de luz branco, vermelho, amarelo e verde obtiveram uma
concentragdo final de 1,98; 2,20; 2,34 e 2,36 mg/L de cromo total, respectivamente.

Com o objetivo de adquirir uma visao detalhada da viabilidade do microrganismo, as
Figuras 5.29 e 5.30 mostram os contetidos de bacterioclorofila e carotenoides no inicio e no

final da fermentacao, respectivamente.



108
Capitulo 5 — Resultados e Discussdo

Figura 5.29 Quantificacao da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 12.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerdbica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 10 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Analisando a Figura 5.29, observa-se novamente que o teor inicial de bacterioclorofila
variou de 0,56 a 0,59 mg/m? e a méxima concentracao de bacterioclorofila foi de 1,95 mg/m?
na condi¢do de fonte de luz amarelo representando um aumento de 238,74 % comparando com
o teor inicial de bacterioclorofila. Em seguida, destacam-se as fontes de luz branco e azul
atingindo 1,74 e 1,62 mg/m?, respectivamente, indicando um aumento de 199,94 % e 190,83 %
em relagdo ao teor inicial de bacterioclorofila, nessa respectiva ordem. Os menores contetidos
de bacterioclorofila foram de 1,57 e 1,56 mg/m?* encontrados nas condi¢des de fontes de luz
vermelho e verde, respectivamente, correspondendo um aumento de 167,69 % e 166,22 % em
relacdo ao conteudo inicial de bacterioclorofila, nessa mesma ordem.

Em sintese, ¢ possivel visualizar o mesmo comportamento do ensaio anterior (Ensaio
11 — condigao controle) em relagao ao efeito da fonte de luz no contetido de bacterioclorofila,

apresentando a mesma classificacdo: amarelo > branco > azul > vermelho > verde.
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Figura 5.30 Quantificacao de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 12.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 10 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Por meio da analise da Figura 5.30, é possivel constatar que o teor inicial de carotenoides
variou de 0,83 a 0,89 mg/m? e a maior producdo de carotenoides foi verificada nas condigdes
de fontes de luz amarelo e azul apresentando um aumento de 59,05 % e 55,63 % em comparagao
com o teor inicial de carotenoides, respectivamente. A seguir, destaca-se a fonte de luz branca
que alcangou 1,32 mg/m? de teor final de carotenoides, que corresponde um aumento de 51,57
% em relacdo ao teor inicial de carotenoides. Enquanto que as condic¢des de fontes de luz verde
e vermelho apresentaram incrementos no conteido de carotenoides de 45,10 % e 39,25 %,
respectivamente. Além disso, ¢ importante mencionar que os teores de bacterioclorofila e
carotenoides foram superiores ao ensaio anterior (Ensaio 11 — condi¢ao controle).

Com isso, a classificagdo dos efeitos das fontes de luz no teor de carotenoides apresentou
a mesma tendéncia do ensaio anterior (Ensaio 11 — condicao controle): amarelo > azul > branco
> verde > vermelho.

De acordo com os estudos de Kuo, Chien e Chen (2012) que investigaram os efeitos de

oito fontes de luz no contetido de carotenoides da bactéria fotossintética Rhodopseudomonas

palustris cultivadas por 144 horas sob intensidade luminosa de 2.000 lux, foi relatado a seguinte
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ordem de classificacdo da mais produtiva para a menos produtiva: LED azul > Lampada
incandescente > LED amarelo > (Lampada de halogénio = LED vermelho = LED verde) > LED
branco > Lampada fluorescente. Foram identificados oito carotenoides principais e seus
derivados em R. palustris (IMHOFF, 2004), sendo que os picos desses carotenoides se
sobrepdem em comprimentos de onda que variam de 400 a 600 nm. Desta forma, conforme
esse estudo, as fontes de luz provenientes de LED azul, LED amarelo, LED branco e LED verde
apresentaram alta produtividade de carotenoides, pois os comprimentos de onda cujos
respectivos picos de intensidade de luz encontram-se englobados nessa faixa de comprimento
de onda. Desta forma, o Ensaio 12 (efluente sintético de concentragdao inicial de cromo
hexavalente de 10 mg/L) apresentou o0 mesmo comportamento que esse estudo.

O Ensaio 13 consistiu em avaliar a potencialidade do microrganismo no efluente
sintético de concentracdo inicial de 30 mg/L de cromo hexavalente nas mesmas condi¢des
determinadas nos ensaios anteriores. A Figura 5.31 representa a cinética de crescimento celular

ao longo da fermentacao.

Figura 5.31 Cinética de crescimento celular do Ensaio 13.

Efluente sintético: 30 mg/L Cr
Intensidade luminosa: 5.670 lux|
—i— Azul

1/~@— Verde

—A— Amarelo

—@— Vermelho

—%— Branco

Densidade celular (g/L)
o >

o
oo
1

L B LA A s B B e
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216

Tempo (horas)

Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 30 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).
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A partir da Figura 5.31, verifica-se que as maximas densidades celulares foram
alcancadas nas condi¢des de fontes de luz azul, branco e verde, sendo de 1,60; 1,59 ¢ 1,57 g/L,
respectivamente. Com isso, 0s incrementos na biomassa correspondem a 220 %, 218 % e 214
% comparando com biomassa inicial, nessa respectiva ordem. As demais condi¢des de fontes
de luz amarelo e vermelho atingiram uma biomassa final de 1,49 e 1,47 g/L, respectivamente,
que corresponde um aumento de 198 % e 194 % em relacdo a biomassa inicial, nessa mesma
ordem.

Cabe ressaltar ainda que nesse experimento os aumentos no teor de biomassa foram
maiores do que no ensaio anterior (Ensaio 12 — efluente sintético de concentracao inicial de
cromo hexavalente de 10 mg/L). Isso esta relacionado com a quantidade de cromo utilizado,
uma vez que nesse experimento havia uma concentracado inicial de 30 mg/L de cromo destinado
como fonte de nutriente para o crescimento celular do microrganismo.

Além disso, o conteudo de biomassa aumenta com a diminui¢ado do comprimento de
onda, apresentando o mesmo comportamento dos ensaios anteriores (Ensaio 11 — condigao
controle ¢ Ensaio 12 — efluente sintético de concentragao inicial de cromo hexavalente de 10
mg/L), mostrando que as fontes de luz azul e branco sdo considerados as melhores condi¢des
para o crescimento celular.

De forma complementar foi avaliado a cinética de remog¢do de cromo hexavalente e
cromo total apresentados nas Tabelas 5.14 e 5.15, respectivamente, enquanto que o grafico de

concentragdo de cromo total esta exposto na Figura 5.32.

Tabela 5.14 Eficiéncia de remoc¢ao de cromo hexavalente do Ensaio 13.

Efluente sintético de concentracio inicial de cromo hexavalente de 30

Tempo
mg/L
(horas) Azul Verde Amarelo Vermelho Branco
0 0% 0% 0% 0% 0%
0,5 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

Conforme os dados apresentados na Tabela 5.14, verifica-se que a remocao total de
cromo hexavalente ocorreu em 30 minutos para todas as condigdes avaliadas. Esse resultado ja
era esperado devido a utilizagdo da melhor condi¢do de intensidade luminosa de 5.670 lux.

Além disso, nesse ensaio a variacao de pH foi de 6,8 a 9,85.
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Tabela 5.15 Eficiéncia de remog¢ao de cromo total do Ensaio 13.

Efluente sintético de concentracio inicial de cromo hexavalente de 30

Tempo mg/L
(horas) Azul Verde Amarelo Vermelho Branco
0 0£0% 0+0% 0+£0% 0+£0% 0£0%
12 94+02% 135+0,1% 17,7£09% 62+0,1% 222+02%
24 17,1+£03% 157+0,3% 19,3+0,7% 24,0£03% 22,8+0,3%
48 21,0£03% 289+08% 222+20% 303+£02% 26,0+0,1%
96 572+04% 354+0,7% 58,1+02% 587+0% 45,7+0,4%
144 78,7£0,6% 68,1+02% 779+0% 79,5+0,1% 71,8+0,5%
192 85,4+0% 80,5+0,1% 82,8+0,1% 851+0,1% 89,3+0,2%

Observa-se que em relagdo ao cromo total apresentado na Tabela 5.15, a remogao
atingiu um maximo de 89,3 % na condi¢do de fonte de luz branco, seguido das fontes de luz
azul e vermelho com uma remo¢ao maxima de 85,4 % e 85,1 %, respectivamente. Enquanto
que as menores remogdes foram de 82,8 % e 80,5 % nas condigdes de fontes de luz amarelo e
verde. E importante mencionar que nesse ensaio os valores de remogio foram superiores ao
ensaio anterior (Ensaio 12 — efluente sintético de concentragdo inicial de cromo hexavalente de
10 mg/L). Uma explicagdo para isso deve-se ao fato dos elevados teores de biomassa, e também
pela razdo dos microrganismos serem resistentes a determinadas concentragdes de metais
pesados, uma vez que podem interagir diretamente com os metais pesados. Além disso, sdo
capazes de sobreviver em condigdes ambientais extremas, aumentando a sua tolerancia aos
metais pesados.

Quando se trata da relagdo das fontes de luz com o processo de biorremediacdo do
cromo, observa-se novamente que as maiores remogoes de cromo total foram atingidas pelas
fontes de luz branco e azul, j& que nessas condigdes foram obtidos os maiores teores de
biomassa que facilitou o processo de remog¢ao do cromo. Com isso, a classificacdo pode ser
apresentada da seguinte forma contemplando do maior desempenho para o menor desempenho:

branco > azul > vermelho > amarelo > verde.
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Figura 5.32 Cinética de concentragdo de cromo total do Ensaio 13.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 30 mg/L de Cr (VI) >

PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Com base nos resultados obtidos de remog¢ao de cromo total apresentados na Tabela
5.15 e no grafico da Figura 5.32, verifica-se que ao final da fermentacdo a concentracdo de
cromo total atingiu 3,21 mg/L para a condi¢do de fonte de luz branco. Em seguida, para as
condicdes de fontes de luz azul e vermelho, as concentracoes finais de cromo total foram 4,37
e 4,47 mg/L, respectivamente. Enquanto que as menores remog¢des de cromo foram verificadas
nas condig¢oes de fontes de luz amarelo e verde, com isso as concentragdes finais de cromo total
alcangaram 5,14 e 5,84 mg/L, nessa respectiva ordem. Assim, deve-se ressaltar que as
concentragdes finais de cromo total sdo baixas, porém ndo se enquadram nos limites maximos
permitidos pela norma da CONAMA. Além disso, observa-se uma queda expressiva entre 48 e
144 horas para as fontes de luz avaliadas, com exce¢do da fonte de luz verde que se manteve
praticamente constante entre 48 e 96 horas, e apos esse periodo apresentou um declinio
acentuado.

Nesse ensaio também foi quantificado a sintese de bacterioclorofila e carotenoides

representados nas Figuras 5.33 e 5.34, respectivamente.
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Figura 5.33 Quantificacao da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 13.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 30 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condi¢des avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Através da andlise da Figura 5.33, percebe-se que o conteudo inicial de bacterioclorofila
variou de 0,56 a 0,59 mg/m* e os maiores teores de bacterioclorofila encontram-se nas
condi¢des de fontes de luz amarelo, branco e azul, sendo de 1,96; 1,86 ¢ 1,68 mg/m?,
respectivamente. Os incrementos alcangados nessas condi¢des foram de 240,22 %, 219,52 % e
203,02 % em relacdo ao teor inicial de bacterioclorofila, nessa respectiva ordem. Enquanto que
para as condicdes de fontes de luz vermelho e verde, os aumentos no conteido de
bacterioclorofila foram de 181,78 % e 180,61 %, respectivamente. Além disso, deve-se ressaltar
que os incrementos no teor de bacterioclorofila foram maiores que no ensaio anterior (Ensaio
12 — efluente sintético de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L) em fungdo
do maior desempenho na producao de biomassa.

Desta forma, a relagdo do efeito da fonte de luz no teor de bacterioclorofila apresenta o
mesmo comportamento dos ensaios anteriores (Ensaio 11 — condi¢do controle e Ensaio 12 —
efluente sintético de concentragao inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L), apresentando a

seguinte classificagdo: amarelo > branco > azul > vermelho > verde.
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Figura 5.34 Quantificacao de carotenoides no inicio e final do Ensaio 13.
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Condic¢des operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 30 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Verifica-se pela Figura 5.34 que o teor inicial de carotenoides variou de 0,83 a 0,89
mg/m? e as condigdes de fontes de luz amarelo e azul atingiram as maiores concentragdes finais
de carotenoides que foram de 1,74 e 1,54 mg/m?, respectivamente. Com isso, os aumentos
correspondem a 106,77 % e 78,09 % comparando com o teor inicial de carotenoides, nessa
respectiva ordem. J4 as condi¢des de fontes de luz branco, verde e vermelho apresentaram
incrementos de 58,64 %, 57,28 % e 44,81 % em relacdo ao teor inicial de carotenoides,
respectivamente. Ademais, ¢ importante esclarecer que nesse experimento os aumentos
verificados no contetido de carotenoides foram superiores ao ensaio anterior (Ensaio 12 —
efluente sintético de concentracgao inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L) em fungao dos
elevados valores de densidade celular final.

Assim, os efeitos das fontes de luz no teor de carotenoides apresentaram a mesma
tendéncia dos ensaios anteriores (Ensaio 11 — condicao controle e Ensaio 12 — efluente sintético
de concentracdo inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L), apresentando a seguinte

classificagdo: amarelo > azul > branco > verde > vermelho.
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No estudo de Kuo, Chien e Chen (2012) foi demonstrado que a luz azul emite espectros
na faixa de 400 a 495 nm, sendo absorvida pelo carotenoide, enquanto que a luz vermelha emite
espectros dentro da faixa de 620 a 800 nm, sendo parcialmente absorvido pela bacterioclorofila.
Como os carotenoides e bacterioclorofila sdo os principais pigmentos de coleta de luz
encontrados nas bactérias fotossintéticas (CHEN, HAN e GU, 2006), com isso, ¢ possivel que
diferentes capacidades de absor¢do dos pigmentos indique a melhor condicao de fonte de luz.

Por fim, o Ensaio 14 consistiu em analisar a eficiéncia da bactéria R. capsulatus no
efluente sintético de concentragdo inicial de cromo hexavalente de 60 mg/L para todas as
condigdes de fontes de luz. Assim, a Figura 5.35 representa a cinética de crescimento celular

ao longo da fermentacdo.

Figura 5.35 Cinética de crescimento celular do Ensaio 14.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condigdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 60 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condic¢des avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

De acordo com a Figura 5.35, observa-se que para as condi¢gdes de fontes de luz azul,
branco e verde, as densidades celulares finais atingiram 1,66; 1,65 e 1,63 g/L, respectivamente.
Com isso, nessas condi¢coes foram obtidos os maiores aumentos de biomassa, sendo de 232 %,

230 % e 226 % comparando com a biomassa inicial, nessa respectiva ordem. Ja as condig¢des
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de fontes de luz amarelo e vermelho apresentaram uma biomassa final de 1,55 e 1,54 g/L,
respectivamente, com um aumento de 210 % e 208 % em relagdo a biomassa inicial, nessa
mesma ordem.

Verifica-se que os valores de biomassa final foram superiores ao ensaio anterior (Ensaio
13 — efluente sintético de concentracgao inicial de cromo hexavalente de 30 mg/L), indicando
mais uma vez que o cromo ¢ destinado como fonte de energia para o crescimento celular. Deve-
se destacar ainda a mesma tendéncia identificada nos ensaios anteriores em que o teor de
biomassa diminui com o aumento do comprimento de onda, apresentado a seguinte
classificagdo em relacao ao efeito da fonte de luz na produgdo de biomassa: azul > branco >
verde > amarelo > vermelho.

Foi relatado que fontes de luz de diversos comprimentos de onda emitidos por LEDs
produziram efeitos de forma diferente no crescimento celular e na producdo de astaxantina na
microalga Haematococcus pluvialis (KATSUDA et al., 2004). Com isso, diversos estudos
recomendam a combinagao de iluminacao por LEDs com véarios comprimentos de onda, a fim
de maximizar a eficiéncia de um produto final especifico. Como exemplo, nesse estudo de
Katsuda et al. (2004), foi utilizado inicialmente LED vermelho para melhorar a produgao de
biomassa, em seguida, implantaram uma iluminacao de comprimento de onda curto (380 — 470
nm), fornecido pelo LED azul. O objetivo dessa combinaga@o consistiu em induzir uma mudanca
morfologica em H. pluvialis e promover melhor eficiéncia na produgdo de astaxantina.

Nesse ensaio também foi avaliado a cinética de remocao de cromo hexavalente e cromo
total no decorrer da fermentacdo, sendo apresentados nas Tabelas 5.16 e 5.17, respectivamente.

A Figura 5.36 representa a concentragdo de cromo total versus tempo.

Tabela 5.16 Eficiéncia de remoc¢ao de cromo hexavalente do Ensaio 14.

Efluente sintético de concentracio inicial de cromo hexavalente de 60

Tempo
mg/L
(horas) Azul Verde Amarelo Vermelho Branco
0 0+0% 0+0% 0+0% 0+0% 0+0%
0,5 93,7+£0,6% 93,7+0,2% 93,6£05% 92,4+02% 93,1+0,7%
1 98,6+0,2% 985+0,5% 983+£05% 979+03% 98,1+0,2%
2 100+ 0 % 100+ 0 % 100+ 0 % 100+ 0 % 100+ 0 %

A partir da Tabela 5.16, observa-se que a remogdo completa de cromo hexavalente

ocorreu em 2 horas, demandando um tempo maior em relacdo aos Ensaios 12 e 13 (efluente
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sintético de concentra¢ao de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L, respectivamente), indicando
que o aumento da concentragdo de cromo, também aumenta o tempo de redu¢do. Além disso,
esse tempo necessario para atingir a remogao total de cromo hexavalente ja era esperado, devido
a utilizacdo da melhor condi¢do de intensidade luminosa de 5.670 lux. No que diz respeito ao

controle de pH, observa-se que a variacao foi de 6,8 a 9,73.

Tabela 5.17 Eficiéncia de remocao de cromo total do Ensaio 14.

Efluente sintético de concentracio inicial de cromo hexavalente de 60

Tempo mg/L
(horas) Azul Verde Amarelo Vermelho Branco
0 0+0% 0+£0% 0+0% 0+0% 0+0%
12 220+02% 225+£05% 21,3+0,6% 20,5+£03% 21,9+0,3%
24 251+£0,1% 290+1,1% 283+08% 266+0,6% 222+28%
48 26,7£0,1% 290£02% 299=+1,1% 288+06% 223+34%
96 55,6+0,5% 592+1,6% 51,6+04% 553+£32% 53,1+2,1%
144 69,0£0,6% 722+0% 695+£09% 72,0+£0,6% 73,9+0,1%
192 76,4+0,6% 73,1£0,6% 73,4+09% 752+12% 77,0+0,1%

Em relagdo a remocao de cromo total apresentada na Tabela 5.17, verifica-se que as
maiores porcentagens foram alcancadas nas condigdes de fontes de luz branco e azul sendo de
77,0 % e 76,4 %, respectivamente. Em seguida, destacam-se as fontes de luz vermelho, amarelo
e verde apresentando uma remocgao de 75,2 %, 73,4 % e 73,1 %, respectivamente. Além disso,
os valores atingidos de remocao de cromo total foram menores em relagdo aos Ensaios 12 e 13
(efluente sintético de concentragcdo de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L, respectivamente),
j& que nesse experimento foi utilizado uma quantidade maior de cromo inicial e elevadas
concentragdes de cromo exigem um tempo maior de reacdo para obter a mesma eficiéncia ao
utilizar concentracdes menores de cromo. Ademais, mesmo apresentando um maior
desempenho em relacdo a produgdo de biomassa, esse fator ndo foi suficiente para melhorar a
remogao de cromo total.

Vale ressaltar ainda que a relagdo das fontes de luz com a eficiéncia na remogao de
cromo total apresentou o mesmo comportamento do ensaio anterior (Ensaio 13 — efluente
sintético de concentra¢do inicial de cromo hexavalente de 30 mg/L), com a seguinte

classificacdo: branco > azul > vermelho > amarelo > verde.
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Figura 5.36 Cinética de concentragdo de cromo total do Ensaio 14.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condi¢do
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 60 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

A partir da andlise da Figura 5.36, observa-se uma queda expressiva nas primeiras 12
horas que coincide com a remog¢ao de cromo hexavalente, e também entre 48 e 144 horas, sendo
que apods esse periodo foi verificado um leve declinio na concentragdo de cromo total. E
importante mencionar que apds a remog¢ao de cromo hexavalente que ocorreu em 2 horas de
fermentagdo, o cromo total corresponde ao cromo trivalente, que ¢é utilizado pelos
microrganismos para suas atividades metabolicas.

Ao final da fermentagdo foram alcangados uma concentragao de cromo total de 13,81 e
14,16 mg/L para as condicdes de fontes de luz branco e azul, respectivamente. Para as demais
condicdes de fontes de luz vermelho, amarelo e verde, as concentragdes finais de cromo total
foram de 14,90; 15,96 e 16,14 mg/L, respectivamente. Desta forma, mesmo apresentando
elevadas taxas de remoc¢ao de cromo total, ndo foi possivel atender as normas ambientais.

Para obter uma visdo detalhada da atividade metabodlica do microrganismo, as Figuras
5.37 e 5.38 apresentam os teores de bacterioclorofila e carotenoides no inicio € no final da

fermentagao, respectivamente.
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Figura 5.37 Quantificacao da bacterioclorofila no inicio e no final do Ensaio 14.
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Condigdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicédo
anaerdbica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 60 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Verifica-se pela Figura 5.37 que no inicio da fermentagdo a concentragdo de
bacterioclorofila variou de 0,56 a 0,59 mg/m? conforme observados nos ensaios anteriores. Os
maiores teores de bacterioclorofila foram de 2,28 e 2,22 mg/m? atingidos pelas condi¢des de
fontes de luz amarelo e branco, respectivamente. Assim, esses contetidos de bacterioclorofila
representam um aumento de 295,92 % e 281,89 % comparando com o teor inicial de
bacterioclorofila, respectivamente. Para as condi¢des de fontes de luz azul, vermelho e verde
os incrementos no teor de bacterioclorofila foram proximos de 211,77 %, 182,57 % e 182,15
%, respectivamente. Vale ressaltar que esses aumentos no conteudo de bacterioclorofila foram
superiores ao ensaio anterior (Ensaio 13 — efluente sintético de concentragao inicial de cromo
hexavalente de 30 mg/L) em funcdo dos elevados teores de biomassa.

Da mesma forma que nos ensaios anteriores, a maior produtividade de bacterioclorofila
foi alcangada nas fontes de luz amarelo e branco, seguido das fontes de luz azul, vermelho e

verde.
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Figura 5.38 Quantificacdo de carotenoides no inicio e no final do Ensaio 14.
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Condicdes operacionais: Temperatura ambiente: 25 — 32 °C; Intensidade luminosa: 5.670 lux; condicdo
anaerobica. Bactéria inoculada em efluente sintético (RCV+ Cr) de concentragdo inicial de 60 mg/L de Cr (VI) >
PHinicial ~ 6,8. Condicdes avaliadas: luz azul (470 nm), luz verde (520 nm), luz amarelo (595 nm), luz vermelho

(630 nm), luz branco (460 nm).

Conforme ja descrito nos ensaios anteriores e através da analise da Figura 5.38, observa-
se que o teor inicial de carotenoides variou de 0,83 a 0,89 mg/m? e as maximas concentragdes
de carotenoides foram de 1,81 e 1,63 mg/m? alcancadas nas condicdes de fontes de luz amarelo
e azul, respectivamente. Com isso, os aumentos correspondem a 115,41 % e 89,47 % em relacao
ao teor inicial de carotenoides, respectivamente. As condigdes de fontes de luz branco, verde e
vermelho apresentaram incrementos de 65,53 %, 62,30 % e 47,18 %, respectivamente. Deve-
se ressaltar que os aumentos nos teores de carotenoides foram superiores ao ensaio anterior
(Ensaio 13 — efluente sintético de concentragdo inicial de cromo hexavalente de 30 mg/L) em
razao das elevadas densidades celulares alcangadas.

Além disso, nota-se a mesma tendéncia verificada nos ensaios anteriores em relagao ao
efeito das fontes de luz com o teor de carotenoides, apresentando a seguinte classificagao:
amarelo > azul > branco > verde > vermelho. Portanto, as melhores fontes de luz que
promoveram alta produtividade no contetido de pigmentos foram o amarelo, azul e branco,
indicando que os comprimentos de onda dessas respectivas cores apresentam picos de

intensidade de luz que compreendem a faixa de comprimento de onda dos pigmentos.
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Por fim, a Tabela 5.18 demostra a sintese de todos os resultados obtidos em relagdo a
maxima densidade celular, a maxima concentra¢ao de bacterioclorofila e carotenoides, e
também a maxima remocao de cromo hexavalente e cromo total para diferentes comprimentos
de onda.

Desta forma, a condi¢ao operacional para promover melhor eficiéncia na remogao de
cromo em relacdo a bactéria fotossintetizante R. capsulatus consiste no uso de intensidade
luminosa de 5.670 lux e luz branca fornecida por lampada LED. Além disso, ¢ importante
ressaltar que nas condi¢gdes em que a biomassa bacteriana foi reativada em reatores de 250 mL
(erlenmeyers) com efluente sintético de concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30
e 60 mg/L foram obtidas as maiores porcentagens de remoc¢do de cromo a partir de uma
concentragdo celular inicial de 0,5 g/L, a temperatura ambiente (25 °C a 32 °C) sob iluminagao

continua, condi¢ao de anaerobiose, cultivo estatico e duragao de fermentagdo de 8 dias.
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Tabela 5.18 Sintese dos resultados obtidos na avaliacao de diferentes comprimentos de onda.

Densidade celular (g/L): azul > branco > verde > amarelo > vermelho
Condigoes Azul (470 nm) Branco (460 nm) Verde (520 nm) Amarelo (595 nm) Vermelho (630 nm)
Condi¢do Controle (0 mg/L Cr) 1,38 1,34 1,28 1,19 1,15
Efluente sintético: 10 mg/L Cr (VI) 1,55 1,55 1,53 1,47 1,42
Efluente sintético: 30 mg/L Cr (V) 1,60 1,59 1,57 1,49 1,47
Efluente sintético: 60 mg/L Cr (VI) 1,66 1,65 1,63 1,55 1,54
Bacterioclorofila (mg/m?): amarelo > branco > azul > vermelho > verde
Condigoes Amarelo (595 nm) Branco (460 nm) Azul (470 nm) Vermelho (630 nm) Verde (520 nm)
Condi¢do Controle (0 mg/L Cr) 1,81 1,61 1,42 1,36 1,26
Efluente sintético: 10 mg/L Cr (VI) 1,95 1,74 1,62 1,57 1,56
Efluente sintético: 30 mg/L Cr (VI) 1,96 1,86 1,68 1,66 1,64
Efluente sintético: 60 mg/L Cr (VI) 2,28 2,22 1,73 1,66 1,65
Carotenoides (mg/m?): amarelo > azul > branco > verde > vermelho
Condigoes Amarelo (595 nm) Azul (470 nm) Branco (460 nm) Verde (520 nm) Vermelho (630 nm)
Condi¢do Controle (0 mg/L Cr) 1,31 1,29 1,27 1,15 1,11
Efluente sintético: 10 mg/L Cr (VI) 1,34 1,34 1,32 1,21 1,24
Efluente sintético: 30 mg/L Cr (VI) 1,74 1,54 1,38 1,31 1,29
Efluente sintético: 60 mg/L Cr (VI) 1,81 1,63 1,44 1,35 1,31
Remocao de cromo total: branco/azul > vermelho > amarelo > verde
Condicodes Branco (460 nm) Azul (470 nm) Vermelho (630 nm) Amarelo (595 nm) Verde (520 nm)
Efluente sintético: 10 mg/L Cr (VI) 80,1 % 88,9 % 78,0 % 76,6 % 76,4 %
Efluente sintético: 30 mg/L Cr (VI) 89,3 % 85,4 % 85,1 % 82,8 % 80,5 %
Efluente sintético: 60 mg/L Cr (VI) 77,0 % 76,4 % 75,2 % 73,4 % 73,1 %
Remocdo de cromo hexavalente
Condicodes Branco (460 nm) Azul (470 nm) Vermelho (630 nm) Amarelo (595 nm) Verde (520 nm)
Efluente sintético: 10 mg/L Cr (VI) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas)
Efluente sintético: 30 mg/L Cr (VI) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas) 100 % (0,5 horas)
Efluente sintético: 60 mg/L Cr (VI) 100 % (2 horas) 100 % (2 horas) 100 % (2 horas) 100 % (2 horas) 100 % (2 horas)




CAPITULO 6
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos em termos de variacdo de intensidade luminosa e
comprimento de onda ¢é possivel obter uma melhor compreensao das estratégias adotadas pelo
microrganismo em condi¢cdes ambientais caracterizadas pela toxicidade do cromo, além de
fornecer informacodes sobre a influéncia da luz.

Analisando o crescimento celular, observou-se em todos os ensaios que nas primeiras
12 horas, intervalo de tempo que ocorre o processo de reducao do cromo hexavalente em cromo
trivalente, houve um leve crescimento celular, indicando que o metabolismo da bactéria esta
direcionado para o processo de biorreducao. Outro fator a ser mencionado ¢ que o aumento da
intensidade luminosa contribuiu para aumentar a biomassa na condig@o controle e nas condigdes
de efluente sintético de menores concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 ¢ 60
mg/L. Entretanto, ¢ necessario destacar que o aumento de intensidade luminosa de 5.670 lux
para 8.000 lux, o crescimento celular ndo sofreu variagdes significativas, indicando que a
biomassa foi estabilizada a partir de 5.670 lux. Entretanto, em condi¢des com elevadas
concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 90 e 110 mg/L, a intensidade de luz ideal que
favoreceu o aumento da densidade celular foi de 3.200 lux, sendo que acima e abaixo desse
valor ndo houve acréscimos de biomassa de forma significativa. Além disso, foi observado que
concentracoes elevadas de cromo hexavalente inibiram o crescimento celular e interferiram nas
atividades metabolicas das células, consequentemente afetaram o processo de redugdo do
cromo. Ao avaliar a condi¢do na auséncia de luz, foi observado um crescimento celular lento
atingindo as menores densidades celulares finais. Em rela¢do a variagdo do comprimento de
onda, foi relatado que o teor de biomassa diminui com o aumento do comprimento de onda,
apresentado a seguinte classificacdo em relacdo ao efeito da fonte de luz na produgdo de
biomassa: azul > branco > verde > amarelo > vermelho.

Com base nos dados de remog¢do de cromo hexavalente, verifica-se que o aumento da
intensidade luminosa reduziu o tempo para a remocdo completa de cromo. Foi relatado a
remogao completa de cromo hexavalente em 30 minutos para as condigdes de meio sintético de
concentragoes iniciais de 10 e 30 mg/L de cromo hexavalente para todas as faixas de intensidade
luminosa. J4 em relagdo ao cromo total, ndo foi alcangada a remog¢do completa, porém, as
maximas remogoes foram observadas na intensidade luminosa de 5.670 lux nas condigdes de
efluente sintético de baixas concentracdes iniciais de cromo hexavalente de 10, 30 e 60 mg/L,
sendo de 80,2 %, 89,3 % e 77,0 %, respectivamente. Com isso, verifica-se que a eficiéncia na

remog¢ao de cromo apresentou resultados satisfatorios quando submetida a alta intensidade de
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luz nessas condi¢des especificas. Em contrapartida, em concentragdes iniciais de cromo
hexavalente de 90 e 110 mg/L, o aumento da intensidade luminosa ndo contribuiu para a
remocdo do metal. No que diz respeito aos ensaios avaliando os diferentes comprimentos de
onda, observa-se que as maiores remocdes de cromo total foram atingidas nas fontes de luz azul
e branco. Deve-se mencionar ainda que para a condi¢ao de efluente sintético de concentragao
inicial de cromo hexavalente de 10 mg/L, a concentragdo final de cromo total foi de 1,11 mg/L
apresentando uma remocao de 88,9 %.

Quando se trata dos pigmentos bacterianos, observou-se que o microrganismo
apresentou maior capacidade fotossintética na presenca da luz, sendo importante ressaltar que
nao foi identificado sintese de carotenoides na auséncia de luz. Além disso, foi verificado que
nas condi¢des de baixas intensidades luminosas (800 lux e 3.200 lux), os aumentos no teores
dos pigmentos foram expressivos para as condi¢des de efluente sintético de concentragdes
iniciais de cromo hexavalente de 60, 90 e 110 mg/L em comparacdo com as condi¢des de meio
sintético de baixas concentracdes iniciais de cromo hexavalente de 10 e 30 mg/L. Esse
fendmeno sugere que para superar o estresse oxidativo provocado pelo cromo, a estratégia
adotada pelo microrganismo foi aumentar a produ¢ao de pigmentos. Entretanto, para a condigao
controle e as condi¢cdes de meio sintético de concentragdes iniciais de 10, 30 e 60 mg/L de
cromo hexavalente, o aumento da intensidade luminosa aumentou a producao de pigmentos, o
que nao ocorreu nas condigdes de elevadas concentragdes iniciais de cromo hexavalente de 90
e 110 mg/L, na qual o contetido de pigmentos apresentou pequenas variagdes na faixa de 800 a
8.000 lux. Acerca da relagdo do efeito das fontes de luz no teor de bacterioclorofila, a seguinte
classifica¢do da mais produtiva para a menos produtiva foi constatada: amarelo > branco > azul
> vermelho > verde. J4 em relacdo ao contetido de carotenoides, foi relatado a seguinte
classificagdo: amarelo > azul > branco > verde > vermelho.

Em sintese, foi certificado nos resultados obtidos do teste controle que a intensidade da
luz ndo interfere no processo de reducdo do cromo, uma vez que em todos os ensaios, a
concentracdo de cromo hexavalente e cromo total apresentaram valores proximos € com leves
variacdes ao longo do tempo. Dessa forma, ¢ necessario enfatizar que a remog¢ao de cromo

hexavalente e cromo total obtidos deve-se a agao do microrganismo.



CAPITULO 7
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se inicialmente uma andlise mais aprofundada em relagdo aos ensaios
fisiologicos do microrganismo quando exposto a condi¢ao de estresse pela presenga do cromo,
como a deteccao de EROs, atividade de enzimas antioxidantes, a observagdo da morfologia e
estrutura das células com o objetivo de fornecer informagdes detalhadas sobre as atividades
metabolicas das bactérias. Além disso, pode-se citar a determinacdo de cromoforos de
bacterioclorofila e carotenoides por meio da anélise Optica.

De forma complementar, avaliar a aplicacdo pratica da tecnologia de biorremediacao
por meio de consorcio de bactérias em funcao da obtencdo de melhores resultados na remogao
do metal. Além disso, o consércio apresenta maiores chances de sobrevivéncia devido a
competitividade entre os microrganismos, além de ser mais apropriado para aplicacdes em
campo (KADER et al., 2007). Como também avaliar outros metais pesados, como chumbo,
niquel, mercurio, entre outros, e também avaliar o comportamento dos microrganismos no
processo de remedi¢do de metais pesados no espectro do infravermelho.

Outra sugestao de trabalho futuro é associar métodos fisico-quimicos com o método
bioldgico, ja que os processos fisicos e quimicos apresentam um bom desempenho em elevadas

concentracdes de metal, enquanto a biorremediacdo ¢ indicada para baixas concentragdes.
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CAPITULO 9
APENDICE

A — Espectro de absor¢ao da luz branco.
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C — Espectro de absor¢ao da luz verde.
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D — Espectro de absor¢ao da luz amarelo.
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E — Espectro de absor¢ao da luz vermelho.
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F - Curva de calibragdo para concentracdo de Rhodobacter capsulatus.
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G - Curva de calibracao para concentracao de cromo hexavalente.
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