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RESUMO

Oliveira, J.M.S. Aplicacéo de aeracéo intermitente para a degradacgédo de corante azo por
consdrcio microbiano obtido de florestas tropicais. 2019. 131 p. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Hidraulica e Saneamento) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de
Sdo Paulo, S&o Carlos, 2019.

As solucdes convencionais de tratamento bioldgico de corantes azo sdo baseadas em processos
anaerobio-aerdébios ocorrendo em unidades distintas. Este estudo avaliou 0 uso da aeracéo
intermitente para a descoloragéo do Direct Black 22 (DB22) e biodegradagdo simultanea de
subprodutos toxicos no mesmo compartimento reacional. Os microrganismos utilizados foram
obtidos de florestas tropicais e previamente adaptados a concentracdes crescentes de DB22 (10-
32,5 mg.L 1) em meio de cultivo. Os efeitos da concentracéo inicial de glicose (1 -2 -3 g.L™?)
e aeracdo intermitente (0 — 4 — 8 h.d) sobre a descoloragdo, constante de descoloragdo e
remocdo de demanda quimica de oxigénio (DQQO) foram investigados por planejamento fatorial
e andlise de superficie de resposta. Os testes foram conduzidos com agua residuaria (AR) que
simulava a composicdo dos efluentes de lavanderias téxteis do agreste pernambucano. Os
resultados demonstraram que a descoloracdo no longo prazo nédo foi inibida para ciclos de
aeracdo de até 4 h.d?, embora menores velocidades de remogédo de cor tenham sido obtidas
nestas condicdes. Os efeitos negativos da aeracdo foram significativamente reduzidos pelo
aumento da concentracao de glicose na AR. Ademais, a remoc¢do de DQO foi potencializada
com o aumento da frequéncia de aeracdo. Apos descoloracdo do DB22 nos ensaios ndo aerados,
verificou-se a formacao de picos de absorbancia relacionados a presenca de aminas aromaticas
ou outros intermediarios da descoloracdo redutiva; o que ndo ocorreu nos experimentos aerados.
Estes fatores resultaram em menor toxicidade & Daphnia magna em experimento modelo com
nivel intermediario de aeracdo. O sequenciamento do gene 16S rRNA na plataforma Illumina
HiSeq revelou a presenca de géneros de bactérias conhecidos por produzirem enzimas
envolvidas na biodegradacdo do azo. Observou-se, ainda, uma correlagdo positiva entre
diversidade microbiana e eficiéncia de descoloracdo. Os resultados sugerem que a estratégia de
aeracao intermitente, corretamente implementada, pode melhorar a performance do tratamento
biol6gico de efluentes téxteis que contém azo-corantes.

Palavras-chave: Direct Black 22. Efluente téxtil. Descoloracao redutiva. Aminas aromaticas.
Planejamento fatorial. Ecotoxicidade. Sequenciamento massivo do gene 16S rRNA.
Diversidade microbiana. DGGE.
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ABSTRACT

Oliveira, J. M. S. Intermittent aeration strategy for enhanced azo dye degradation by
microbial consortium obtained from tropical forests. 2019. 131 p. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia Hidrulica e Saneamento) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade
de S&o Paulo, Séo Carlos, 2019.

Conventional technologies for biological treatment of azo dyes are based on anaerobic-aerobic
processes taking place into distinct units. This study evaluated the use of intermittent aeration
strategy for decolorization of the Direct Black 22 (DB22) and simultaneous biodegradation of
metabolites. Microorganisms were obtained from tropical forests and previously acclimated to
increasing concentrations of DB22 (10-32.5 mg.L?) in growth medium. Effects of initial
glucose concentration (1 -2 —3 g.L™) and intermittent aeration (0 — 4 — 8 cycles.d*) on response
variables decolorization, decolorization rate, and removal of chemical oxygen demand (COD)
were investigated using factorial design and response surface analysis. Tests were conducted
using a wastewater that simulated the composition of textile laundry effluents from a region
with harsh climate in the state of Pernambuco, known as agreste pernambucano. Results
showed long-term decolorization was not impaired for up to 4 cycles.d™* of aeration, although
a decrease in color removal velocities was observed in these experiments. Negative impacts of
aeration were significantly reduced by increasing initial glucose concentration. Moreover, COD
removal was enhanced with increased aerations levels. After DB22 degradation in non-aerated
batches, the formation of absorbance peaks associated with aromatic amines and other
byproducts of reductive decolorization was observed; which did not occur in the aerated
experiments. These resulted in lower toxicity to Daphnia magna in model experiment using
intermediate level of aeration. 16S rRNA gene sequencing on the lllumina HiSeq platform
revealed the presence of several bacteria known to produce enzymes involved in azo
compounds degradation. Furthermore, a positive correlation between microbial diversity and
decolorization efficiency was observed. Results suggest intermittent aeration strategy can
enhance biological treatment of textile effluents containing azo dyes when correctly
implemented.

Keywords: Direct Black 22. Textile effluent. Reductive decolorization. Aromatic amines.
Factorial design. Ecotoxicity. 16S rRNA gene sequencing. Microbial diversity. DGGE.
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1. INTRODUCAO

O setor téxtil e de confeccdo tem grande relevancia econémica e social no Brasil. De
acordo com o relatorio Pesquisa Industrial Anual — Empresa do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), as atividades de fabricagdo de produtos téxteis e de confecgdo,
juntas, foram responsaveis por uma receita bruta de 113,9 bilhdes de reais em 2015. Os maiores
polos de producdo se localizam nos estados de Sdo Paulo e Santa Catarina, além do recente

crescimento do setor na regido nordeste, especialmente em cidades do agreste pernambucano.

A producéo de artigos téxteis e de vestuario, no entanto, pode ameagar o equilibrio dos
ecossistemas ambientais se correta atencdo ndo for dada aos poluentes gerados durante o
processo fabril. Em uma industria de processamento de algodao, as etapas de preparacdo das
fibras, fios ou tecidos para o tingimento gera um efluente com elevadas concentracdes de
compostos quimicos organicos e inorganicos (Harane e Adivarekar, 2016). Ademais, apds o
tingimento, os compostos ndo fixados a fibra sdo lavados, produzindo uma agua residuaria (AR)
com elevada cor e salinidade (Dos Santos et al., 2007; EPA, 1997). A legislacdo brasileira ndo
estabelece limites para o langamento de corantes de origem antrépica, apenas ressaltando que
estes ndo devem alterar as classes dos corpos hidricos, ficando a decisdo a critério do 6rgao
ambiental (CONAMA, 2011, 2005). Poucas industrias se preocupam com o efeito poluente de

suas ARs devido a permissividade da lei.

Dentre os corantes, os da classe azo sdo 0s mais utilizados no mundo (Amorim et al.,
2013; Kunz et al., 2002). Estes compostos possuem grande importancia ambiental, ja que sdo
de dificil tratabilidade em estacGes de tratamento de esgoto convencionais, sdo toxicos e sua
degradacdo incompleta pode dar origem a aminas aromaticas carcinogénicas (Pinheiro et al.,
2004; Singh et al., 2015).

O tratamento biolégico em condi¢des anaerdbias tem sido bastante mencionado na
literatura cientifica. No processo denominado descoloracdo redutiva, o azo é reduzido
diretamente pela acdo de enzimas bioldgicas, ou indiretamente, na presenca de mediadores de
oxido-reducao (mediador redox, MR) (Singh et al., 2015). Apesar disso, a degradacdo desses
corantes é incompleta nessas condic¢des, tornando necessaria a utilizacdo de um pos-tratamento
aerobio para a remocao dos intermediarios toxicos (Amaral et al., 2014; Amorim et al., 2013;
Bralna et al., 2009; Gavazza et al., 2015; Imran et al., 2016; Sharma et al., 2016; Talarposhti
etal., 2001).
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Neste estudo, optou-se pelo uso da aeragéo intermitente como alternativa aos processos
convencionais anaerobio-aerobios. Nesta nova abordagem, a reducéo do azo deve ocorrer nas
fases andxicas, enquanto a biodegradacao de metabdlitos e de matéria organica é potencializada
nos estagios aerados. Elimina-se, assim, a necessidade de unidades separadas para cada

processo € economiza-se com custos de aeragéo.

A escolha de solos e residuos lignocelul6sicos como fonte do consdrcio microbiano é
outro diferencial do trabalho. Os microrganismos que colonizam estes substratos sdo
conhecidos por produzirem uma grande variedade de enzimas 6xido-redutases nao-especificas,
que estdo associadas a decomposicdo da matéria organica complexa. E sabivel que estas
enzimas podem mediar a biodegradacao de compostos da classe azo (Adnan et al., 2015; Khlifi
et al., 2010; Senan e Abraham, 2004).

Para entender como alguns parametros-chave afetam a biodegradacdo do azo em
processos com utilizacdo de aeracdo intermitente, avaliou-se a influéncia da concentracéo de
co-substrato e nivel de aeracdo intermitente na biodegradacdo do Direct Black 22 (DB22) em
reatores de batelada. Em uma lavanderia téxtil de porte médio situada na regido nordeste do
Brasil, Amaral et al. (2014) relataram um consumo de 779 kg de DB22 em um periodo de 335

dias, sendo o mais utilizado.

O indculo foi previamente adaptado a concentragfes crescentes de DB22 (10-32,5 mg.L"
1y em meio de cultivo. Os efeitos da concentragdo inicial de glicose (1 — 2 — 3 g.L!) e aeracéo
intermitente (0 — 4 — 8 h.d) sobre as variaveis respostas descoloragio, constante de
descoloracdo (K) e remocao de demanda quimica de oxigénio (DQO) foram investigados por
planejamento fatorial e andlise de superficie de resposta. A AR utilizada simulava as
caracteristicas dos efluentes de lavanderias téxteis localizadas no agreste Pernambucano, com
base em estudos desenvolvidos por Amaral et al. (2017, 2014), Amorim et al. (2013) e Ferraz
etal. (2011).

O grau de mineralizagdo do DB22 foi qualitativamente avaliado nos experimentos
fatoriais por espectrofotometria UV-VIS. Ademais, foram conduzidos ensaios ecotoxicologicos
agudos utilizando sementes de Lactuca sativa e neonatos de Daphnia magna como
bioindicadores. Estes resultados forneceram informacdes importantes a respeito da influéncia
dos fatores investigados sobre a formacdo e biodegradacdo de compostos intermediarios

toxicos.
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Por fim, a caracterizacdo filogenética da biomassa microbiana envolvida e anélise da
diversidade por eletroforese em gel de gradiente desnhaturante (DGGE, do inglés denaturing
gradient gel electrophoresis) auxiliaram no entendimento de como estes fatores afetam as
proporcOes entre as populacoes e a diversidade de microrganismos, observando-se os reflexos
sobre as eficiéncias de remocdo de cor e de matéria organica e ecotoxicidade da AR tratada

biologicamente.



30



31

2. HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipdtese A: Os microrganismos obtidos de material lignocelulésico e solo, quando adaptados,
séo capazes de degradar o Direct Black 22 (DB22).

Obijetivo: adaptar e caracterizar um consorcio de microrganismos obtido de regides
florestais, observando a sua capacidade de descolorir o DB22.

Hipotese B: A aeracdo intermitente e concentracdo inicial de co-substrato exercem pressoes

seletivas na comunidade de microrganismos.

Objetivo: utilizar-se de ferramentas de biologia molecular para avaliar como a
composicao da comunidade microbiana do indculo se altera em condi¢6es modelos do

planejamento fatorial.

Hipotese C: Consorcios microbianos mais diversos sao mais eficientes em degradar o DB22
da AR.

Objetivo: avaliar a diversidade de populacdes microbianas nos experimentos por
DGGE, observando-se a correlacdo entre os indices ecoldgicos e a remocao de cor da
AR.

Hipotese D: A concentracdo inicial de co-substrato e aeracdo intermitente sdo fatores que

influenciam a remocédo de cor e de matéria organica da AR téxtil simulada contendo o DB22.

Objetivo: avaliar os efeitos da concentracao inicial de glicose e do tempo de aeracao
intermitente, bem como a interacdo desses efeitos, sobre as varidveis quantitativas
descoloracdo, constante de descoloracdo e remocdo de DQO com o uso de

planejamento fatorial e andlise de superficie de resposta.

Hipotese E: O consorcio microbiano € capaz de degradar o corante azo inclusive na presenca

de oxigénio.

Objetivo: avaliar os efeito da aeracdo intermitente sobre a descoloracdo do DB22,
observando-se possiveis variagdes na cor do efluente durante as fases aeradas dos

experimentos.

Hipdtese F: A concentracdo inicial de co-substrato e aeracdo intermitente sdo fatores que

influenciam o grau de mineralizagdo do DB22.
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Objetivo: avaliar o grau de mineralizacdo do DB22 nos experimentos fatoriais,
observando-se as alteracdes no perfil espectral UV-VIS da AR com o decorrer do

tempo.

Hipotese G: A aplicacdo de aeracdo intermitente permite maior remocdo de ecotoxicidade da
AR.

Objetivo: avaliar a remocao de ecotoxicidade da AR nos experimentos fatoriais,
utilizando sementes de Lactuca sativa e neonatos de Daphnia magna como

bioindicadores.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Setor téxtil e de confeccdo no Brasil

A industria da transformacdo empregava aproximadamente 7,4 milhGes de
trabalhadores assalariados no final de 2015, possuindo um total de 179,2 mil empresas ativas
no mesmo ano. O setor téxtil e de confeccdo, em especial, foi responsével por empregar 11,2%
deste pessoal e por gerar uma receita bruta de 113,9 bilhdes de reais (IBGE, 2015). Assim, o

segmento assume grande relevancia socioecondmica.

O estado de S&o Paulo é o maior produtor téxtil do Brasil, possuindo 10,2 mil unidades
locais e empregando aproximadamente 238 mil trabalhadores em 2015 (Figura 3.1). Estados
como Santa Catarina, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Cear4 e Pernambuco vém na
sequéncia, com um numero de unidades fabris variando de 1469 a 5154. Das principais
macrozonas de producéo, a regido Nordeste se destaca por ter experimentado um crescimento
exponencial nos ultimos anos, resultado dos diversos incentivos fiscais concedidos pelo
governo de alguns estados e méo de obra local barata. O polo téxtil do agreste pernambucano
— compreendido pelos municipios de Caruaru, Santa Cruz do Capibaribe e Toritama — foi 0
principal responsavel pela alavancagem do setor na regido (Frota et al., 2014).

Figura 3.1. (A) Numero de unidades locais e (B) pessoal ocupado por unidade de federacdo em
empresas do setor téxtil e de confeccdo com cinco ou mais pessoas ocupadas.

N° de Unidades Locais Pessoal Ocupado

d] 4.100 d] 75.000

l:I Fabricacéo de Produtos Téxteis \:l Fabricag8o de Produtos Téxteis
I:l Confeccéo de Artigos do Vestuario e Acessorios \:l Confecgao de Artigos do Vestuario e Acessodrios

Dados: IBGE, 2015. Fonte: elaboragéo propria.
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O governo de Sao Paulo, em 2017, assinou um decreto que isenta as industrias do setor
téxtil do pagamento do Imposto sobre Circulagdo de Mercadorias e Servicos em resposta aos
beneficios concedidos por outros estados brasileiros, incluindo o Rio de Janeiro e Minas Gerais.
A medida teria como objetivo evitar a evasdo de novas empresas do setor para outras unidades
federativas (ISTOE, 2017).

3.2. Processo fabril e geracao de efluentes na industria téxtil e de confec¢ao

O setor téxtil e de confeccdo movimenta a economia regional e gera empregos.
Entretanto, o processo de fabricacdo de produtos do género gera residuos em muitas de suas
etapas. A Politica Nacional do Meio Ambiente (PNMA) tem como principios, dentre outros, a
protecdo dos ecossistemas e o controle de atividades potencial ou efetivamente poluidoras
(Brasil, 1981). Neste sentido, os poluentes gerados pela industria téxtil devem ser corretamente

tratados e dispostos, respeitando-se os objetivos da PNMA.

Para que o tecido adquira as propriedades desejadas pelo consumidor, é necessario que
este passe por uma serie de processos com o objetivo de torna-lo mais resistente, duravel e
estético. Estes processos sdo conhecidos como tratamento a Umido (do inglés, wet processing)
e sdo subdivididos em: preparacdo, tingimento e acabamento. O tratamento a Umido €
caracterizado por compreender banhos quimicos e repetidos procedimentos de lavagem e
enxague, sendo responsavel pela maior geracdo das ARs do processo fabril téxtil (EPA, 1997).
O processo pode variar caso a matéria-prima processada seja diferente do algoddo, como a la
ou fibras sintéticas, ou a depender das caracteristicas desejadas para o produto final (EPA, 1997,
INETI, 2000).

A preparacao compreende as etapas de: i) engomagem e desengomagem, com o objetivo
de conferir protecdo e resisténcia as fibras; ii) lavagem, onde sdo removidos os 6leos, gorduras
e graxas, aumentando a hidrofilia da material; iii) branqueamento, processo onde séo utilizados
agentes oxidantes para embranquecer o tecido; e iv) mercerizacao, etapa opcional onde as fibras
se tornam mais resistentes, lustrosas e com maior afinidade ao corante (Dos Santos et al., 2007;
EPA, 1997; Harane and Adivarekar, 2016). Detalhes sobre o pré-tratamento de fibras, fios ou

tecidos de algoddo sdo demonstrados na Figura 3.2.

Durante a engomagem, sdo adicionados compostos naturais ou sintéticos, a saber:
amido, goma, cola, alcool polivinilico, carboximetil celulose, entre outros. Na desengomagem,
estes quimicos sdo removidos, processo onde é gerado um efluente com elevadas concentracfes

de solidos totais e de DQO. As impurezas da fibra sdo posteriormente removidas com adicéo
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de alcali no processo de lavagem, com adicional geracao de efluente. Na etapa subsequente, o
branqueamento, sdo adicionados oxidantes, como o perdxido de hidrogénio, para a remocao de

cor indesejada (Dos Santos et al., 2007).

Figura 3.2. Fluxograma tipico de processos envolvidos no pré-tratamento do algoddo, com detalhes
sobre a geracdo de aguas residuarias em cada etapa.

Gomas sintéticas ou naturais E
Agua ngomagem
Enzimas A 4 )
Detergentes Agua residual com matéria organica
Alcalinizantes——> Desengomagem —— (temperatura e alcalinidade elevados)
Calor 3-9 Lkg!
Agua
Y .
Alcalinizantes Agua residual com oleos, gorduras,
Detergentes I graxas, tensoativos e outros
Calor Lavagem/fervura (temperatura e alcalinidade elevados)
Agua 26-43 Lkg!
Agentes olxidantes ¥ Agua residual com H,O,, compostos
Ativadores

orgénicos halogenados e outros

Establhzag(;ll’zi Branqueamento (temperatura e basicidade elevados)
. -1
Agua 3-124 Lkg

Adaptado de Santos; Cervantes; Van Lier (2007); EPA (1997); Harane; Adivarekar (2016); INETI,
(2000).

O tingimento pode ser realizado em modo continuo ou em batelada, podendo ser
empregado nas mais diversas etapas do processamento da matéria-prima (e.g., fibras, fios e
pecas). Neste processo, sdo utilizados quimicos e/ou calor para fixar as moléculas do corante
no tecido. Os quimicos ndo aderidos sdo removidos durante a lavagem, gerando um efluente
com elevada cor e concentracdo de sais muito variavel (Dos Santos et al., 2007; EPA, 1997).
Apobs o tingimento, os tecidos passam por uma etapa de acabamento, onde sdo utilizados
tratamentos mecanicos ou quimicos para conferir caracteristicas especificas a fibra, e.g. maciez
e brilho (EPA, 1997).

No Brasil, efluentes de lavanderias téxteis do agreste Pernambucano foram
caracterizados por possuirem pH na faixa de 6,0-8,5, DQO elevada (>700 mg.L™) e salinidade
bastante variavel (2,6-4,4 %) (Amaral et al., 2017, 2014; Amorim et al., 2013; Ferraz et al.,

2011). Os ions de cloreto, sddio e sulfato estdo normalmente presentes, resultados da adi¢do de
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sais (e.g. NaCl ou Na>SQ4) para melhorar a fixagdo do corante a fibra (EPA, 1997). Ademais,
o consumo de grandes quantidades de metabissulfito de sodio (Na2S;0s)? — utilizado como
oxidante na descoloracao de pecas do vestuario — foi relatado em lavanderias téxteis localizadas
no agreste de Pernambuco, gerando um efluente com elevadas concentragfes de sulfato
(Amaral et al., 2017, 2014).

3.3. Legislacéo brasileira e abrangéncia dos corantes de origem antropica

A Resolugdo N° 430/2011 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), que
dispde sobre as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, ndo contempla os padrdes para
lancamento de ARs com concentracOes elevadas de corantes, embora o langamento destes
efluentes ndo deva alterar a classe dos corpos hidricos receptores. A Resolugdo N° 357/2005 do
CONAMA estabelece padrdes de cor verdadeira que variam de acordo com as classes dos
corpos hidricos, sendo que os corantes de origem antropica devem estar virtualmente ausentes
nos rios de Classe 1; e a presenca destes compostos é tolerada em rios de Classes 2 e 3 desde
gue removiveis com processos de coagulacdo, sedimentacdo e filtracdo.

Quadro 3.1. Padrdes de cor verdadeira e de corantes de fontes antrépicas para enquadramento de
corpos de agua.

Classe do corpo hidrico Corantes de origem antrépica Cor (mg.L* Pt-Co)
Classe 1 Virtualmente ausentes Nivel naturg | de corpos de
agua

Classe 2 Remqvwels_por processos de ) 75
coagulacéo, sedimentacdo e filtracdo

Classe 3 Remqvwem_por processos de ) 75
coagulacdo, sedimentacéo e filtragdo

Classe 4 Nao contemplado N&o contemplado

Dados: Resolu¢des CONAMA n. 357/2005 e 430/2011. Fonte: elaboracéo propria
As ARs da industria téxtil sdo compostas por uma mistura de um ou mais corantes e de
outras substancias que conferem cor ao efluente, possuindo matizes semelhantes entre si e com
propriedades que diferem daquelas dos padrdes de platina-cobalto utilizados em ensaios

convencionais de determinacdo de cor. Deste modo, outros métodos, como os métodos do

! Os sais sédo adicionados para proporcionar a exaustdo dos sitios de ligacdo em corantes anidnicos, e.g. corantes
reativos e diretos. Estima-se que a massa de sais utilizada nos banhos de tingimento pode chegar a até 80% da
massa das pecas. Dados: Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1995).

2 Amaral et al (2017) relatam um consumo de até 8925 kg de Na,S,0s, em uma lavanderia téxtil de porte médio,
durante um periodo de acompanhamento de 22 meses.
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American Dye Manufactures Institute (ADMI) e 0 método do registro do espectro, tém sido
utilizados por oferecerem medidas mais precisas da cor do efluente. (APHA/AWWA/WEF,
2005; Wu et al., 1998).

A legislacéo brasileira menciona que os corantes de origem antropica ndo devem estar
presentes em corpos hidricos de classe 1 e, ainda, que 0s corpos receptores classes 2 e 3 podem
apenas receber corantes removiveis por processos convencionais de tratamento de agua.
Entretanto, a normativa é vaga no sentido de que ndo ha mencéo sobre quais os tipos de corantes
removiveis nestes processos e em quais concentracdes estes compostos sdo tolerados. Ademais,
observa-se que a legislacdo ndo se preocupa com a acdo toxica dos corantes sobre 0s
ecossistemas aquaticos, restringindo-se a mencionar os aspectos concernentes a potabilidade,

i.e. as estacdes de tratamento de &gua convencionais devem ser capazes de remové-los.

Além disto, os padrdes de cor para enquadramento de corpos receptores nas classes 2 e
3 — mencionados na Resolugdo N°357/2005 do CONAMA — ndo sdo adequados para medir a
presenca de corantes na agua, uma vez que estes se baseiam no método convencional de
determinacdo espectrofotométrica de cor com utilizacdo da escala platina-cobalto. A Resolucéo
N° 430 do CONAMA, por sua vez, ndo oferece contribuicOes acerca do despejo de efluente

com concentracdes elevadas de cor.
3.4. Corantes e pigmentos organicos

Corantes e pigmentos sdo compostos responsaveis por conferir cor a um determinado
material. Os corantes se distinguem dos pigmentos por serem essencialmente solUveis em agua,
embora suas estruturas quimicas sejam semelhantes. Ademais, 0s corantes sdo
predominantemente utilizados no tingimento de materiais téxteis, enquanto os pigmentos séo
tradicionalmente empregados em outros materiais e.g. pinturas, plasticos, materiais de
construcao, ceramicas e vidros (Christie, 2015). Neste estudo, os corantes serdo abordados com

maior detalhe em funcéo dos objetivos do trabalho.

Os corantes podem ser classificados quanto ao seu método de aplica¢do ou de acordo
com sua estrutura quimica (Figura 3.3). O primeiro método se baseia em um conjunto de
propriedades que torna o composto apropriado para um material especifico, i.e. afinidade a um
tipo particular de fibra. As principais classes de aplicacdo para corantes sdo: acidos, basicos,
mordantes, diretos, reativos e dispersos (Christie, 2015).
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Figura 3.3. Classificacao de corantes quanto ao método de aplicacdo e estrutura quimica. Em vermelho:
classificacdo do Direct Black 22.

— Catidnico

Basico

Fibra sintética

> Disperso
Método de
aplicacio

> Mordante

. L WAL I = I -
Classificag¢do dos Anidnico Acido
corantes

—> Reativo —

> Fibra proteica

> Fibra celulosica

| i

— Estrutura quimica— >  Carbonilo

— Ftalocianina

> Outros
Dados: Christie, 2015. Fonte: elaborag&o propria.

Do ponto de vista do tratamento bioldgico de ARs com corantes, porém, a classificacdo
do colorante® quanto a sua estrutura quimica tem maior relevancia. Isto ocorre porque 0s
processos biolégicos de tratamento de efluentes sdo pensados em funcdo do metabolismo
celular dos microrganismos envolvidos, o que inclui a capacidade de produzir as enzimas
necessarias para a clivagem do composto alvo. Mais especificamente, a biodegradacao
dependeréa da presenca, na molécula do corante, de ligacdes que poderdo ser atacadas por grupos
funcionais do sitio ativo da enzima presente ou, ainda, da existéncia de grupos funcionais
capazes de se ligar a esses sitios ativos, possibilitando com que a reacdo ocorra (Lima et al.,
2001). Dentro desta classificacdo, os principais tipos de corantes sdo: azo (-N=N-), carbonilo
(C=0), ftalocionina, metino (-CH=) e nitro (NO2) (Christie, 2015).

Os grupos mencionados acima sdo denominados cromoforos e sdo 0s principais
responsaveis pela origem da cor nas moléculas de corante. Os colorantes podem conter, ainda,
grupos auxocromes, que séo responsaveis por melhorar a intensidade da cor, e.g. hidroxila (OH)
e amina (NRz), e grupos sulfonatos (-SO3), que aumentam o grau de solubilidade em agua
(Christie, 2015).

3 Traducéo livre do inglés colorant. Refere-se a substancias que conferem cor (corantes e pigmentos).
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3.5. Corantes azo e subprodutos da degradacéo biologica

Os corantes que possuem o cromdforo tipo azo, i.e. que apresentam um ou mais grupos
-N=N-, séo classificados como corantes azoicos e sdo particularmente relevantes por serem
amplamente utilizados pela industria téxtil (Kunz et al., 2002). Esta classe de corantes tem
grande importancia ambiental devido a sua dificil tratabilidade em esta¢des de tratamento de
ARs convencionais e alta toxicidade (Forgacs et al., 2004; Pinheiro et al., 2004; Shaul et al.,
1991; Singh et al., 2015).

A importancia ambiental destes corantes se estende ao seu processo de tratamento, ja
que, muitas das vezes, sua degradacdo bioldgica resulta na formacdo de aminas aromaticas
carcinogénicas que sao recalcitrantes ao tratamento anaerdbio (Pandey et al., 2007). Neste
sentido, alguns autores tém estudado processos bioldgicos de degradacdo do azo onde os
metabdlitos gerados sdo pouco téxicos ou totalmente mineralizados (Sen et al., 2016; Tan et
al., 2013).

O DB22 - objeto deste estudo — € um corante tetra-azo com presenca de grupos
sulfonatos (Figura 3.4). Com base na analise de sua estrutura quimica, presume-se que a
degradacéo incompleta do DB22 pode originar compostos como a anilina, acido naftaleno-2-

sulfénico e acido sulfanilico (Gavazza et al., 2015).

Figura 3.4. Estrutura quimica do corante azéico Direct Black 22, acido naftaleno-2-sulfonico (A),
anilina (B) e acido sulfanilico (C). Verde: grupo croméforo tipo azo. Vermelho: grupos auxocromes.
Laranja: grupamento sulfonato.

Na*

e
N\\N

Fonte: elaboragdo prdpria.

H.N
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3.6. Tratamento bioldgico de efluentes da industria téxtil

O tratamento fisico-quimico de ARs do setor téxtil tem sido empregado por muitas
industrias. Entretanto, os processos que envolvem coagulacdo quimica produzem uma grande
quantidade de lodo contaminado, que precisa ser posteriormente disposto (Gavazza et al., 2015;
Singh et al., 2015; Solanki et al., 2013). Ademais, algumas tecnologias envolvidas no
tratamento fisico-quimico destes efluentes, e.g. membranas e meios filtrantes, possuem alto
custo (Dos Santos et al., 2007; Sharma et al., 2016). A degradacdo bioldgica de azo-corantes
tem sido estudada por varios autores pela premissa de oferecer uma solu¢do mais sustentavel
do ponto de vista econdmico e de producao de residuos, além do seu potencial de reduzir ou até

mesmo eliminar a toxicidade desses efluentes.

Existem duas linhas de pesquisa principais na area de tratamento bioldgico desses
corantes, a saber: tratamento anaerébio, em que a degradacdo do composto azo ocorre pelo
mecanismo denominado descoloragdo redutiva; e tratamento com utilizacdo de bactérias e

fungos produtores de enzimas modificadoras da lignina (EMLS).
3.6.1. Descoloracao redutiva de corantes azo

No processo de descoloragdo redutiva, o azo-corante € reduzido diretamente pela acéo
de enzimas bioldgicas, ou indiretamente, na presenca de mediadores de Oxido-reducdo
(mediador redox, MR). A descoloragdo redutiva sé ocorre em anaerobiose em que 0 corante
azo é o aceptor preferencial de elétrons. Em ambiente aerdbio, o oxigénio é o aceptor final de
elétrons (Santos, 2001; Singh et al., 2015; Van Der Zee et al., 2003).

A Figura 3.5 ilustra 0 mecanismo de reducdo de um composto azo por um equivalente
redutor. Os equivalentes redutores sdo gerados na metabolizacéo do co-substrato, que age como
doador de elétrons, ou pelos subprodutos da degradacdo do proprio corante, sendo estes
utilizados para que enzimas microbianas catalisem a reacéo de quebra da ligacdo azo (Imran et
al., 2016). A principal enzima envolvida no processo é a azoredutase, mas algumas Oxido-
redutases ndo-especificas podem exercer papel relevante na descoloracao redutiva (Jadhav et
al., 2010; Pandey et al., 2007; Phugare et al., 2011; Telke et al., 2010).

Muitos autores reportaram, ainda, a importancia dos MRs como catalisadores da
reducdo enzimatica (Dos Santos et al., 2007, 2004, 2003). Estes compostos atuam como
carreadores de elétrons na conducdo dos equivalentes redutores produzidos no interior das

células até a molécula de azo (Imran et al., 2016; Rau e Stolz, 2003). Apesar dos bons resultados
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em experimentos de batelada, os efeitos do uso de MRs sobre a descoloragdo foram pouco
expressivos em alguns estudos envolvendo sistemas de fluxo continuo (Braluna et al., 2009; Dos
Santos et al., 2003). Dos Santos et al. (2005), porém, obtiveram bons desempenhos pela
combinacdo do uso de MRs e temperatura termofilica.

Figura 3.5. Mecanismo de descoloracdo redutiva de azo-corantes. (a) via direta enzimética; e (b) via

indireta catalisada por mediador redox. DE = doador de elétrons; DE.x = doador de elétrons oxidado; B
= bactéria; MRox = mediador redox oxidado; MRrqg = mediador redox reduzido.

a) b)
Corante Corante
DE o0 DE MRox azo
Aminas Aminas
DEox aromaticas DEox MRred aromaticas

Adaptado de Van Der Zee et al. (2003).

3.6.2. Degradacao de corantes azo por microrganismos produtores de enzimas

modificadoras da lignina

A degradacdo de corantes recalcitrantes por microrganismos produtores de EMLs tem
sido estudada por diversos autores (Adnan et al., 2015; Bourbonnais et al., 1997; Khlifi et al.,
2010; Tan et al., 2016; Wong e Yu, 1999). Fungos ascomicetos e de podriddo branca tém
demonstrado boa performance na degradacdo de corantes azo e de seus subprodutos, por
produzirem uma imensa variedade de enzimas ndo-especificas, normalmente associadas a
decomposicdo da matéria organica complexa (Khlifi et al., 2010; Kues, 2015; Tan et al., 2016;
Wong e Yu, 1999). A atividade dessas enzimas também foi observada em diversas estirpes de
bactérias (Galai et al., 2009; Phugare et al., 2011; Saratale et al., 2013; Telke et al., 2010).

A degradacdo do azo por esses microrganismos ocorre pela acdo de enzimas oxidases e
redutases, sendo que o efeito sinérgico entre elas é destacado em alguns estudos (Phugare et al.,
2011). A descoloracdo mediada por EMLs (lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase),
muitas vezes em associacdo com outras enzimas ndo-especificas (tirosinase, DCIP-NADH
redutase e alcool veratrilico oxidase), foi observada por diversos autores (Adnan et al., 2015;
Khlifi et al., 2010; Kurade et al., 2017; Leung e Pointing, 2002; Phugare et al., 2011; Roriz et
al., 2009; Sen et al., 2016; Tan et al., 2016; Telke et al., 2010).
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3.7. Utilizacao de consorcios microbianos no tratamento de corantes azo

Em co-cultura, os microrganismos podem se beneficiar da producéo de metabdlitos por
outras espécies, e por isso 0s consorcios microbianos sdo mais resilientes as variacoes
ambientais e ao estresse nutricional (Brenner et al., 2008). Benomar et al. (2015) observaram
uma relacdo sinérgica entre duas espécies de bactérias em que, na auséncia de nutrientes
essenciais, ocorria troca de material citoplasmatico entre os individuos. A comunicagéo induzia

amodificacOes na expressdo génica das celulas e a emergéncia de novos fendtipos no consorcio.

No ambito do tratamento biol6gico de azo-corantes, interagBes similares foram
observadas . Kurade et al. (2017) constataram que os microrganismos de um consorcio bactéria-
leveduras produziram mais enzimas quando em associacdo, se comparado a producdo
enzimatica das mesmas espécies isoladamente. Phugare et al. (2011) também reportaram a
eficiéncia do uso de consércios na degradacdo de um efluente de inddstria téxtil, demonstrando
que um consorcio formado por dois tipos de bactérias propiciou melhor descoloragdo do
efluente que as culturas individuais, reduzindo significativamente a ecotoxicidade dessa AR.
Conclusdes similares foram obtidas por Khehra et al. (2005) ao comparar o0 desempenho de um
consorcio artificial a eficiéncia de descoloracdo de diversos corantes azos pelas respectivas

culturas puras.

Em suma, a maioria dos trabalhos envolvendo a biodegradacdo de compostos azo fazem
uso de culturas puras ou de consorcios artificiais. Esta abordagem — que esta historicamente
associada a biotecnologia industrial — é pouco vidvel no contexto da biotecnologia ambiental
que visa ao tratamento de residuos, principalmente devido aos requisitos de esterilidade
(Kleerebezem e van Loosdrecht, 2007). Kleerebezem e Van Loosdrecht (2007) utilizam o
conceito de Biotecnologia de cultura mista* para referir-se a aplicagdo de culturas
indeterminadas em sistemas bioldgicos. A técnica ndo requer o isolamento prévio das culturas
utilizadas e, portanto, o rendimento do processo € controlado por intermédio de alguns fatores
chaves, e.g. fonte do indculo e condicdes ambientais para selecdo dos microrganismos de

interesse.
3.8. Aeracdo intermitente aplicada a biodegradagdo de aminas aromaticas

As aminas aromaticas e outros intermediarios gerados no processo de descoloragdo

redutiva sdo recalcitrantes ao tratamento anaerdbio, de modo que muitos autores optam por um

4 Traducéo livre do inglés Mixed culture biotechnology
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poOs-tratamento aerobio para remocao destes compostos (Amaral et al., 2014; Amorim et al.,
2013; Brauna et al., 2009; Gavazza et al., 2015; Imran et al., 2016; Sharma et al., 2016;
Talarposhti et al., 2001). A aplicacdo de aeracdo intermitente para a remogao de cor, que sera
testada neste estudo, é uma alternativa aos processos convencionais anaerobio-aerobios e visa

a descoloracdo e biodegradacdo de metabdlitos no mesmo compartimento reacional.

A estratégia foi previamente utilizada em um Unico estudo de conhecimento do autor,
em que se constatou que reatores sujeitos a microaeracdo descontinua produziram um efluente
com menor ecotoxicidade aguda a D. magna quando comparado ao efluente tratado em
ambiente estritamente anaerobio (Menezes, 2016). Estes resultados sdo importantes porque

abrem espago a novos caminhos no &mbito do tratamento bioldgico de ARs do setor téxtil.
3.9. Considerac0es parciais

Os fatores que afetam a biodegradacao de corantes azo em processos com utilizagao de
aeracdo intermitente sdo pouco conhecidos. A frequéncia de aeracdo, fonte de carbono
organico, concentracdo inicial de co-substrato e fatores ambientais, e.g. pH e temperatura, sdo
variaveis que possivelmente interferem no processo. Neste trabalho, o nivel de aeragdo
intermitente e a concentragdo inicial de glicose foram selecionados como variaveis de estudo,
com a finalidade de entender como a disponibilidade de equivalentes redutores e a respiracdo
aerobia afetam o balanco de elétrons destinados aos varios processos, entre eles a descoloracao

do DB22 e mineralizacao dos subprodutos.
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4. MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado em duas etapas principais, a saber: A) obtencdo dos
microrganismos e adaptacdo do consorcio ao DB22; e B) estudo dos efeitos da aeracédo
intermitente e concentracdo inicial de glicose sobre diversos processos envolvidos na

biodegradagdo do DB22 por intermédio de planejamento fatorial.

No estudo fatorial, as principais respostas avaliadas foram: i) remocéo de cor e cinética
de descoloracao; ii) analise qualitativa da presenca de aminas aromaticas no tempo final do
experimento; iii) remocéo de DQO; iv) caracterizagdo microbiana por sequenciamento do gene
16S rRNA e DGGE; e v) ensaios ecotoxicoldgicos com sementes de L. sativa e microcrustaceo
D. magna. O diagrama da Figura 4.1 apresenta informac@es referentes as etapas do estudo e

respectivas andlises realizadas para monitoramento e conhecimento dos processos.

Figura 4.1. Diagrama com informag@es acerca de etapas do estudo e principais analises realizadas.
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4.1. Efluente téxtil sintético

4.1.1. Corante e processo de hidrélise

O DB22 (CAS 6473-13-8) foi utilizado como corante azo modelo. O composto cedido
pela empresa Exatacor Araquimica Ind. e Com. de Corantes (Recife, PE) possuia peso
molecular de 1083,97 g.mol™* e pureza de 50% (informagao pessoal®). A hidrélise foi realizada
de acordo com o método descrito por Santos et al. (2004), simulando o0 processo comumente
realizado industrialmente. O método consiste na elevacdo do pH da solugdo de corante com
NaOH 20% (m.m™) até o pH 11 e subsequente aquecimento da mistura a 85°C por 1 hora sob

agitacdo. Apos resfriada, a solugdo foi neutralizada com adicao de HCI (6 mol.L™?).
4.1.2. Constituintes da agua residuaria

A AR sintética foi preparada de forma a prover os compostos comumente encontrados
em efluentes industriais téxteis (Amaral et al., 2017, 2014; Amorim et al., 2013; Dos Santos et
al., 2005; Ferraz et al., 2011; Kurade et al., 2017; Phugare et al., 2011; Telke et al., 2010). Visto
que este trabalho parte de uma parceria cujo objetivo é viabilizar o tratamento de residuos
gerados em lavanderias localizadas no polo industrial de Caruaru — PE, o0s estudos
desenvolvidos nessa regido foram especialmente ponderados na composicdo do efluente

simulado.

A AR era composta de: DB22 (32,5 mg.L ™), glicose (1,0-3,0 g.L ), KH2PO4 (0,25 g.L
1), NaS04 (0,50 g.L™") e NaCl (0,5 g.L ™). Ademais, foram adicionados extrato de levedura (0,2
g.L 1) como fonte de nitrogénio e NaHCOs (1:1 g-glicose) como fonte de alcalinidade. Os
elementos tracos foram fornecidos pela adicdo de uma aliquota de 1 mL.L™* de solugdo de
elementos tragos com a seguinte composicio (g.L™): FeS04.7H20 (0,75), NiSO4.7H.0 (0,5),
MnCl2.4H-0 (0,5), ZnS04.7H20 (0,5), H3BOz(0,1), CoCl..6H20 (0,05), CuSO4.5H20 (0,005),
Na2Mo04.2H20 (0,004) e EDTA (1,0).

4.2. Fonte de microrganismos

Os microrganismos foram obtidos a partir de material lignocelulésico — madeira putrida
e solo de regides naturais. Os solos florestais ja foram utilizados para obtencdo de
microrganismos ligninoliticos (Bandounas et al., 2011; Huang et al., 2013). Ademais, residuos
lignocelulésicos e solos contaminados com efluente da industria téxtil sdo materiais ja

utilizados previamente como fonte de culturas degradadoras de corantes da classe azo (Adnan

°> Gavazza, S.S.P. Mensagem recebida por e-mail em 03 de nov. de 2018.
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et al., 2015; Seesuriyachan et al., 2007; Senan e Abraham, 2004; Telke et al., 2010). As coletas
foram realizadas em trés pontos distintos geograficamente para obter maior diversidade
microbiana, a saber: Parque do Sabid, localizado no municipio de Uberlandia — MG; Bosque
de Pinnus da UFSCar, situado no distrito de Sdo Carlos — SP; e Fazenda Cassorova, no
municipio de Brotas — SP. Os detalhes estdo discriminados na Figura 4.2 e Quadro 4.1.

Figura 4.2. Representacdo espacial de pontos de coleta de material lignocelulosico e solo utilizados
como fonte de microrganismos. Datum: WGS 1984.

S3o Carlos .~
Brotas® — — = — — — — -
&

0 65 130

Quadro 4.1. Detalhes sobre pontos de coleta de material lignoceluldsico para obtengdo de consorcio
microbiano.

s . Coordenadas
Ponto de Coleta Municipio Material coletado . .
Latitude Longitude

Madeira putrida de

Fazenda Cassorova Brotas - SP arvore caida e solo  22°24'49,4"S  47°59'39,8" W

adjacente

Bosque de Pinnus da ¢ ~arios - P Soloadjacentea — yjopqgang 47053 09" W
UFSCar residuos de madeira

Parque do Sabia Uberlandia - MG Soloadjacente a g0 pp g 3vg 480 14' 185" W
residuos de madeira
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4.3. Obtencéo e enriquecimento do consorcio microbiano

Os microrganismos obtidos de material lignocelulésico foram enriquecidos em meio de
cultura (MC, pH 9,6) adaptado de Senan e Abraham (2004). O meio era composto de glicose
(30 g.L 1), extrato de leveduras (6 g L), KH2PO4 (6 g L) e Na,COs (10 g L1). O material de
indculo — solo com residuos de madeira advindos de diversas regides naturais (Quadro 4.1) —
foi misturado em partes iguais e tratado conforme procedimento descrito por Bandounas et al
(2011). Resumidamente, 5 g do material foi suspenso em 100 mL de NaCl 0,9% (m/v) e a
solucdo resultante foi incubada sob agitacdo a 30°C e 200 rpm por periodo de 1 h.
Posteriormente, uma aliquota de 5 mL da solucéo foi transferida para um frasco de erlenmeyer
(500 mL) contendo 100 mL de MC. Ademais, adicionou-se uma lasca de madeira putrida
(Fazenda Cassorova) com dimensdes de aproximadamente 2 x 2 cm. As culturas foram

incubadas no escuro a 30°C e em condigdes estaticas, i.e. sem agitacdo, por periodo de 24 h.

Para adaptacdo do consércio ao corante estudado, uma aliquota de 1 mL do meio
cultivado foi transferida para MC fresco contendo 10 mg.L™* de DB22. Em um periodo de 20
dias, foram realizadas sucessivas transferéncias para meio com concentracdes crescentes do
corante, asaber: 10, 15, 20, 25 e 32,5 mg L™%. O consércio obtido foi enriquecido por um periodo
adicional de cinco dias, durante o qual foram realizadas trocas diarias do meio de crescimento
utilizando a concentragio de DB22 de 32,5 mg L. O consécio microbiano obtido era capaz de

descolorir o meio de cultura em um periodo de aproximadamente 12 h.

Neste trabalho, ndo foi identificada a presenca de fungos no consércio (Figura A.1 do
Apéndice A). Possivelmente, o elevado valor de pH do meio de cultura (pH 9,6) e curto
intervalo entre as repicagens (24-48 h) possibilitou o estabelecimento de bactérias com rapido

crescimento em detrimento dos organismos eucariotos.
4.4. Preparo de in6culo

O consorcio microbiano obtido foi preservado com glicerina em aliquotas para
padronizacdo do inoculo dos ensaios subsequentes (Hollander et al., 1954). Para isso, 210 mL
de cultura de 24 h (2,55 g-SSV.L?) foram centrifugados a 9000 rpm por 5 min para recuperagéo
da biomassa e descarte do decantado. Os microrganismos foram lavados em solucdo de NaCl
0,9% (m.v) para remocdo de metabdlitos e suspensos em 210 mL de solugdo contendo
glicerina 50% (v.v'') e MC 50% (v.v-1). Foram preparadas aliquotas de 2 mL da soluc&o obtida
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em tubos de eppendorf e as partes foram armazenadas congeladas a -80°C em congelador de

ultra-baixa temperatura (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA).

Previamente ao uso como inoculo das bateladas, os microrganismos foram lavados em
solugdo de NaCl 0,9% (m.v!) e pré-cultivados em 100 mL de MC a 30°C e em condigdes
estaticas, i.e. sem agitacdo, por periodo de 24 h. As culturas pre-cultivadas renderam uma
producdo média de biomassa de 2,7 g-SSV.L. As células foram lavadas com agua deionizada

previamente a inoculagdo dos experimentos.

4.5. Planejamento experimental aplicado a degradacéo do DB22 e de subprodutos

4.5.1. Planejamento fatorial completo

Os efeitos da concentragéo de glicose (X1) e aeracao intermitente (X2) sobre as variaveis
respostas descoloragéo final (Y1), taxa constante de descoloracéo (Y2) e remogédo de DQO (Y3)
foram investigados por meio de planejamento fatorial e analise de superficie de resposta (RSM,
do inglés response surface methodology). O método utilizado foi o planejamento fatorial
completo (FFD, do inglés full factorial design) 32 — trés niveis (n) e dois fatores (k) — com duas
repeticdes, totalizando 18 ensaios. O estudo em trés niveis foi realizado a fim de que se pudesse
observar e analisar a curvatura da superficie de resposta (Jones e Nachtsheim, 2011). Para um
namero de niveis superior a dois, o delineamento composto central rotacional (DCCR) tem sido
considerado uma alternativa mais eficiente ao FFD por permitir a obtencéo de resultados de boa
qualidade com um menor namero de ensaios. Entretanto, nestas condi¢des, obter-se-ia valores
para niveis de aeracdo de dificil operabilidade. Ademais, com a realizacdo de duas repeticdes
em experimentos de apenas dois fatores, o nimero de ensaios no FFD passa a ser similar ao de

um DCCR (9 pontos fatoriais + 6 pontos axiais + numero arbitrario de pontos centrais).

A concentragéo de glicose foi estudada na faixa de 1 a 3 g.L* e a aeracdo intermitente
na faixa de 0 a 8 h.d%. Os fatores X1 e Xz foram tratados como variaveis continuas representadas
pelos codigos -1, 0 e 1 para os fins de calculo, como demonstrado no Quadro 4.2. As

combinagdes do FFD s&o apresentadas no Quadro 4.3.

Quadro 4.2. Valores utilizados no FFD para estudo da remocdo de cor, DQO e toxicidade de agua
residuaria sintética com corante DB22.

Fatores Cadigo -1
1. Glicose (g.L™Y) X1
2. Aeracéo (h.d?) X2
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Quadro 4.3. Matriz do FFD codificada com nove condi¢des experimentais e duas repeticGes,
totalizando 18 ensaios.

NUmero de execucao do ensaio X1 Xa
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 1
4 0 -1
5 0 0
6 0 1
7 1 -1
8 1 0
9 1 1
10 -1 -1
11 -1 0
12 -1 1
13 0 -1
14 0 0
15 0 1
16 1 -1
17 1 0
18 1 1

4.5.2. Modelo empirico e superficie de resposta

Os resultados do experimento fatorial foram utilizados para a construcdo de um modelo
quadratico com interacfes de primeira ordem. De acordo com Rodrigues e Lemma (2014), o

modelo pode ser representado pela Eq. 4.1:
Y= Bo+ BiXi+ BoXo+ BriXP + BaxX3 + BraXiX, +e (4.1)

Na Eq. 1: B, € o termo constante; 3; € 85, B11 € B2 € B1, representam, respectivamente,
os efeitos lineares, quadraticos e interativo dos fatores; e e € o termo de erro. A qualidade do
ajuste do modelo quadratico foi testada por meio do método de Andlise de Variancia (ANOVA)
realizado na plataforma Protimiza Experimental Design (Campinas, Brasil). Os coeficientes
ndo significativos (p>0,1) foram eliminados e os pardmetros do modelo foram recalculados. O
p-valor utilizado foi de 0,10 devido & grande variabilidade existente em experimentos que
utilizam microrganismos (Rodrigues and Lemma, 2014). A superficie de resposta contendo
apenas os coeficientes significativos foi gerada com o auxilio do software Statistica Enterprise
(Statsoft Inc., Tulsa, EUA).
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4.6. Operacao das bateladas

Os ensaios foram realizados em frascos de Duran® (1 L) contendo 0,5 L de efluente
sintético e headspace de 50% conectado a atmosfera. As bateladas foram inoculadas com o
correspondente a 10% (v.v!) da biomassa microbiana previamente ativada (Figura 4.3). Nos
ensaios com aeracao intermitente, foi utilizada a seguinte estratégia: 4 ou 8 ciclos de aeracao
por dia, com duracdo de 1 h cada, igualmente espacados no periodo de 24 h (Figura 4.4). Todos
o0s experimentos foram realizados a 30°C.

Figura 4.3. Esquema de operag&o das bateladas. Experimentos inoculados com 10% (v/v) do consoércio
microbiano pré-cultivado por 24 h e sujeitos a aeracao intermitente controlada por temporizador digital.

Controle de
aeracao

0,5 L efluente
sintético

10% (V/v) o

Figura 4.4. Estratégia de aeragdo intermitente utilizada nos ensaios. A aeragdo foi providenciada por
meio de bomba aeradora modelo Big Air A320 a uma vazao de 2,5 L/min. Foi utilizada uma pedra
porosa (12x25 mm) para facilitar a difusdo do ar no meio liquido. Os ciclos de aera¢éo possuiam duragao
delh.

| | | | | | | | |
| | | I | [ I | |

0h 6h 12h 18 h 24h

N
Com aeracio |:| Sem aeracio
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4.7. Analises fisico-quimicas
4.7.1. Cor, pH, DQO, SSV e Alcalinidade

Os parametros de monitoramento das bateladas estdo indicados no Quadro 4.4. As
analises de pH, DQO e solidos suspensos volateis (SSV) foram realizadas de acordo com
protocolos do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA/AWWA/WEF, 2005). A cor das amostras foi determinada pelo método do registro do
espectro visivel (APHA/AWWA/WEF, 2005; Wu et al., 1998). As amostras foram previamente
diluidas em solugdo tampao fosfato (10,86 g.L™ de NaH2PO e 5,98 g.L! de NazHPO4) em
proporcdo 1:1 e pré-tratadas para remocdo de turbidez (Firmino et al., 2010). A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotometro Nanocolor UV/VIS 1l (Macherey Nagel, Diren,
Alemanha) nos comprimentos de onda de 400 a 700 nm. A alcalinidade foi determinada pelo
método de Dilallo e Albertson (1961), modificado por Ripley e Boyle (1986).

Quadro 4.4. Métodos analiticos utilizados no monitoramento do processo de biodegradagéo do DB22
em reatores de batelada.

Parametro Método Referéncias

Cor Registro do espectro Wu et al. (1998); APHA (2005)
pH Potenciométrico APHA (2005)

DQO Espectrofométrico APHA (2005)

SSvV Gravimétrico APHA (2005)

Alcalinidade Titulométrico Ripley e Boyle (1986)

4.7.2. Biodegradacdo do DB22 e producdo de aminas aromaticas

A biodegradacdo do DB22 foi monitorada por espectrofotometria UV-VIS (Pinheiro et
al., 2004). As amostras receberam tratamento similar aquele dos ensaios de determinacdo de
cor e a leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 200 a 800 nm. A presencga de aminas

aromaticas foi qualitativamente avaliada na regido de varredura do espectro de 200 a 350 nm.
4.7.3. Cinética de degradacédo

A cinética de biodegradagdo do DB22, nos reatores de batelada, foi investigada. Para
efeitos de simplificagdo, considerou-se que as reagdes se aproximam do modelo usual de

primeira ordem, observando-se as condi¢des a seguir.

Considere-se a reacao estequiométrica simples abaixo:

E
C+D—>P (4.2)
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Onde: C é o contaminante; D € o composto organico doador de elétrons da reacédo; E
corresponde a enzima biologica que catalisa a reacdo de degradacéo; e P sdo o0s subprodutos da

reacao.

Visto que os processos bioldgicos sdo intermediados por enzimas bioldgicas, temos que,
para um reator de batelada ideal, a taxa de reagéo (r¢) pode ser descrita como uma equacao de
Monod (Levenspiel, 1998):

_ dc_k Cc Cp
e= " ~ Cc + Kme Cp + Kup

(4.3)

Onde: t é o tempo de reacdo; C. é a concentracdo do contaminante; Cp, é a concentrago
do doador de elétrons; Ky, € K);p S0 as constantes de meia saturagdo relacionadas a afinidade
das enzimas biol6gicas pelo contaminante e doador de elétrons, respectivamente; e K é uma
constante que depende de varios fatores, e.g. temperatura, presenca de elementos tracos, entre

outros.

Nos casos em que o doador de elétrons se encontra em excesso, porém, a taxa de reacao
é limitada apenas pela concentracdo do contaminante. Deste modo, a Eq. 4.3 pode ser reescrita

como.

_ k¢ (4.4)
= X e + Ku '

Assumindo que o contaminante é um composto recalcitrante e, portanto, Ky, > Cc, a

taxa de reacdo se aproxima de uma cinética de primeira ordem:
—rc =K, C. (4.5)
Onde: K; € a constante de primeira ordem da reacéo.

Para efeitos de comparacdo entre os diferentes tratamentos realizados, bem como de
simplificacdo dos calculos, 0 modelo de primeira ordem foi utilizado para ajuste dos dados em
todas os experimentos. Entretanto, neste estudo, deve-se considerar que: a) a concentragdo do
co-substrato doador de elétrons é variavel; e b) o aumento dos niveis de aeracdo intermitente
gera uma demanda por equivalentes de reducdo, pela respiragdo aerdbia, que ndo esta associada
a degradacdo do corante. Em virtude disso, para baixas concentracdes de co-substrato e niveis

superiores de aeracao intermitente, o ajuste dos dados a um modelo de pseudo-primeira ordem
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serd menos apropriado, pois o doador de elétrons ndo se encontrard, necessariamente, em

€XCessO.

4.8. Analises microbioldgicas

4.8.1. Morfologia dos microrganismos

Para conferir a morfologia e integridade das células cultivadas, i.e. consdrcio
microbiano adaptado DB22, foi realizada analise de microscopia 6tica de contraste de fase. A
ferramenta utilizada foi um microscopio 6tico modelo Olympus BX60 com uma camera digital

Olympus DP74 acoplada.
4.8.2. Amostragem, extracao e integridade do DNA genémico

O efluente dos reatores em batelada foi centrifugado (9000 rpm, 5 min) para a
recuperagdo da biomassa microbiana suspensa. O pellet formado foi lavado em tampéao PBS
1X para remogdo de impurezas e preservado a -20°C até a extracdo. O DNA genbémico foi
extraido utilizando-se o conjunto FastDNA® Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana,
EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. A concentracdo e pureza do DNA foram avaliadas
utilizando-se espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA),
constatando-se que todas as amostras possuiam relacdo entre as absorbancias a 260 nm e 280
nm (Aze0/A2g0) Na faixa de 1,8 a 2,0, que € um bom indicativo da pureza dos acidos nucleicos
(Desjardins and Conklin, 2011). Ademais, nas amostras enviadas para sequenciamento do gene
16S rRNA, a integridade do DNA foi avaliada por procedimento de eletroforese em gel de
agarose 0,8% (Silva et al., 2003), tendo sido constatado que as amostras de DNA genémico

eram integras, possuindo tamanhos na ordem de 10.000 pb®.
4.8.3. Sequenciamento metagendmico do gene 16S rRNA

A identificacdo filogenética dos microrganismos (indculo e experimentos E-02 e E-04)
foi realizada a partir da amplificacdo e caracterizagdo de fragmentos do gene 16S rRNA por
técnica de sequenciamento metagenémico. Os experimentos sequenciados foram escolhidos
com base em critérios como velocidade de descoloracdo, DQO residual e grau de mineralizagdo
do DB22.

Foram utilizados os primers universais 341F (CCTAYGGGRBGCASCAG) e 806R
(GGACTACNNGGGTATCTAAT) para amplificagdo do 16S DNAr de Bacteria. O preparo de

& A verificacéo foi realizada com o auxilio do padrdo High DNA mass ladder Invitrogen.
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biblioteca foi realizado com utilizacdo do kit NEBNext ® Ultra DNA Library Pre Kit for
[llumina (New England Biolabs, Ipswich, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante. A
biblioteca foi sequenciada na plataforma Illumina HiSeq 2000 e leituras pareadas de 250 pb
foram geradas.

As leituras foram montadas e filtradas (QPhred > 33) para a remocdo de sequéncias
contendo bases de baixa qualidade. Quimeras foram detectadas (UCHIME algorithm) e
eliminadas. Apds o alinhamento das sequéncias, utilizou-se o algoritmo UPARSE-OTU para a
determinacédo de unidades taxonémicas operacionais (OTUs, do inglés operational taxonomic
units)’ com 97% de similaridade. A classificacido taxondmica das OTUs foi realizada com o

RDP classifier (Ribossomal Database Project; http://rdp.cme.msu.edu/).

As sequéncias de nucleotideos foram depositadas no banco de dados Sequence Read
Archive (SRA) do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e esta disponivel sob
0 nimero de acesso PRINA521536.

4.8.4. Reacdo em cadeia da polimerase, eletroforese em gel de gradiente

desnaturante e analise multivariada do perfil de bandas

As regides V6-V8 do gene 16S rRNA de bactérias foram previamente amplificadas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction) com utiliza¢do dos
primers 968FGC e 1401R (Nbel et al., 1996). Foi utilizado termociclador modelo Eppendorf
AG - 22331 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) cuja programacéo € descrita no Quadro 4.6.
Os produtos da PCR foram testados por eletroforese em gel de agarose 1,2% utilizando como
referéncia o padrdo Low DNA Mass Ladder Invitrogen. Os fragmentos de DNA possuiam
tamanhos na ordem de 400 pb — valor aproximado da regido do 16S rDNA alvo da amplificagéo.

Quadro 4.5. Primers utilizados para amplificagéo das regides V6-V8 do 16S rDNA do dominio Bacteria
na técnica de PCR.

Primers  Sequéncias (5’-3”)
5’-CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
GAA CGC GAA GAA CCT TAC-3

1401R 5-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3

968FGC

" Organismos agrupados com base no critério de similaridade das sequéncias do gene 16S rRNA.
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Quadro 4.6. Programacdo do termociclador utilizado durante PCR para amplificacdo das regides V6-
V8 do 16S rDNA do dominio Bacteria.

Desnaturacéo inicial | Desnaturacdo Anelamento Extensdo E)ﬁ:;slao Resfriamento
95°C 94°C 56°C 72°C 72°C
, 45" 45" 1| 10| 40C
7 e e
35 ciclos

A DGGE foi realizada de acordo com protocolo de Muyzer et al. (1993). Os produtos
da PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida 8% (m/v) com gradiente desnaturante de 45
a 65%. O teste foi realizado a 60°C, com tenséo de 75 V, por periodo 16 h. O gel foi corado
com brometo de etidio e as leituras do padrédo de bandas foram realizadas com o uso do trans-
iluminador UV modelo Eagle Eye Il (Stratagene California, San Diego, EUA). As analises
multivariadas do perfil de bandas foram realizadas com o auxilio do software BioNumerics 2.5
(Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). A similaridade entre as amostras foi calculada pela técnica
do Coeficiente de Correlacao de Pearson e o dendograma foi construido utilizando o algoritmo

UPGMA (do inglés Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic averages).
4.8.5. Célculo de indices ecoldgicos

Os indices de diversidade, dominéncia e riqueza relativa foram calculados com base no
namero e intensidade relativa das bandas do DGGE. Nas amostras sequenciadas, os indices
foram obtidos com base no nimero de sequéncias das OTUs com 97% de similaridade. O

software utilizado para os calculos foi 0 PAST 3 (University of Oslo, Oslo, Noruega).

A diversidade de populacdes foi estimada com base no indice de Shannon (H), calculado

a partir da seguinte equacdo (Magurran, 1983):

n; n;
H= —Z—‘ln—‘ (4.6)
n n
Sendo n 0 numero total de individuos; e n; o nimero de individuos do taxon i.
O célculo da Dominancia (D) utiliza a relagéo a seguir (Hammer et al., 2001):
n; 2
D= Z (Z) (4.7)

O indicador da riqueza utilizado foi o estimador Chao-1 (S1), que considera o niUmero
de populacGes raras na amostra acrescido de um termo que traduz a possibilidade de encontrar

novas populagdes ndo descobertas (Chao e Lee, 1992):
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F?

S =S —
1 obs+2F2

(4.8)

Sendo Seps 0 numero de populacBes na amostra; £z 0 numero de singletons, i.e.
populagdes com uma Unica ocorréncia na amostra; e 20 nimero de doubletons, i.e. populacdes

com apenas duas ocorréncias na amostra.

4.9. Ensaios ecotoxicoldgicos

49.1. Testes com semente de Lactuca sativa

Foram conduzidos testes de toxicidade aguda do efluente ndo-tratado e tratado
utilizando sementes de L. sativa. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada uma das
réplicas das diferentes condi¢des avaliadas, i.e., seis testes para cada condi¢do. Ademais, foram
realizados ensaios preliminares, em sextuplicata, com 0s componentes inorganicos da agua
residudria sintética (Quadro 4.7) para avaliar a toxicidade motivada pela concentracdo do sal
empregado como fonte de alcalinidade. O bicarbonato de sddio (NaHCO3) foi utilizado na

proporcao de 1 g de NaHCOs por g de glicose.

O método utilizado foi o do alongamento da radicula, conforme protocolo da Empresa
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos — EPA, com adaptacdes (EPA, 1989; Priac e Badot,
2017). As placas de petri de 90 mm foram revestidas com uma camada dupla de papel filtro
qualitativo (85 g/m?) previamente esterilizado e um total de cinco sementes foram dispostas
igualmente espacadas sobre o papel umedecido com 4 mL da amostra teste. As tampas foram
revestidas com papel filtro umedecido com 2 mL de amostra para evitar a perda de umidade.
As placas foram seladas e mantidas no escuro a 24.0 + 0.1°C por 120 h. Novos testes foram
realizados, em sextuplicata, para as condi¢des experimentais que se destacaram com base em
critérios especificos. Os novos ensaios foram realizados com um total de dez sementes por

placa.

Os parametros de reposta avaliados foram a taxa de germinacdo (GR, do inglés
germination rate) e o indice de germinacgéo (Gl, do inglés germination index), calculados pelas

equac0es a seqguir (Priac e Badot, 2017):

GR (%) = G55 100 (4.9
(%) = oSC X )
_ RLS x GSS

" RLCxGSC (4.10)
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Sendo GSS e GSC o nimero de sementes germinadas na amostra de efluente e controle,
respectivamente; e, de modo analogo, RLS e RLC sdo o comprimento total da radicula na

amostra de efluente e controle.

Quadro 4.7. Principais caracteristicas dos experimentos de toxicidade realizados com sementes de L.
sativa.

Experimento Composicéo da AR Réplicas/condicdo Sementes/réplica

. NaHCOs (1-3 g.L %), KH,PO4
Efe“oir?grcgmgggemes (0,25 g.L%), Na2SOs (0,50 g.L %) e 6 5
g NaCl (0,50 g.L%).

Glicose (1-3 g.L!), NaHCO; (1-3
Efeito da concentragdo g.L %), KH.PO4 (0,25 g.L D), 6 5
de glicose na AR bruta Na2SO, (0,50 g.L ), NaCl (0,50
g.L") e DB22 (32,5 mg.LY).

Efeito do tratamento

L AR sintética tratada
biolégico biologicamente 6 >
(E-01 a E-09) g
Efeito QO fra}tamento AR sintética tratada
biologico biologicamente 6 10
(E-02 & E-04) g

Figura 4.5. Semente germinada de L. sativa.

Fonte: acervo pessoal do autor.



58

4.9.2. Testes com Daphnia magna

Os ensaios de toxicidade aguda ao microcrustaceo D. magna foram realizados de acordo
com procedimentos descritos na NBR 12.713 (ABNT, 2016). Os neonatos com idade inferior
a 24 h foram expostos as varias diluicdes das amostras de interesse por periodo de 48 h, sem
alimentacdo. Os ensaios foram mantidos em incubadora B.O.D. modelo SL-200/120 (Solab,
Piracicaba, Brasil) com temperatura controlada de 18°C e fotoperiodo de 16 h. Foram utilizados
um total de trinta organismos-teste por amostra, distribuidos em trés réplicas. Os efeitos foram
contabilizados a partir da concentracdo efetiva que causa mortalidade ou imobilidade em 50%
dos individuos (CEso/DIL). As concentracdes foram baseadas em proporgdes de diluicdo do
efluente (100%, 75%, 50%, 25%, 10%), conforme sugerido pelo protocolo da Environment
Canada (2007) para testes com multiplas concentraces.

A CEsxo foi obtida por interpolacdo gréafica apos o ajuste de uma funcgéo log-logistica
(3P) aos dados experimentais. Os célculos foram executados na plataforma R 3.5.2 (R

Development Core Team, 2018, www.r-project. org).

Para verificar a validade estatistica dos resultados, foram realizados ensaios de
sensibilidade do lote de organismos-teste. A substéncia referéncia utilizada foi o sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO4.5H20)8.

4.9.3. Andlise estatistica

A aderéncia dos dados a distribui¢do normal foi verificada por meio do teste estatistico
de Shapiro-Wilk. Os valores de GR foram comparados com teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis ou ANOVA, com base no critério de normalidade das amostras. O limite de significancia
utilizado foi de p<0,05. Os célculos foram realizados com o auxilio do software PAST 3
(University of Oslo, Oslo, Noruega).

8 A CEso obtida foi de (0,025+0,000) mg.L™? CuSO4.5H,0, estando dentro dos limites da carta-controle do
Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquaticos (LEAA-USP). Resultados disponiveis na Figura B.1 do
Apéndice B.
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5. RESULTADOS

5.1. Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial foi conduzido para investigar os efeitos individuais e sinérgicos
da concentracdo de glicose (1, 2 e 3 g.L?) e aeracdo intermitente (0, 4 e 8 h.d) sobre as
respostas descoloracdo (Y1), constante de descoloragéo (Y2) e remocao de DQO (Y3). A Tabela
5.1 apresenta a relacdo de resultados médios de cada ensaio. O monitoramento das bateladas
em fungdo do tempo seré objeto de analise nas se¢des 5.1.1 e 5.1.2. No item 5.2, os resultados
serdo discutidos a partir de uma abordagem diferente, onde serdo tratados os aspectos referentes
ao modelo empirico, superficie de resposta e significancia dos fatores investigados.

Tabela 5.1. Resultados do planejamento fatorial 3% para investigar os efeitos da concentracéo de glicose
(X1) e aeracdo intermitente (X2) na descoloracdo (Y1), constante de descoloracdo (Y2) e remogédo de

DQO (Y3) de efluente simulado contendo Direct Black 22. Médias de experimentos realizados em
duplicata.

Ensaio X1 - Glicose X - Aeragdo Y- Descoloragao Y2-K Y3 - Remocéo de
(@.L9) (h.d?) (%) (d) DQO (mg)
E-01 1 0 73,1 1,45 202
E-02 1 4 61,9 0,39 474
E-03 1 8 37,5 0,06 561
E-04 2 0 90,0 2,18 425
E-05 2 4 85,0 1,50 672
E-06 2 8 49,0 0,24 674
E-07 3 0 88,5 2,18 448
E-08 3 4 90,9 1,23 611
E-09 3 8 61,4 0,24 825
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Figura5.1. Verificagdo visual da descoloragdo da AR contendo DB22 ao longo do tempo em duplicatas
de experimentos modelo, a saber: E-04: 2 g.L? glicose, 0 h.d? aeracdo intermitente; E-05: 2 g.L*!
glicose, 4 h.d? aeracdo intermitente.

5.1.1. Efeitos da concentracao de glicose

Os gréficos da Figura 5.2 ilustram os efeitos da concentracdo inicial de glicose na
descoloracdo do corante azo DB22 em funcgdo do tempo. As concentragdes testadas foram de
1, 2 e 3 g.LL. Nos experimentos ndo-aerados (i.e. 0 h.dl), os reatores bioldgicos atingiram
eficiéncias de remocdo de cor satisfatorias a despeito do nivel de glicose testado (Fig. 5.2-A).
Para as concentrag@es de 2 e 3 g.L %, a descoloragio ao final do processo foi, em média, de 90
e 88,5%, respectivamente. O desempenho foi inferior para a concentragéo de 1 g.L?, onde a
eficiéncia média obtida foi de 73,1%. Os ensaios com estratégias de aeracao distintas seguiram
padrdo similar (Fig. 5.2-B e 5.2-C).
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Figura 5.2. Efeitos da concentracdo de glicose na remocéao de cor ao longo do tempo. Condicgdes de
aeracdo intermitente: A) 0 h.d; B) 4 h.d?; e C) 8 h.d™.

100 [ A) 100 | B) 100 - C)
80 80 80
3 60 960 S 60
g g g
o —_ —
e o o
%40 S40 S 40
a) D 3
20 ——1(1gl) 020 ——2(1gL) O . ——3(1glL)
—O—4(29/L) —0—5(2g/L) —0—6(2g/L)
, —2—7@3glL) . ——8 (3g/L) —2—9(3g/L)
0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo (d) Tempo (d) Tempo (d)

Uma caracteristica evidente é que a concentracdo do co-substrato ndo afetou a resposta
durante as horas iniciais do experimento. Em certo momento, porém, o doador de elétrons
passou a ser limitante nos ensaios com menor nivel de fonte de carbono. Dai et al. (2018)
observaram que a concentragdo de glicose limitou a descoloragdo redutiva de um corante azo
nas concentragdes de até 1 g.L™t. Os ensaios foram realizados em ambiente anaerébio e
utilizando meio basal livre de sulfato e com concentracdo variavel de Acid Orange 7 (200-1000
mg.L1). Resultados similares foram obtidos por outros autores, inclusive para concentracdes
do composto azo similares a deste estudo (Tan et al., 2016, 2013; Yang et al., 2009).

Isto ocorre porque a redugdo do cromdforo € mediada por cofatores enzimaticos
produzidos na metabolizacdo desse co-substrato, i.e. cofatores reduzidos como o NADH e
NADPH agem transferindo elétrons provenientes do substrato ao corante azo (Imran et al.,
2016). Observa-se, também, que a interrupcdo do mecanismo de remogdo de cor ocorre em
periodos mais breves quanto menor é a concentracdo de glicose e maior o nivel de aeracdo
intermitente. Os efeitos da aeracédo serdo discutidos em detalhe no topico seguinte.

Em relacdo a remocdo de DQO, ndo ha um padrdo evidente que permita relacionar a
concentracdo inicial de glicose a evolugdo deste parametro nos ensaios (Figura 5.3). Observa-
se que a biodegradacdo da matéria organica ocorreu a ritmo constante, na maioria dos casos,
mas foi pouco expressiva nos ensaios com 1 g.L de glicose. Os testes estatisticos, abordados
na se¢édo 5.2.3, poderdo indicar com maior clareza se os efeitos da concentragéo do co-substrato
séo significativos para esta resposta.
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Figura 5.3. Efeitos da concentracdo inicial de glicose na evolugdo da demanda quimica de oxigénio
(DQO) média ao longo do tempo. Condigdes de aeracdo intermitente: A) 0 h.d*; B) 4 h.d*; e C) 8 h.d’
1

YA e 1agn %0 B)  —e—20191) Y00 a3

35 —0—4(2¢g/L) 35 —0—5(2¢g/L) 35 —0—6(2g/L)
20 ——7(3g/L) a0 ——8(3g/L) 30 ——9(3g/L)
2 25 2 25 2 25
& & &
o 2,0 < 2,0 < 2,0

15 1,5 1,5

10 \4/‘\’ 1,0 10

0,5 0,5 0,5

0,0 0,0 0,0

0 ! Te2mp0 8d) 4 5 0 ! Te2mpo ?d) 4 5 0 Tezmpo ?d) 4 S

5.1.2. Efeitos da aeracdo intermitente

A Figura 5.4 apresenta os mesmos resultados de descoloragdo média do DB22 ao longo do
tempo, porém organizados de forma a enfatizar os efeitos da aeracdo intermitente. As
estratégias testadas foram de 0, 4 e 8 ciclos diarios de aeracdo, com duracdo de 1 hora cada,
para cada concentragdo do co-substrato.

Figura 5.4. Efeitos da aeracdo intermitente na remocéao de cor média ao longo do tempo. Concentracéo
inicial de glicose: A) 1g.L%;B)2g.L;eC)3g.L™

100 | A) 100 | B) 100 | Q)
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Observa-se que a eficiéncia de remocao de cor decresce com o aumento da frequéncia
de aeracdo. Para a concentragdo de 1 g.L™ de glicose, o nivel intermediario de aeragdo foi
suficiente para causar o decréscimo significativo no desempenho dos reatores bioldgicos (Fig.

5.4-A). Por outro lado, a ocorréncia foi pouco expressiva para as concentracdes de 2 e 3 g.L™*
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de glicose, em que a eficiéncia de descoloracdo foi prejudicada somente para niveis mais
elevados de aeragio intermitente, i.e. 8 h.d! (Fig. 5.4-B e 5.4-C).

Como discutido no tdpico anterior, os elétrons removidos do substrato orgéanico sdo
utilizados para reduzir o NAD* a NADH, sendo que esta coenzima pode intermediar diversas
reacOes de oOxido-reducdo. Na presenca de oxigénio dissolvido, o0 NADH sera utilizado
preferencialmente para a respiracdo aerobia devido ao elevado potencial de reducdo (Eo”) do
par redox O2/H>O (Madigan et al., 2014). Alternativamente, os cofatores enziméticos podem
ser utilizados para reduzir o corante azo, fato que ocorre somente nas fases andxicas ou
anaerobias porque o composto azo é um aceptor de elétrons menos eficiente (Dos Santos et al.,
2007). A inibicdo competitiva causada pelo oxigénio explica porgue, no calculo dos valores de
K, 0 modelo de pseudo-primeira ordem se ajustou melhor aos dados obtidos nos ensaios sem
aeracao intermitente ou com maiores concentragcdes de glicose (Tabela 5.2). Nestes casos, em
que o doador de elétrons ndo é limitante, a reacdo depende quase exclusivamente da
concentracdo do corante no meio reacional, aproximando-se de uma cinética de primeira ordem.
Estes resultados sugerem que o aumento do nivel de aeragéo intermitente pode ser compensado
por um incremento da concentragéo inicial de co-substrato na AR, impedindo, deste modo, a
inibicdo do mecanismo de descoloracgdo redutiva pela respiracdo aerobia.

Tabela 5.2. Pardmetros do ajuste de um modelo de primeira ordem aos dados de descoloracdo do DB22
ao longo do tempo.

Ensaio (Z;iCqu)e A(?{z(_;lio K (d?) R? K (d?) R?
E-01 1 0 1,56 0,70 1,34 0,67
£-02 1 4 0,51 0,67 0,27 0,48
£-03 1 8 0,05 0,36 0,06 0,43
E-04 5 0 2,29 0,93 2,06 0,91
E-05 5 4 1,46 0,98 1,54 0,97
E-06 2 8 0,23 0,81 0,24 0,80
E-07 3 0 2,28 0,97 2,08 0,91
£-08 3 4 1,15 0,97 1,30 0,99
E-09 3 8 0,28 0,94 0,20 0,89

O maior valor médio de K encontrado foi de 2,18 d*, observado nos ensaios nio-aerados
com concentragdes de co-substrato de 2 e 3 g.L (E-04 e E-07, respectivamente). Estes valores
sdo superiores aqueles divulgados em um estudo envolvendo a descoloragéo redutiva do corante

azo Reactive Red 2 por um lodo granular anaerdbio termofilico, em que a maior taxa de
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descoloragdo (K=1,52 d!) foi obtida a 55°C na presenca do mediador redox antraquinona-2,6-
dissulfonato (AQDS). Em condicdo mesofilica e auséncia de mediador redox, o valor de K
encontrado pelos autores foi de 0,15 d* (Van Der Zee et al., 2003). Os resultados apontam para
uma vantagem na utilizacao de consoércios microbianos fermentativos com adaptacao prévia ao
azo. Na presenca da aeracdo intermitente, a maior velocidade média de descoloracéo foi obtida
nas condicdes de 2 g.L ™ de glicose e tempo de aeragdo de 4 h.d* (K = 1,50).

Outro aspecto notavel do processo é que, sobretudo nos ensaios com 8 h.d™* de aeracAo,
a descoloracéo decresceu a partir do quarto dia. Os resultados sugerem que houve formacdo de
subprodutos da degradacéo do corante que absorvem luz nos comprimentos de onda do espectro
visivel. Ainda, Isik e Sponza (2004) constataram que as aminas aromaticas podem sofrer auto-
oxidagdo na presenca de oxigénio, resultando na formacdo de novos compostos azo que
conferem cor a AR. Este fato se torna ainda mais explicito nos casos de ensaios inteiramente
anoxicos (i.e. ndo sujeitos a aeracdo descontinua) cujo efluente é submetido a centrifugacao
(Figura 5.5).
Figura 5.5. Aspecto visual de efluente tratado nas condicdes de 2 g.L™ glicose e auséncia de ciclos de

aeracdo. A esquerda, efluente ao final do tratamento; e, a direita, 0 mesmo efluente ap6s centrifugacéo
(5 min x 9000 rpm).

A DQO residual também foi monitorada ao longo do tempo nos experimentos. A Figura
5.6 mostra a evolucdo do parametro em diferentes estratégias de aeracdo. Nos ensaios sem
aeracdo, observou-se baixo desempenho de remoc¢do de materia organica, a despeito das
elevadas eficiéncias de degradacdo do composto azo. Resultados semelhantes foram obtidos
em um estudo de Dafale et al. (2010), em que se obteve remogdo média de DQO de 35% no

compartimento anoxico de um sistema de reatores anoxico-aerobio. O fato pode ser atribuido a



65

auséncia de comunidades microbianas que atuam, em sintrofismo, na conversao do substrato
organico em metano (Stams e Plugge, 2009). Nos demais casos, a presenca de aceptor exogeno
de elétrons possibilitou a oxidacdo microbiana de parte da matéria organica a COz pelo
metabolismo aerdbio, resultando em maior remocao de DQO nessas condicdes.

Figura 5.6. Efeitos da aeracdo intermitente na evolugdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) média
ao longo do tempo. Concentragdo inicial de glicose: A) 1 g.L*; B)2g.L*; eC)3g.L™

400 A —e—10h0) %0 B)  —e—10nn) 40 1C) —e—7(0h/d)
35 —0—2 (4 h/d) 35 —0—5 (4 h/d) 35 —0— 8 (4 h/d)
—a—3 (8 hid) ; —a—6 (8 hid) —a—9 (8 hid)

—~ 30 ~ 30 —~ 30
- - -
2 25 2 25 2 25
& S 2 &
o 2,0 a ,0 Q 2,0
15 15 15
1,0 1,0 1,0
0,5 0,5 0,5
0,0 0,0 0,0
0 1 5 0 5 0 5

Tezmpo(q'd) 4 Te2mp06d) 4 Tezmpo(q'd) 4

A tendéncia de estabilizacdo nos valores de DQO residual era esperada nos ensaios nao
aerados devido ao acumulo de &cidos organicos. Entretanto, a ocorréncia deste fenébmeno nos
experimentos aerados — principalmente naqueles com tempo de aeracgéo de 8 h.d* — pode ser
explicada com o auxilio da Figura D.1 e Figura D.2 (Apéndice D). Observa-se que o pH da AR
aumenta apos cada ciclo de aeragdo, o que possivelmente esta relacionado ao stripping® do CO;
pela introdugdo de ar no meio reacional. Este aumento no pH € rapidamente compensado pelo
consumo de alcalinidade durante as 24 h iniciais do experimento porque coincide com o periodo
de crescimento exponencial da comunidade microbiana. Nos dias seguintes, observa-se que 0
pH tende a aumentar, estabilizando na faixa de pH de 8 a 9 nos experimentos sujeitos a aeracao
intermitente. Nesta fase, 0 consumo de alcalinidade é menor porque a comunidade microbiana
ja atingira a fase estacionéria. A elevada basicidade do meio nas horas finais do experimento
coincide com a estabiliza¢do nos valores de DQO residual, sugerindo que ocorre inibicdo dos

microrganismos pelo pH.

® Termo em inglés utilizado para referir-se a remogdo de um componente do meio liquido pela introducgéo de uma
corrente de gas.
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5.2. Modelo empirico e superficie de resposta

Os dados do experimento fatorial, discutidos na se¢do anterior, foram utilizados para a
construcdo de um modelo empirico para cada uma das respostas investigadas. A concentracdo
de glicose (Xi) e aeracdo intermitente (X2) foram tratadas como variaveis continuas
representadas pelos cddigos -1, 0 e 1 para os fins de calculo. Os resultados sdo demonstrados a

sequir.
5.2.1. Descoloracao

A remocd&o de cor ou descoloracédo é parametro indicativo da quebra da ligacdo azo, que
é a primeira etapa envolvida na degradacdo de corantes da classe. O modelo empirico que
descreve a descoloracdo deste efluente em funcdo da concentracdo inicial de glicose e da

aeracdo intermitente, nas condi¢des do estudo, € descrito na Eq. 5.1:
Y, = 83,100 + 11,392 X, — 5,775 X% — 17,275 X, — 12,675 X3 (5.1)

Ambos os efeitos lineares e quadraticos dos fatores Xi: e X, foram considerados
significativos na ANOVA dos coeficientes da regressao (p<0,1), embora a hipo6tese de nulidade
tenha sido aceita para a interacdo entre as variaveis (Tabela 5.3). No grafico de Pareto,
demonstrado na Figura 5.7, observa-se que os efeitos lineares da aeracdo intermitente e da
concentracgéo inicial de glicose séo, nessa ordem, os mais importantes. Na ANOVA dos fatores
(Tabela C.1 do Apéndice C), fica evidente que a aeracdo intermitente € o parametro que mais
influencia a descoloracdo (Fcac=62,4), embora ambos os fatores tenham sido altamente
significativos (p-valores < 0,0001).

Tabela 5.3. ANOVA dos coeficientes de regressdo para a resposta descoloracao (Y1) apés 120 h de
experimento. Nivel de significancia de 10%.

Coeficientes da

Fatores regressio Erro padréo tealc p-valor
Média 83,100 3,058 27,18 <0,0001
X1 11,392 1,675 6,80 <0,0001
Xi? -5,775 2,901 -1,99 0,0698
X -17,275 1,675 -10,31 <0,0001
X2? -12,675 2,901 -4,37 0,0009

X1 Xz 2,125 2,051 1,04 0,3206
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Figura 5.7. Diagrama de Pareto dos coeficientes de regressdo para a variavel descoloracdo (120 h).
Nivel de significancia de 10%.

Y, - Descoloragdo (120 h), %

(2) Aeragao(L) | . -10,31
(1) Glicose(L) 6,80
Aeracao(Q) -4,37
Glicose(Q) | -1,99
Glicose X Aeragdo (L) 1,04|
p=.1

Efeitos padronizados (t.,)

A aeracdo intermitente interferiu de forma negativa na remocéo de cor porque, em
condicOes aerdbias, o oxigénio é o aceptor preferencial de elétrons (Santos, 2001; Singh et al.,
2015). Isto ocorre porque, segundo Chung e Stevens (1993), a reducdo do azo por cofatores
enzimaticos € um processo menos eficiente energeticamente, como foi discutido na se¢édo 5.1.2.
Resultados similares foram obtidos no estudo de Chang et al. (2001), que observou que a
descoloracdo de um corante azo mediada por azoredutases ndo ocorreu até que a concentragdo
de oxigénio dissolvido no meio decresceu para valores proximos a zero. Os resultados sugerem
que a descoloracgdo ocorreu nas fases anaerobias, tendo os reatores se comportado como reatores
acidogénicos durante esse periodo. Este fato contesta a hipotese de que 0s microrganismos

aerdbios poderiam contribuir diretamente no mecanismo de remocéo de cor.

A concentracdo inicial de glicose, por outro lado, afetou positivamente a resposta. Isto
se deve, possivelmente, a maior disponibilidade de doadores de elétrons para a reducédo do
cromoforo (Secdo 5.1.1). Ademais, como sera visto na Secdo 5.5.2, a diversidade de populacdes
de bactérias foi menor nos ensaios com menor concentragdo de glicose (1 g.L™!). Como o
processo de descoloracdo redutiva é dependente da interacdo sinérgica entre enzimas
produzidas por diferentes populagdes microbianas (Kurade et al., 2017; Phugare et al., 2011),

estes ensaios foram responsaveis pelas menores eficiéncias de descoloracéo.



68

No teste de qualidade de ajuste do modelo quadratico, a regressdo foi considerada
estatisticamente significativa, com p-valor < 0,0001 (Tabela 5.4). O valor de Fea foi de 43,729,
muito superior ao valor tabelado de 2,43 (no nivel de 90%). De acordo com Box e Wetz (1973),
um modelo é considerado altamente preditivo quando o valor de Fcaic € superior a dez vezes o
valor de Fp, 0 que ocorre nesta ocasido. O modelo se ajustou bem aos dados experimentais,
visto que a razdo entre o quadrado médio devido a falta de ajuste e o quadrado médio devido
ao erro puro foi de 1,5, menor que o valor tabelado de 2,69. O coeficiente de determinacéo (R?)
obtido foi de 0,93, o que significa que o modelo quadréatico explica 93% da variac&o total, valor
bastante proximo a percentagem maxima de variacio explicavel (95,8%)*. Ainda, o gréfico
dos residuos deixados pelo ajuste do modelo reforca visualmente que ndo ha evidéncia de falta
de ajuste, visto que o erro tem distribuicdo aleatéria (Figura C.2 do Apéndice C).

Tabela 5.4. ANOVA para o ajuste de um modelo quadratico as respostas de descoloragdo (Y1) obtidas
apos 120 h de experimento. Nivel de significancia de 10%.

Fonte de variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
Regressao 5914,4 4 1478,6 43,7 <0,0001
Residuos 440,0 13 33,8
Falta de Ajuste 172,7 4 43,2 1,5 0,2937
Erro Puro 267,3 9 29,7
Total 6354,4 17

SQ = soma quadréatica; QM = quadrado médio; GL = graus de liberdade.

A Figura 5.8 ilustra a superficie de resposta para a variavel dependente Y (descoloracdo
em 120 h) gerada a partir do modelo empirico descrito na Eq. 5.1. A resposta aumenta
linearmente com o aumento de X (concentracdo de glicose) que, como visto anteriormente,
tem a segunda maior contribuicdo no modelo estatistico. Todos os outros efeitos considerados
sdo negativos, incluindo o efeito quadratico de Xi:. Esta particularidade implica em uma
superficie de resposta cumeeira com regido 6tima situada na faixa de 2,8 a 3,0 g.L?, para
glicose, e aeracdo intermitente de 0 a 2 h.d’. Embora nio seja possivel visualizar o
comportamento de Y1 em concentragdes maiores do co-substrato (>3 g.L™), é pouco provavel-

10 0 valor de Fcaic da regressdo mede a razéo entre 0 QM da regressdo e 0 QM do residuo (Neto et al., 2010).

11 A percentagem de variacéo explicada (R?) é calculada pela razdo entre a SQ da regressdo e a SQ total. Entretanto,
o valor de referéncia ndo é de 100% devido a contribuicdo do erro puro, que deve ser subtraida do valor de SQ
total no calculo da percentagem maxima de variacdo explicavel (Neto et al., 2010).
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Tabela 5.5. Respostas preditas e observadas para a variavel dependente descoloracdo final (120 h)
obtidas em cada condicdo do experimento fatorial.

Ensaios X1 - Glicose (g.L?) X - Aeracdo (h.d?) Y1 - Descoloragao (%)
Observado Predito

1 1 0 76,7 70,5
2 1 4 66,5 65,9
3 1 8 36,7 36,0
4 2 0 90,1 87,7
5 2 4 84,8 83,1
6 2 8 46,2 53,2
7 3 0 89,0 93,3
8 3 4 90,7 88,7
9 3 8 70,9 58,8
10 1 0 69,5 70,5
11 1 4 57,2 65,9
12 1 8 38,3 36,0
13 2 0 89,8 87,7
14 2 4 85,2 83,1
15 2 8 51,8 53,2
16 3 0 88,0 93,3
17 3 4 91,1 88,7
18 3 8 51,9 58,8

Figura 5.8. Superficie de resposta para a variavel dependente descoloracdo (120 h) em funcdo da
concentracao inicial de glicose e aeracdo intermitente.
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que eficiéncias muito superiores a 93% sejam atingidas, ja que os metabolitos do corante e
outros compostos presentes no meio também podem conferir cor a AR ap0s a completa
degradacéo do croméforo azo. Em relagdo a X tem-se que, no longo prazo (120 h), valores de
aeracdo intermitente de até 2 h.d tém impactos similares sobre a remocdo de cor final em
relacdo a auséncia de aeragéo. Estes resultados sugerem que, em um contexto onde baixos niveis
de aeracdo intermitente sejam suficientes a biodegradacéo dos subprodutos da reducéo do azo,
a estratégia pode ser aplicada com a finalidade de se obter melhores eficiéncias no processo de

tratamento de efluentes industriais contendo azo-corantes.

5.2.2. Constante de descoloragao

A constante ou velocidade de descoloracdo (K) mede o decaimento da cor no reator
biolégico em funcdo do tempo. Este parametro é importante porque esta estritamente
relacionado aos custos de construcdo e operacdo das unidades de tratamento. O modelo
empirico que relaciona X1 e X2 aos valores de K, no intervalo estudado, é demonstrado na Eq.
5.2:

Y, = 1,303 + 0,292 X, — 0,380 X2 — 0,879 X, — 0,136 X, X, (5.2)

Os efeitos linear e quadratico da concentracdo de glicose e efeito linear da aeragdo
intermitente foram considerados importantes na ANOVA dos coeficientes. Além disso, a
interacdo entre os fatores foi estatisticamente significativa (p<0,1) (Tabela 5.6). O gréfico de
Pareto da Figura 5.9 demonstra os efeitos padronizados de cada fator estudado, onde constata-
se que a componente linear da aeracdo intermitente é a mais relevante na previsdo da constante

de descoloracéo.

Tabela 5.6. ANOVA dos coeficientes de regressdo para a resposta constante de descoloragao (Y2). Nivel
de significancia de 10%.

Coeficientes da

Fatores ~ Erro padréo tealc p-valor
regressao
Média 1,292 0,103 12,56 <0,0001
X1 0,292 0,056 5,18 0,0002
X2 -0,380 0,098 -3,89 0,0021
X2 -0,879 0,056 -15,61 <0,0001
X2? 0,018 0,098 0,18 0,8607

X1 X2 -0,136 0,069 -1,97 0,0718
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Figura 5.9. Diagrama de Pareto dos coeficientes de regressao para a variavel constante de descoloragao.
Nivel de significancia de 10%.

Y,-K,d!
(2)Aeracdo(L) - -15.56
(D)Glicose(L) 5.15
Glicose(Q) -3.88
Glicose X Aeracdo (L) | -1.96
Aeragdo(Q) | -.16
p= ‘1

Efeitos padronizados (t.,)

Na ANOVA dos fatores (Tabela C.2 do Apéndice C), a contribuicdo da aeragédo
intermitente fica ainda mais evidente. O valor de Fcac da variavel € de 261,6, ante o valor de
22,5 de Fcalc da concentragéo de glicose. Comparando-se aos valores da Tabela C.1, tem-se que
os efeitos adversos da aeracdo intermitente sdo mais importantes para a constante de

descoloracdo do que na previsdo de valores de remocdo de cor final.

As variaveis X e X, tém efeitos sinérgicos sobre a resposta Y2, 0 que nao foi observado
no modelo utilizado para prever a descoloracdo ao final dos experimentos. A interacdo entre 0s
efeitos da concentracdo do co-substrato e da aeragéo intermitente, em relacdo a essa resposta,
pode ser explicada resgatando-se os preceitos das se¢des 5.1.1 e 5.1.2. O substrato é utilizado
como fonte de equivalentes de reducdo para a degradacdo do cromdéforo azo.
Concomitantemente, a transferéncia desses elétrons ao corante é dependente da auséncia de
oxigénio. Assim, tem-se que a velocidade de descoloracdo depende da concentracdo de
doadores de elétrons e da frequéncia de aeracdo, simultaneamente. Este efeito sinérgico ndo é
notado no longo prazo, i.e. na investigacdo da descoloragdo ao fim dos experimentos (Y1),
porque sO é importante para a velocidade com que o processo ocorre. A interacdo entre Xz e Xz
afeta negativamente a resposta porque os efeitos adversos da aeracdo sdo mais significativos

que os efeitos positivos da concentracdo de glicose.
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O modelo explica 96% da variagdo total, ante uma percentagem de variagdo explicavel
de 99%. A regressao foi considerada estatisticamente significativa (p<0,1), novamente com
valores de Fcac muito acima do valor tabelado, indicando que o modelo é altamente preditivo
(Tabela 5.7).

Tabela 5.7. ANOVA para o0 ajuste de um modelo quadratico as respostas de constante de descoloracdo
(Y2). Nivel de significancia de 10%.

Fonte de variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
Regressao 11,0 4 2,8 78,2 <0,0001
Residuos 0,5 13 0,0
Falta de Ajuste 0,3 4 0,1 6,5 0,0094
Erro Puro 0,1 9 0,0
Total 11,5 17

SQ = soma quadréatica; QM = quadrado médio; GL = graus de liberdade.

Os parametros até entdo analisados ndo indicam nenhuma evidéncia de falta de ajuste.
O valor de R? é suficientemente elevado e o quadrado médio dos residuos tende a zero.
Entretanto, o valor calculado de F para a falta de ajuste é ligeiramente superior ao valor obtido
na tabela de distribuicdo de F a 10% (Fcac = 6,5>2.69). Os gréaficos de valores preditos versus
observados e de residuos demonstram que o modelo tem menor ajuste aos niveis mais baixos
da resposta, embora fora dessa faixa a previsdo possa ser considerada adequada (Figura C.3 e
Figura C.4 do Apéndice C).

De acordo com Rodrigues e Lemma (2014), existem casos onde a regra do teste de F
ndo € satisfeita por uma questdo matematica, em que o quadrado médio do erro puro tende ao
valor zero. Isto é compreensivel, visto que o valor de F, neste caso, representa a razdo QM faita
de ajuste/ QM erro puro. Neste estudo, deparou-se com esta situagédo, visto que QM ero puro tem valor
de 0,01. Além disso, poder-se-ia ajustar aos dados experimentais um modelo de grau superior
a 2, com a andlise de interacdes quadréaticas entre os fatores, na busca de se obter um ajuste
excelente. Todavia, modelos mais complexos sdo pouco préaticos e tém seu emprego, muitas
vezes, injustificavel (Neto et al., 2010). Diante dos fatos supracitados, considerar-se-a que 0
modelo quadratico com interacdes de primeira ordem é suficiente para prever os valores de
constante de descoloragéo.

A Tabela 5.8 contem valores de comparagdo entre as respostas previstas e observadas
para a constante de descoloracdo. Para valores de K proximos a zero, como ocorre na condi¢ao
de 1 g.L? glicose e 8 h.d™ aeracio, o modelo prevé respostas negativas, o que é consequéncia

do menor ajuste aos niveis mais baixos da resposta. Na superficie da Figura 5.10, observa-se
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que a velocidade de descoloracdo aumenta linearmente com 0 aumento da concentracdo de
glicose, até 2 g.L!, e decresce, também de forma constante, com o aumento dos ciclos de
aeracdo. A componente quadratica de X1, de sinal negativo, confere uma ligeira curvatura na
superficie que limita o aumento de K para niveis mais altos do co-substrato. Embora a
velocidade de descoloracdo aumente com o aumento da disponibilidade de equivalentes de
reducdo no meio, a partir de certo nivel, a constante € limitada por outros fatores, a saber:
atividade das enzimas envolvidas na descoloracdo; transferéncia de massas do composto azo
através da membrana celular; e capacidade de regeneracao de cofatores enzimaticos que atuam
como doadores de elétrons a molécula de azo, e.g. NADH, NADPH e riboflavina (Chang et al.,
2001; Imran et al., 2016). Observa-se, ainda, que os maiores valores de K sdo obtidos na
auséncia de aeracéo intermitente (0 h.d™%), enquanto a descoloragio de longo prazo néo é afetada
para niveis de X2 de até 2 h.dl. Esta informacdo ¢ relevante porque, na pratica, traduz-se na
necessidade de maiores tempos de detencdo hidraulica em biorreatores submetidos a aeracéao
intermitente para que se possa alcancar eficiéncias similares aquelas dos reatores fermentativos.

Tabela 5.8. Respostas preditas e observadas para a varidvel dependente constante de descoloracao
obtidas em cada condigdo do experimento fatorial.

Ensaios X; - Glicose (g.LY) X, - Aeracdo (h.d?) Y2-K(dh)
Observado Predito
1 1 0 1,56 1,38
2 1 4 0,51 0,63
3 1 8 0,05 -0,11
4 2 0 2,29 2,18
5 2 4 1,46 1,30
6 2 8 0,23 0,43
7 3 0 2,28 2,23
8 3 4 1,15 1,21
9 3 8 0,28 0,20
10 1 0 1,34 1,38
11 1 4 0,27 0,63
12 1 8 0,06 -0,11
13 2 0 2,06 2,18
14 2 4 1,54 1,30
15 2 8 0,24 0,43
16 3 0 2,08 2,23
17 3 4 1,30 1,21
18 3 8 0,20 0,20
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Figura 5.10. Superficie de resposta para a variavel constante de descoloracdo em funcdo da
concentracdo inicial de glicose e aeracdo intermitente.

(O™

5.2.3. Remocéo de DQO

A remocdo de DQO (Y3) tem grande importancia porque, embora o substrato organico
seja utilizado como fonte de carbono e de elétrons aos processos bioldgicos aqui estudados, a
presenca de matéria organica nos corpos hidricos pode causar uma série de desequilibrios
ambientais. O modelo empirico que descreve a variavel em funcdo de Xi e X> é descrito a

sequir:
Y; = 632,322 + 107,767 X; — 70,233 X? + 164,342 X, — 62,908 X2 (5.3)

A ANOVA dos coeficientes, demonstrada na Tabela 5.9, mostra que os efeitos lineares
e quadraticos da concentracdo de glicose e aeracdo intermitente foram estatisticamente
significativos (p<0,1). A interacdo entre os efeitos desses fatores, por outro lado, ndo afetou a
resposta. O efeito linear de X> foi 0o mais importante, seguido pelo efeito linear de X1, como

demonstrado pelo diagrama de Pareto da Figura 5.11.
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Tabela 5.9. ANOVA dos coeficientes de regressdo para a resposta remoc¢do de DQO (Y3). Nivel de
significancia de 10%.

Coeficientes da

Fatores ~ Erro padréo tealc p-valor
regressao

Média 632,322 28,226 22,40 <0,0001
X1 107,767 15,460 6,97 <0,0001
X4 -70,233 26,778 -2,62 0,0223
X2 164,342 15,460 10,63 <0,0001
X2 -62,908 26,778 -2,35 0,0368
X1+ X2 4,412 18,935 0,23 0,8197

Figura 5.11. Diagrama de Pareto dos coeficientes de regressdo para a varidvel constante de
descoloragéo. Nivel de significancia de 10%.

Y; - Remogio de DQO, mg

(2)Aeracdo(L) + - 10.63
(DGlicose(L) r 6.97
Glicose(Q) -2.62
Aeracdo(Q) -2.35
Glicose X Aeragdo (L) 23

Efeitos padronizados (t.,.)

A aeracdo intermitente foi a variavel que mais influenciou a resposta, com valor de Feaic
de 63,9 (Tabela C.3 do Apéndice C). Estes resultados sdo esperados, ja que o metabolismo
aerobio € mais eficiente energeticamente. De acordo com Madigan et al. (2014, p.94), a
oxidacdo completa de uma molécula de glicose a CO, pela via respiratoria aerdbia, pode gerar
38 ATP, enquanto a fermentacdo alcdolica ou lactea, por exemplo, produz 2 ATP da mesma
molécula. A relagdo existente entre o periodo de aeracdo e remogdo de DQO ja havia sido

identificada claramente nos gréaficos da Figura 5.6.
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Os efeitos da concentracdo de glicose, menos visiveis pela analise da Figura 5.3, também
se mostraram significativos na ANOVA dos fatores, a 90% de probabilidade. Pela equacéao de
Monod, a velocidade de crescimento celular é proporcional a concentracdo inicial do substrato.
Além disso, a concentracgdo final de células depende da concentracgdo inicial de substrato quando
este é limitante (Levenspiel, 1998); de modo que ha maior conversdo da DQO solivel em DQO
particulada nos experimentos iniciados com maior concentracao de glicose. A maior producao

de SSV nos experimentos com 2 e 3 g L™ de glicose pode ser observada na Figura 5.12.

Figura 5.12. Concentracdo de solidos suspensos volateis (SSV) nos reatores de batelada apds 120 h de
tratamento bioldgico.
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O coeficiente de determinagdo obtido foi de 93,5%, ante uma variagcdo explicavel de
98,4%. A regressao foi estatisticamente significativa no teste de ANOVA, com valor de Fcarc de
46,9, indicando que o modelo é altamente preditivo. No grafico de valores previstos versus
observados, nota-se que o ajuste € menor para niveis maiores da resposta (Figura C.5 do
Apéndice C). Este fato se confirma mediante a analise do gréafico de residuos deixados pelo
modelo, em que os residuos sao maiores nestas ocasides (Figura C.6 do Apéndice C). Assim
como determinado no topico anterior, optar-se-a pelo uso do modelo quadratico com interacbes
de primeira ordem para a previsdo de Y3, visto a complexidade e pouca praticidade dos modelos

de ordem superior.

As respostas preditas e observadas para o parametro remocéao de DQO s&o demonstradas
na Tabela 5.11. A superficie de resposta € ilustrada na Figura 5.13. A remogéo de DQO é maior
quanto maiores os niveis de Xz e de X,. N&o é possivel visualizar a regido de cume da superficie

em razdo do intervalo de estudo. Maiores tempos de aerac¢do implicariam na interrupcéo do me-
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Tabela 5.10. ANOVA para o ajuste de um modelo quadratico as respostas de remoc¢do de DQO (Y3).
Nivel de significancia de 10%.

Fonte de variacéo SQ GL QM Feaic p-valor
Regressao 499022,8 4 124755,7 46,9 <0,0001
Residuos 34573,8 13 2659,5
Falta de Ajuste 25807,4 4 6451,8 6,6 0,0091
Erro Puro 8766,4 9 974,0
Total 533596,6 17

SQ = soma quadréatica; QM = quadrado médio; GL = graus de liberdade.

canismo de descoloragio, tendéncia ja acusada nos testes com tempo de aeragdo de 8 h.d. Ao
mesmo tempo, o estudo de concentragcbes superiores do co-substrato ndo refletiria as
caracteristicas normalmente encontradas em ARs téxteis. Em resumo, a aeracdo intermitente
propicia uma maior eficiéncia de remocdo de DQO, quando comparada ao processo
estritamente anaerdbio, o que é desejavel para efluentes com elevadas cargas de matéria
organica.

Tabela 5.11. Respostas preditas e observadas para a variavel dependente constante de descoloragdo
obtidas em cada condigdo do experimento fatorial.

Ensaios  Xi - Glicose (g.LY) X, - Aeracdo (h.d?) Ys - Remogéo de DQO (mg)

Observado Predito
1 1 0 192 227
2 1 4 489 454
3 1 8 567 556
4 2 0 449 405
5 2 4 667 632
6 2 8 662 734
7 3 0 451 443
8 3 4 623 670
9 3 8 769 771
10 1 0 212 227
11 1 4 459 454
12 1 ) 556 556
13 2 0 401 405
14 2 4 676 632
15 2 8 687 734
16 3 0 445 443
17 3 4 599 670
18 3 8 881 771
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Figura 5.13. Superficie de resposta para a variavel remog¢do de DQO como fungdo da concentracéo
inicial de glicose e aeracédo intermitente.
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5.3. Biodegradacao do DB22 e producéo de metabolitos

A biodegradacdo do DB22 foi monitorada mediante anélise das alteracfes no espectro
de absorcdo UV-VIS da AR ao longo do tempo. A evolucdo temporal deste parametro em

amostras de um ensaio modelo, identificado como E-07, é demonstrada na Figura 5.14.

Figura 5.14. Espectro UV-VIS de efluente durante a descoloragdo do DB22 em ensaio modelo. E-07:
3 g.L 1 glicose; 0 h.d* aeracéo intermitente.
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A principio, o corante possuia picos de absorcao no intervalo do espectro visivel (483
nm) e na regido do UV, estes ultimos relacionados aos anéis de anilina, benzeno, naftaleno,
entre outros, que compde a molécula. Com o passar do tempo, o pico associado ao croméforo
foi gradualmente extinto. Por outro lado, em muitas das condi¢des avaliadas, a descoloracao
ocorreu paralelamente ao aumento da absorbancia em comprimentos de onda menores. Isto
demonstra que, nestas condicdes, o croméforo azo foi biodegradado e houve formacgdo de

metabolitos da descoloracéo.

Em relacdo as condicbes experimentais, diferentes padrfes de mudanga no espectro
foram observados para niveis distintos dos fatores avaliados. Os perfis espectrais das amostras
tratadas nas condigGes de 1 g.L* de co-substrato e niveis de aeragdo intermitente de 0 e 4 h.d*
sdo apresentados na Figura 5.15. Na auséncia de aeracdo, o desaparecimento do pico de 543 nm
precedeu um aumento da area sob a curva de absorcao no intervalo de 200-350 nm. Esta faixa
estd associada a presenca de aminas aromaticas, subprodutos comuns da descoloragéo redutiva

de corantes azo (Pinheiro et al., 2004). Para o tempo de aeragdo de 4 h.d%, a reducéo da area
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espectral associada a cor foi menor. Por outro lado, houve decréscimo da absorbancia na regiao
correspondente ao UV em relacdo a condicao inicial (t=0).
Figura 5.15. Espectros UV (A) e VIS (B) de efluente contendo DB22 em tempo inicial (afluente) e apds

120 h de tratamento em condic¢des experimentais distintas, identificadas como E-01 e E-02. E-01: 1 g.L-
! glicose, 0 h.d* aeragdo intermitente; E-02: 1 g.L* glicose, 4 h.d* aeragdo intermitente.
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Para as concentrag@es de glicose de 2 e 3 g.L* e auséncia de aeragio, ocorreu a formagao
de maximos nos comprimentos de onda de 215 e 255 nm, como apresentado nas Fig. 16-Ae 17-
A. Para tempos de aeragdo de 4 h.d, no entanto, o perfil UV permaneceu constante em relagéo

ao tempo inicial.

Figura 5.16. Espectros UV (A) e VIS (B) de efluente contendo DB22 em tempo inicial (afluente) e apds
120 h de tratamento em condigdes experimentais distintas, identificadas como E-04 e E-05. E-04: 2 g.L"
L glicose, 0 h.d* aeracéo intermitente; E-05: 2 g.L™ glicose, 4 h.d aeragdo intermitente.
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Figura 5.17. Espectros UV (A) e VIS (B) de efluente contendo DB22 em tempo inicial (afluente) e apds
120 h de tratamento em condic¢des experimentais distintas, identificadas como E-07 e E-08. E-07: 3 g.L
L glicose, 0 h.d* aeracéo intermitente; E-08: 3 g.L™ glicose, 4 h.d! aeracdo intermitente.
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De acordo com Gavazza et al. (2015), a biodegradacdo do DB22 pode dar origem a
aminas aromaticas como a anilina e &cido sulfanilico, a julgar pela estrutura da molécula. O
acido sulfanilico possui absorbancia maxima nas regides de 215 e 258-269 nm (Pinheiro et al.,
2004). O seu respectivo sal de sodio tem Amax de 247 nm, outrora detectado em estudo
envolvendo a descoloracdo do Methyl Orange (Hsueh e Chen, 2007). Possivelmente, houve
acumulo de derivativos da anilina, como o acido sulfanilico, ap6s a descoloracdo do DB22
nestas condicdes especificas. Os resultados sdo semelhantes aos obtidos por Amaral et al.
(2014) em estudo envolvendo o tratamento biologico de AR téxtil contendo 0 DB22 em sistema
de fluxo continuo. Na ocasido, o efluente do reator UASB apresentou picos na faixa de 230-
260 nm.

Nos casos supracitados, observa-se que ha menor acimulo de metabdlitos detectaveis
no UV quando a aerago intermitente é utilizada no nivel de 4 h.d™. Este fato pode ser atribuido
a degradacdo aerdbia dos compostos aromaticos gerados na etapa de descoloracgdo, que ocorreu
intercaladamente nos experimentos com aeracao intermitente. Diversos estudos relataram a
diminuicdo da intensidade dos picos na regido UV apés utilizacdo do pos-tratamento aerébio
como etapa seguinte a descoloracdo redutiva (Amaral et al., 2017, 2014; Franciscon et al.,
2009b).

Nos tratamentos com nivel de aeragdo intermitente de 8 h.d%, a analise do perfil UV-
VIS indica que a biodegradagéo do cromdforo ocorreu com menor intensidade comparado aos
demais ensaios (Figura 5.18). Na condi¢do com 1 g.L de glicose, houve minima reducdo da



82

absorbancia nos intervalos UV e VIS. Para a concentracdo de 3 g.L, porém, houve maior
remocdao de cor e aumento da area espectral associada a formacdo de intermediarios da reacao.
Figura 5.18. Espectros UV (A) e VIS (B) de efluente contendo DB22 em tempo inicial (afluente) e apds

120 h de tratamento em condic¢des experimentais distintas, identificadas como E-03 e E-09. E-03: 1 g.L-
L glicose, 8 h.d* aeracdo intermitente; E-09: 3 g.L-1 glicose, 8 h.d* aeracdo intermitente.
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E notavel que, nos experimentos inteiramente andxicos ou com maior nivel de aeracdo
intermitente (8 h.dY), ha maior actiimulo de compostos intermediéarios quando a concentragio
inicial de glicose é maxima (3 g.L™1). Possivelmente, 0 excesso de co-substrato é prejudicial a
mineralizacdo dos subprodutos gerados na reducdo do azo. Isto ocorre porque ha preferéncia
pela utilizacdo de substratos menos toxicos como fonte de equivalentes redutores para o
metabolismo microbiano. Este efeito é reduzido nos ensaios com tempo de aeracio de 4 h.d!
porque essas condi¢des sdo Otimas a biodegradacdo dos metabdlitos do processo estudado.
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5.4. Consideracdes sobre a comunidade microbiana degradadora de azo

O consércio de microrganismos envolvidos na biodegradacdo do DB22 foi
caracterizado. Os resultados séo apresentados em duas se¢des, organizadas de acordo com a
ferramenta de analise e objetivos do método, a saber: i) analise da diversidade das comunidades
microbianas (in6culo e condigdes identificadas como E-01 a E-09) por DGGE (Secdo 5.5); e ii)
sequenciamento massivo do gene 16S rRNA das amostras de inoculo e de ensaios modelos
(experimentos E-02 e E-04), com a finalidade de identificar os principais grupos taxondmicos
envolvidos na degradacdo do azo, bem como suas caracteristicas — com base em estudos da

literatura cientifica (Secéo 5.6).
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5.5. Analise da diversidade por DGGE

5.5.1. Analise multivariada do perfil de bandas

As regides V6-V8 do rDNA 16S das amostras microbianas foram amplificadas por PCR
com utilizacdo dos primers 968FGC e 1401R. Os produtos foram aplicados em gel com
gradiente desnaturante de 45 a 65%. Para a classificacdo das populac6es envolvidas em grupos
relativamente homogéneos, realizou-se analise de cluster utilizando o Coeficiente de
Correlacao de Pearson como indice de similaridade. O dendograma ilustrado na Figura 5.19 foi
gerado com o algoritmo UPGMA.

Figura 5.19. Dendograma gerado por analise de cluster (Correlagdo de Pearson, UPGMA) do perfil de
bandas do DGGE de fragmentos do rDNA 16S para o Dominio Bacteria.
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O padréo de bandas demonstra que uma das populagdes presentes no indculo se manteve

em todas as condicdes experimentais. Este taxon também apresenta maior abundancia no ensaio
onde a concentragdo de glicose e aeracdo intermitente foram, respectivamente, de 2 g.L 2 e 8
h.d?. A remocdo de cor média neste experimento foi de apenas 49,0%, sugerindo que a
permanéncia desta populacdo de bactérias em todos os ensaios, isoladamente, ndo é um
indicativo da eficiéncia de degradacdo do composto azo. Provavelmente, como sera
demonstrado na secdo 5.5.2, a eficiéncia do sistema esta relacionada as associacdes sinérgicas
entre diferentes populacdes bacterianas atuando na degradacao do cromdéforo.

A similaridade entre as comunidades microbianas do indculo e dos experimentos
fatoriais variou de 25-73%. Ainda, o dendograma apresenta uma separacao acentuada entre dois
grupos distintos, a saber: na parte superior, os ensaios onde ndo foram realizados ciclos de
aeracao (43% similaridade) ou onde a concentracio do co-substrato utilizada foi de 1 g.L™ (28%
similaridade); e, na parte inferior, todas as condi¢cGes submetidas & aeracdo intermitente em

conjunto com os niveis mais elevados de glicose (2 — 3 g.L%) e indculo (35% similaridade).
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As populacBes microbianas dos ensaios ndo-aerados apresentaram grande similaridade
entre si. Nesta condi¢do, o par de ensaios com maior nivel do co-substrato (2 e 3 g.L™?)
apresentou 60% de similaridade consigo e 43% de similaridade com o experimento em que foi
utilizado 1 g.L ™ de glicose. Infere-se, desta forma, que as pressdes seletivas atuaram de maneira
similar nos testes sem aeracdo intermitente, favorecendo o desenvolvimento de bactérias que
possuiam estratégias de sobrevivéncia na auséncia de oxigénio, e.g. microrganismos anoxicos,
anaerobios e facultativos; ou, ainda, de bactérias aerdbias capazes de sobreviver utilizando
apenas 0 oxigénio do headspace difundido na camada superior do meio reacional. A despeito
disso, 0 par mais semelhante possuia como condicdo comum o menor nivel de co-substrato,

porém estratégias distintas de aeragdo (0 e 4 h.d*! aerago).
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5.5.2. Indices ecolégicos

Os indices H’ e D foram calculados a partir das curvas densitométricas do perfil de
bandas do DGGE. A Tabela 5.12 lista 0s valores destes indices e a remocao de cor média obtida

em cada experimento.

Tabela 5.12. indices ecoldgicos de Shannon (H”) e Dominancia (D) em amostras de biomassa coletadas
ao fim de cada experimento fatorial e eficiéncia média de remocdo de cor dos respectivos ensaios.

Descoloracéo

Ensaio Glicose (g.L?) Aeracéo (h.d?) Shannon (H') Dominancia (D)

média (%)
E-01 1 0 73,1 1,999 0,163
E-02 1 4 61,9 1,852 0,201
E-03 1 8 37,5 1,479 0,302
E-04 2 0 90,0 2,354 0,114
E-05 2 4 85,0 2,179 0,141
E-06 2 8 49,0 2,019 0,168
E-07 3 0 88,5 2,086 0,158
E-08 3 4 90,9 2,304 0,129
E-09 3 8 61,4 2,223 0,141

O indice H’ € utilizado para estimar a diversidade alfa em uma amostra ambiental. Dois
componentes contribuem neste célculo: o nimero de populagdes e a equitabilidade, i.e.
distribuicdo dos individuos entre essas populacdes (Peet, 1974). A Figura 5.20 apresenta a
relacdo entre as variaveis H’, D e descoloracdo. Observa-se que a diversidade microbiana esta
relacionada a concentracdo inicial de co-substrato na AR e ao nivel de aeracdo intermitente
utilizado. Menores eficiéncias de remocao de cor foram obtidas nos experimentos em que foi
utilizada a concentragdo de glicose de 1 g.L™ ou tempo de aeragdo de 8 h.d. Os valores
calculados de H’ também sdo inferiores nestes ensaios, sugerindo que a competicdo por
doadores de elétrons pode ter limitado a diversidade de populacGes nas amostras e, portanto, a

descoloracéo redutiva do azo.

O mesmo pode ser inferido por meio do conceito de dominéancia. O indice D varia de 0
a1, onde 1 é o valor que representa um Unico taxon dominando toda a comunidade microbiana
(Hammer et al., 2001). De maneira analoga aos resultados obtidos com o indice H’, temos que
existe uma relacdo clara entre os valores de D e as respectivas eficiéncias de remocao de cor.
Entretanto, maiores valores de dominancia implicaram em menores eficiéncias de
descoloracdo, o que reforga a hipdtese de que a diversidade microbiana é benéfica ao processo

de descoloracéo redutiva.
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Figura 5.20. Correlacdo entre remocdo de cor e indices ecoldgicos em cada experimento (E-01 a E-09).
Colunas indicam os valores dos respectivos indices e pontos indicam a eficiéncia de descoloracdo. A
linha tracejada representa a diversidade ou dominancia do inéculo.
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Estes resultados podem ser explicados com o apoio dos estudos de Kurade et al. (2017)
e Phugare et al. (2011), que observaram maior atividade de enzimas envolvidas na quebra da
ligacdo azo quando foram utilizados consorcios microbianos ao invés de culturas puras. Os
autores atribuiram o fato as interacdes sinérgicas entre diferentes comunidades microbianas
atuando na degradacédo do croméforo.

Figura 5.21. Representacédo da eficiéncia de remocéo de cor e diversidade microbiana em experimentos
modelos para fins de comparacéo.
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Em um estudo néo relacionado a biodegradacdo de compostos toxicos, Benomar et al.
(2015) verificaram os efeitos do estresse nutricional sobre o desenvolvimento de duas culturas

de bactérias anaerdbias. Os autores observaram gue a auséncia de nutrientes essenciais induziu
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a interacOes fisicas entre as espécies, permitindo a emergéncia de novas propriedades no
consorcio artificial. No estudo supracitado, foram observadas melhorias na producédo de H» e
crescimento maximo precoce quando as espécies cresceram em co-cultivo. O estresse causado
pela presenca do composto azo pode, de modo anélogo, ter estimulado interacdes sinérgicas
entre as populacOes; e as propriedades emergentes resultaram em melhores performances de

remocao de cor.



5.6. Sequenciamento metagendémico do gene 16S rRNA

As amostras de biomassa do inoculo e de duas condi¢cBes experimentais foram
sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq 2000. Duas condig¢des foram escolhidas, a saber: 1
g.L* glicose e tempo de aeracdo intermitente de 4 h.d* (E-02) e 2 g.L™* glicose e tempo de
aeracdo intermitente de 0 h.d? (E-04) (Figura 5.22). Um total de 402.400 sequéncias foram
obtidas mediante andlise das trés amostras, as quais foram agrupadas em 262 OTUs com 97%
de similaridade. As sequéncias possuiam tamanho de 344 a 472 pb, com média de 46516 pb e

mediana de 466 pb. A maior parte das sequéncias possuia comprimento de 467 pb.

Figura 5.22. Par@metros considerados na escolha dos experimentos alvos do sequenciamento do gene

16S rRNA.
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5.6.1. Indices ecolégicos

O numero de sequéncias obtidas foi utilizado para estimativa da diversidade e riqueza
microbiana a nivel das OTUs com 97% de similaridade. Os indices utilizados foram H', D e S1.
Para a analise de cobertura, utilizou-se o indice de Good. Os valores sdo demonstrados na
Tabela 5.13.

Tabela 5.13. indices ecoldgicos de Shannon (H”), Dominancia (D) e Chao-1 (S1) e outros parametros

do sequenciamento do gene 16S rRNA em amostras de biomassa coletadas no inicio (Inéculo) e ao fim
dos ensaios E-02 e E-04. E-02: 1 g.L* glicose, 4 h.d! aeracdo intermitente; E-04: 2 g.L* glicose, 0 h.d-
1

Inéculo E-02 E-04
Shannon (H") 1,959 2,865 3,392
Dominancia (D) 0,326 0,195 0,062
Chao-1 (S1) 231 241 237
OTUs 223 233 228
NuUmero de sequéncias 15026 126166 125125
indice de Good (Coverage) 0,9989 0,9999 0,9999

A amostra de indculo apresentou a menor diversidade (H’ = 1,96), ante valores de H’
de 2,87, em E-02, e de 3,39, em E-04. Estes resultados corroboram aqueles obtidos na analise
da diversidade por DGGE (Tabela 5.12). Na ocasido, E-04 apresentara a maior diversidade de
bactérias dentre todas as condi¢des estudadas. Em geral, as amostras tratadas nas condicées de
2 ou 3 g.L ! de co-substrato foram mais diversas que aquelas em que foi utilizada concentragéo
inicial de glicose de 1 g.L?, indicando que ha forte correlagido entre o pardmetro e a

disponibilidade de equivalentes de reducéo.

Inversamente, E-04 apresentou a menor dominéancia (D = 0,06). Nas amostras de inoculo
e E-02, os valores de D foram de 0,33 e 0,20, respectivamente. O meio de cultivo utilizado
durante o enriquecimento do consorcio de indculo possuia osmolalidade superior aquela da AR
utilizada nos ensaios de batelada. Algumas populacdes podem ter sido selecionadas com base
na toleréncia as condic¢des extremas de salinidade, explicando o elevado indice de dominancia

do consorcio de inéculo.

A rigueza das amostras também foi mensurada pelo estimador chao-1. Peet (1974)
define riqueza como o nimero de espécies (aqui considerado OTUs com 97% de identidade)

em uma amostra de tamanho constante. Os valores de Si1 encontrados foram bastante similares
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em ambas as amostras, variando entre 231 e 241. Isto indica que os individuos presentes no

in6culo mantiveram-se nas demais condi¢cfes, embora tenham variado suas propor¢oes.

Em relacdo a rarefacdo, observa-se que o numero de OTUs (97%) cresce com 0 aumento
das sequéncias analisadas (Figura 5.23). As curvas de rarefacdo das amostras de inoculo, E-02
e E-04 se aproximam de um valor méximo, indicando que o nimero de sequéncias avaliadas
foi adequado para a estimativa da riqueza microbiana. Isto é refor¢ado pelo indice de Good,
que assume valores entre 0,9989 e 0,9999, indicando que a quase totalidade de individuos foi
amostrada, i.e. os dados reproduzem as comunidades microbianas observadas (Good, 1953;
Lemos et al., 2011).

Figura 5.23. Curvas de rarefacdo definidas para OTUs com 97% de similaridade das sequéncias das
amostras de Indculo, E-02 e E-04. E-02: 1 g.L* glicose, 4 h.d? aeracdo intermitente; E-04: 2 g.L*
glicose, 0 h.d™.
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5.6.2. Caracterizacao filogenética

Os resultados do sequenciamento metagendmico do gene 16S rRNA revelaram uma
predominancia de membros dos filos Firmicutes (61,3%) e Actinobacteria (21,7%) no inéculo.
Proteobacteria (14.5%) e Bacteroidetes (1,4%) também estiveram presentes, em menor

proporcao, como demonstrado na Figura 5.24.

Figura 5.24. Abundancia relativa dos principais filos do dominio Bacteria presentes nas amostras do
indculo e de duas condigdes experimentais distintas. E-02: 1 g.L™ glicose, 4 h.d! aeracdo intermitente;
E-04: 2 g.L* glicose, 0 h.d* aeracéo intermitente.
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Os Firmicutes compreendem as bactérias acido-lacticas, além de membros das ordens
Bacillales e Clostridiales. Sdo gram-positivas € numerosas no solo, caracteristicas essas
comuns ao filo Actinobacteria — também numeroso na amostra do inéculo (Barka et al., 2016;
Madigan et al., 2014). A utilizagdo de solo e madeira putrida, como fonte de microrganismos,
possivelmente favoreceu a obtencdo de individuos de Firmicutes e Actinobacteria em grande

numero durante a etapa de enriquecimento.

Os filos dominantes no tempo inicial do experimento, no entanto, tiveram suas
proporgdes significativamente reduzidas no experimento E-02 (1 g.L* de glicose; 4 h.d*!
aeracdo). Por outro lado, Proteobacteria aumentou a sua abundancia relativa de 14,5% a 74,1%,
sendo a vasta maioria pertencentes a classe Gamma-proteobacteria. Este € o maior e mais
versatil filo, compreendendo bactérias gram-negativas aerdbias, microaerofilicas e aerdbias
facultativas (Madigan et al., 2014). Isto demonstra que a presenca da estratégia de aeragédo
intermitente favoreceu a selecdo de populagOes distintas daquelas que predominavam no

indculo, cujas condi¢cBes de cultivo eram estaticas, i.e. sem agitacdo ou aeracdo e com
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headspace conectado a atmosfera. Para a condicdo de 2 g.L* de glicose e auséncia de aeragio
intermitente (E-04), também houve predominancia de Proteobacteria (44,6%). Entretanto,
Firmicutes e Actinobacteria mantiveram-se em proporcdes elevadas, de 37,4 e 10,5%,
respectivamente. Os membros de Bacteroidetes, escassos na amostra de indculo (1,4%), foram
positivamente selecionados durante ambos os experimentos, i.e. 6,2% em E-02 e 5,2% em E-
04.

A presenca massiva de Proteobacteria nos experimentos condiz com a realidade de
outros estudos envolvendo a biodegradacdo de azo de AR sintética. Em experimento
envolvendo a descoloracdo do Remazole Black 5 em reator andxico, Dafale et al. (2010)
constataram que 48% da populacdo de microrganismos pertencia a classe Gamma-
proteobacteria. Bafana et al. (2008) verificaram um dominio desta classe (54%) em um
consorcio microbiano proveniente de lodos ativados apds adaptacdo ao Direct Black 38.
Firmicutes (19%), Beta-proteobacteria (14%), Bacteroidetes (10%) e Actinobacteria (3%)
também estiveram presentes. Forss et al. (2013) caracterizaram um consorcio microbiano
proveniente de madeira de regido florestal capaz de degradar o Reactive Black 5 e Reactive
Red 2. Observou-se predominancia de Firmicutes e de Bacteroidetes na composicdo do
biofilme do reator anaerébio, mas representantes de Proteobacteria também foram

identificados.

No nivel de género, observou-se que a maioria dos individuos identificados é capaz de
produzir azoredutases, sugerindo que esta foi a principal via enzimatica de degradacédo do azo.
Enzimas do complexo ligninolitico e outras enzimas oxido-redutases ndo-especificas também
podem ter atuado no processo, visto que a atividade dessas proteinas foi detectada em outros
estudos envolvendo a descoloracdo de azo por individuos de alguns dos géneros presentes no

experimento (Figura 5.25 € Quadro 5.1).

No ino6culo, houve predominancia de individuos semelhantes a Enterococcus, que se
apresenta com uma abundancia de 53,9% relativa ao dominio Bacteria. O género pertence a
ordem das bactérias &cido lacticas, i.e. que tém o &cido latico como principal produto da
fermentacdo (Madigan et al., 2014). Membros da ordem Lactobacillales sdo anaerdbios
tolerantes ao oxigénio (Madigan et al., 2014), o que explica a sua abundancia no ambiente
anoxico do cultivo. Os Enterococcus, em particular, crescem em ambientes salinos e com
valores de pH da ordem de 9,6, encontrando no meio de cultivo utilizado, portanto, condi¢oes

favoraveis a replicacéo celular (Byappanahalli et al., 2012).
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Figura 5.25. Abundancia relativa dos principais géneros do dominio Bacteria presentes nas amostras
do indculo e de duas condigcBes experimentais distintas. E-02: 1 g.L? glicose, 4 h.d! aeracdo
intermitente; E-04: 2 g.L ! glicose, 0 h.d* aeracéo intermitente.
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Quadro 5.1. Principais géneros bacterianos presentes nos experimentos os quais foram previamente
associados a descoloracdo de corantes azo em outros estudos. Aspectos gerais e via enzimatica de
degradacdo do croméforo.

Condicao

Via enzimética de
descoloracéo

Referéncias

Género Gram
Enterococcus +
Streptomyces +
Lactobacillus +

Klebsiella -
Pseudomonas -
Stenotrophomonas -
Lysinibacillus +

Anaerébia e
anoxica

Andxica

Anaerobia e
andxica
Aerdbia,
microaerofilica,

anoxica e
anaerobia

Andxica

Aerdbia

Andxica

Azoredutase

Enzimas do complexo
ligninolitico

Azoredutase

Azoredutase

Azoredutase, NADH-
DCIP redutase e
enzimas do complexo
ligninolitico
Enzimas do complexo
ligninolitico

Azoredutase, NADH-
DCIP redutase,
riboflavina redutase e
enzimas do complexo
ligninolitico

Chen et al. (2004); Chung et
al. (1992); Scheline et al.
(1970); Wang et al. (2004)
Pasti-Grigsby et al. (1992);
Paszczynski et al. (1992,
1991)
Chen et al. (2009); Elbanna
et al. (2010); Seesuriyachan
et al. (2007); Wong e Yuen
(1996); You e Teng (2009)

Cui et al. (2012); Franciscon
et al. (2009); Yu et al.
(2012); Zhang et al. (2010)

Chang et al. (2001); Hsueh e
Chen (2007); Phugare et al.

(2011); Telke et al. (2010);
Zimmermann et al. (1982)

Galai et al. (2009)

Saratale et al. (2013)
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Apesar de Enterococcus ser o género dominante no inicio dos experimentos, observou-
se um declinio na proporcao desses individuos durante os ensaios. O género passou a integrar
3,0 e 16,0% da comunidade bacteriana dos experimentos E-02 e E-04, respectivamente,

indicando que a aeragdo descontinua desfavoreceu o crescimento destes individuos.

A descoloracdo de corantes azo por Enterococcus foi relatada por diversos autores
(Chen et al., 2004; Chung et al., 1992; Scheline et al., 1970; Wang et al., 2004). Estes estudos
associam a capacidade de degradacgdo do azo a produgdo de enzimas da classe azoredutase pelo
género. Em geral, a enzima depende da presenca de cofatores enzimaticos — e.g. NADH,
NADPH, Riboflavina, FMN, entre outros — e auséncia de oxigénio para catalisar a reacdo de
quebra da ligacdo que causa cor. No entanto, Chen et al. (2004) caracterizaram uma azoredutase
de Enterococcus capaz de degradar diversos corantes azo em condigdes aerobias.

Bactérias similares a Streptomyces também estiveram presentes na amostra do in6culo
(21,6%). O género foi igualmente desfavorecido na presenca de aeracdo intermitente
(abundéancia relativa de 1,6% nesta condicdo), embora tenha se mantido em proporcao

significativa no experimento ndo aerado (10,5%).

Este género € comumente encontrado em solos alcalinos e pode produzir enzimas
hidroliticas (Madigan et al., 2014), caracteristica desejavel no processo de biodegradacéo de
compostos aromaticos. Estudos demonstraram que estirpes de Streptomyces foram capazes de
degradar corantes azo sulfonados e o é&cido sulfanilico, um metab6lito comum, apo6s
modificacOes na estrutura quimica destas moléculas para conferir maior semelhanca a lignina.
Alguns corantes comerciais, inalterados, ndo foram degradados (Pasti-Grigsby et al., 1992;
Paszczynski et al., 1992, 1991). Ademais, Pasti e Crawford (1991) observaram uma forte
correlacdo entre a capacidade de degradacdo da lignina e a descoloracdo de dois corantes
antraquinona por Streptomyces. Os autores concluiram que enzimas ligninoliticas produzidas
pelas estirpes atuaram na degradacdo destes compostos. Estes estudos indicam que o género
pode atuar na biodegradacdo de compostos aromaticos que possuem padrdes em suas estruturas

semelhantes a lignina, que é o caso de muitos corantes da classe azo.

Bactérias similares a Lactobacillus mantiveram-se em propor¢Ges semelhantes as
iniciais ao final das duas condic¢des experimentais investigadas (4,9% em E-02 e 5,8% em E-
04). Assim como Enterococcus, 0 género integra a lista de microrganismos da flora intestinal
capazes de produzir azoredutase (Chung et al., 1992). Em um estudo de Seesuriyachan et al.

(2007), uma estirpe de Lactobacillus isolada do solo de uma inddstria de laticinios teve o melhor
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desempenho na biodegradacdo do corante Methyl Orange, dentre 19 isolados testados, em
ensaios de condicdo microaerofilica. Os autores observaram que a reacéo foi catalisada por uma
azoredutase dependente de NADH e presente no citosol das células. Os autores inferiram, ainda,
que 0 processo teve participacdo de mediadores de dxido-reducdo, visto que a elevada massa
molecular do composto azo sulfonado torna pouco provavel a formacao do complexo enzima-
substrato dentro do citoplasma. Reactive Black 5, Methyl Red, Amaranth, Orange IlI,
Eriochrome Red B, dentre outros, também estdo entre os compostos reportados em estudos
envolvendo a degradacéo de azo por Lactobacillus (Chen et al., 2009; Elbanna et al., 2010; You
e Teng, 2009).

Bactérias similares a Klebsiella, com abundancia relativa de apenas 1,3% no indculo,
aumentaram suas proporcdes para 54,4% em E-02. Klebsiella pertence a ordem dos
Enterobacterialles, grupo de bactérias aerdbias facultativas com morfologia do tipo bacilo
(Madigan etal., 2014). O resultado indica que a presenca de ciclos de aeracdo permitiu a selecéo
destes individuos em detrimento de microrganismos aerdbios estritos, pois estes ultimos ndo

possuem estratégia de sobrevivéncia nos periodos de auséncia de oxigénio.

Bactérias do género Klebsiella foram mencionadas em estudos envolvendo a
degradacéo de azo em condicGes aerdbias ou microaerofilicas (Cui et al., 2012; Franciscon et
al., 2009b; Wong e Yuen, 1996; Yu et al., 2012; Zhang et al., 2010). Wong e Yuen (1996)
utilizaram Klebsiella pneumoniae para descoloracdo do Methyl Red em meio oligotréfico.
Franciscon et al. (2009) observaram que uma estirpe do género foi capaz de degradar diversos
corantes da classe. As aminas arométicas geradas também foram biodegradadas quando
prevaleceram condigdes aerébias no experimento. Cui et al. (2012) obtiveram resultados
semelhantes ao comparar a performance de um consorcio facultativo, composto por Klebsiella

e outros géneros, na degradacdo de um corante azo em meios aerébio e anaerobio.

No ensaio E-04, diversos géneros pouco abundantes no tempo inicial do experimento
assumiram proporcoes elevadas. Congéneres de Pseudomonas aumentaram sua abundancia
relativa de 0,7 a 8,5%. Bactérias similares a Delftia, que compunham apenas 0,4% da amostra
de indculo, passaram a integrar 13,9% do total de populacGes do ensaio. Géneros semelhantes
a Klebsiella, Lysinibacillus, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Pelosinus, Chryseobacterium,

Clostridium, entre outros, estdo entre as taxa positivamente selecionadas neste ensaio.
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Figura 5.26. Representacdo circular dos géneros microbianos com maiores valores de abundancia

relativa no in6culo e em duas condicOes experimentais distintas. Ensaio 02: 1 g.L* glicose, 4 h.d*
aeracdo intermitente; Ensaio 04: 2 g.L* glicose, 0 h.d aeragéo intermitente.
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Bactérias do género Pseudomonas sdo potenciais produtoras de azoredutase e de

enzimas modificadoras da lignina (Phugare et al., 2011; Telke et al., 2010; Zimmermann et al.,
1982). Embora esses microrganismos possam crescer aerobiamente, Chang et al. (2001)
constataram que a presenca de oxigénio dissolvido retardou a descoloracdo do corante azo
Reactive Red 22 por uma estirpe do género. Em um estudo desenvolvido por Hsueh e Chen

(2007), Pseudomonas luteola descoloriu diversos compostos da classe, a exce¢do do Methyl
Red.
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O género Pseudomonas € particularmente importante na biodegradacdo de compostos
aromaticos produzidos no processo de descoloracdo. Estas bactérias demonstram ser portadoras
de genes responsaveis pela rota catabolica de degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), incluindo o naftaleno (Whyte et al., 1997). Ademais, essas bactérias sdo
capazes de metabolizar a anilina, outro potencial subproduto da degradacdo do DB22 (Konopka
etal., 1989).

Delftia, taxon abundante em E-04, também foi associado a biodegradacgdo da anilina. O
género é capaz de utilizar o composto como fonte exclusiva de carbono para crescimento celular
(Liuetal., 2002; XIAO et al., 2009). Apesar disso, Liu et al. (2002) constataram que derivativos

da anilina, e.g. &cido sulfanilico, ndo sustentaram o crescimento de uma estirpe investigada.

Bactérias anadlogas a Stenotrophomonas estiveram em proporcoes de 2,7 e 2,1% nos
experimentos E-02 e E-04, respectivamente. Stenotrophomonas maltophilia, espécie do género,
possui a habilidade de degradar compostos fendlicos, HPAs e diversos xenobidticos (Ryan et
al., 2009). Em estudo desenvolvido por Galai et al. (2009), uma estirpe de S. maltophilia isolada
do solo promoveu a descoloracdo dos corantes Congo Red e Methyl Orange em meio Luria

Bertani. Os autores detectaram atividade de lacase no extrato enzimatico.

Ainda na amostra E-04, houve aumento da proporcdo dos aerdbios semelhantes a
Lysinibacillus (7,4%) e Acinetobacter (3,0%). Ambos os géneros foram previamente associados
a biodegradacdo de compostos aromaticos. Misal et al. (2014) analisaram uma azoredutase
produzida por Lysinibacillus sphaericus. A enzima utilizava o NADH como doador
preferencial de elétrons e catalisou a descoloracéo de diversos corantes da classe azo. Em outro
estudo, uma estirpe do género isolada de solo conduziu a biodegradacdo completa do Remazol
Red. A atividade enzimética de diversas enzimas 6xido-redutases foi detectada, incluindo a
azoredutase, lacase, alcool veratrilico oxidase, NADH-DCIP redutase e lignina peroxidase
(Saratale et al., 2013). Acinetobacter, por sua vez, possui genes codificadores de enzimas que
podem catabolizar compostos aromaticos como o fenol e a anilina (Mazzoli et al., 2007,
Thangaraj et al., 2008).
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5.6.3. Classificacao das bactérias com base no metabolismo celular

A proporcdo entre microrganismos anaerobios e/ou fermentativos, facultativos e
aerobios, relativa aos principais géneros observados, € demonstrada na Figura 5.27. Houve
predominancia de bactérias com metabolismo respiratdrio anaerobio e fermentativo na amostra
de indculo (64,8%). Em E-02, observou-se aumento significativo de bactérias facultativas, que
passaram a integrar 71,4% do total de populacdes analisadas. A alternancia da presenca de
oxigénio, nessas condicdes, selecionou individuos versateis, como as bactérias semelhantes a
Klebsiella e Pseudomonas. Em E-04, os organismos com metabolismo estrito voltam a
predominar, embora a presenca de bactérias facultativas seja de 21,2%, muito superior a
apresentada pelo in6culo. A predominancia de aerébios (44,2%), nesta condicdo, pode ser
atribuida a difusdo do oxigénio presente no headspace através da camada superior do meio
reacional, visto que ndo houve aeracdo nesta condicdo. Destes individuos, a grande maioria esta
relacionada a biodegradacdo de compostos aromaticos, indicando que a condicgéo foi propicia

ao desenvolvimento de microrganismos capazes de degradar possiveis metabélitos do DB22.

Figura 5.27. Proporcdo relativa de bactérias anaerobias ou fermentativas, facultativas e aerébias dentre
0s principais géneros presentes nas amostras de inoculo e de duas condi¢des experimentais distintas. E-
02: 1 g.L* glicose, 4 h.d? aeracdo intermitente; E-04: 2 g.L* glicose, 0 h.d™.
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5.7. Ecotoxicidade

5.7.1. Ensaios de toxicidade com semente de Lactuca sativa

Os testes agudos de fitotoxicidade foram realizados com sementes de L. sativa.
Preliminarmente, foram conduzidos ensaios com 0s componentes inorganicos da AR, sem a
presenca do corante. O objetivo desta etapa foi avaliar o efeito da concentracdo do sal utilizado
como fonte de alcalinidade (NaHCO3). Os resultados sdo demonstrados no boxplot da Figura
5.28.

Figura 5.28. Taxa de germinacdo (GR) de sementes de L. sativa incubadas com as fracGes inorganicas
da AR sintética com concentracéo varidvel de NaHCOs (1 — 2 — 3 g.L™%). Demais componentes: KH2PO4
(0,259.L%), Na,SO4 (0,50 g.L 1) e NaCl (0,50 g.L?). Ensaios realizados em sextuplicata, com 5 sementes
por réplica.
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O teste de normalidade mostrou que as respostas nao tém distribuicdo normal (Shapiro-
Wilk, p<0,05). Neste sentido, realizou-se teste de Kruskal-Wallis para comparacdo das
medianas, em gue se constatou que nao houve diferenca estatistica significativa entre os valores
de GR, a 95% de probabilidade. Isto indica que ensaios com distintas concentragdes de
NaHCOs, na faixa de 1-3 g.L?, podem ser comparados quanto a eficiéncia de remocéo de
toxicidade causada pelos contaminantes organicos, que sdo removiveis biologicamente.
Resultados semelhantes foram obtidos para a AR sintética bruta, variando-se a concentracao de
glicose. Observou-se que ndao houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as
medianas de GR das amostras de efluente sintético com distintas concentragdes de glicose (1,
2e3g.LY) e de NaHCOs (1:1 g-glicose).
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Os ensaios definitivos foram realizados com a premissa de que todas as amostras de AR
ndo-tratada tém o mesmo efeito sobre GR, a despeito da concentracdo de glicose e de NaHCOs,
e portanto os ensaios sdo equiparaveis. Os resultados sdo demonstrados na Figura 5.29.

Figura 5.29. Taxa de germinacdo (GR) de sementes de L. sativa incubadas com efluente téxtil sintético
contendo DB22 (32,5 mg.L?) apds tratamento biolégico em diferentes condicGes experimentais. S/T:

efluente sem tratamento. Concentragdes de glicose testadas: A) 1 g.L*%; B) 2g.L*; e C) 3 g.L. Ensaios
realizados em sextuplicata, com 5 sementes por réplica.
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O teste de Kruskal-Wallis indicou que ndo houve diferenca estatistica significativa, a
95% de probabilidade, entre as medianas dos valores de GR das amostras de AR bruta e ap6s
tratamento nas diferentes condi¢des. O teste foi realizado apds constatacdo de que os dados ndo

aderem a normalidade (Shapiro-Wilk, p<0,05).

Novos ensaios, com maior nimero de sementes por placa, foram conduzidos para duas
das condicdes experimentais, a saber: E-02 e E-04. O novo experimento foi realizado com o
objetivo de confirmar os resultados do teste anterior. E-02 foi responsével pela maior remocao
— ou menor producdo — de metabolitos e menor DQO residual, enquanto E-04 destacou-se pelo
maior valor de K e maior diversidade microbiana. Os resultados do experimento sao

demonstrados no boxplot da Figura 5.30.

No novo experimento, a variavel GR apresentou distribuicdo normal (Shapiro-wilk,

p<0,05). N&o houve diferenca estatistica significativa, a 95% de probabilidade, entre as médias
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de GR das amostras tratadas nas duas condicdes, segundo teste de ANOVA. Os valores médios
de GR foram de 83£18 e 79+18%, respectivamente, para E-02 e E-04 (Tabela 5.14). As médias
também nao diferiram em relacdo aos resultados dos respectivos efluentes antes do tratamento
biologico.

Figura 5.30. Taxa de germinagdo (GR) de sementes de L. sativa incubadas com efluente téxtil sintético
contendo DB22 (32,5 mg.L™) apés tratamento biolégico em duas condicOes experimentais distintas.

S/T: sem tratamento; E-02: 1 g.L™* glicose, 4 h.d* aeragdo intermitente; E-04: 2 g.L* glicose, 0 h.d*
aeracao intermitente. Ensaios realizados em sextuplicata, com 10 sementes por réplica.
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Tabela 5.14. Taxa de germinagdo (GR) média, comprimento total da radicula (RLS) e indice de
germinacgdo (GI) das amostras de duas condigdes distintas, antes e apds tratamento biolégico por 120 h.
E-02: 1 g.L? glicose, 4 h.d?! aeracdo intermitente; E-04: 2 g.L ! glicose, 0 h.d? aeragéo intermitente.
Ensaios realizados em sextuplicata, com 10 sementes por réplica.

t (h) GR (%) RLS (mm) Gl
E-02 0 83114 28,9 0,27

120° 83+18 62,7 0,62
E-04 0 81+19 80,7 0,73

120P 79+18 52,7 0,49

apH 7,4, DQO = 350 mg.L?, descoloracdo = 65,6%; °pH 7,4, DQO = 2150 mg.L™, descoloracgdo =
84,4%.

O indice de Germinagdo (GI) também foi utilizado como pardmetro para medir a
eficiéncia de remocao de fitotoxicidade pelo tratamento bioldgico. O GI combina a taxa de
germinacdo das sementes e medidas do alongamento da radicula, sendo um indicador de
ecotoxicidade mais completo e mais sensivel (Priac e Badot, 2017). Embora as médias de GR

dos ensaios distintos ndo tenham apresentado diferenca estatistica entre si, o Gl indica que E-
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04 apresentou maior toxicidade a L. sativa em comparacdo com E-02, ambos apds tratamento

bioldgico por 120 h.

Na literatura cientifica, Lumbaque et al. (2017) ndo observaram mudancas nos
resultados de alguns parametros de toxicidade, em ensaios agudos com sementes de L. sativa,
apos tratamento fisico-quimico do Reactive Black 5 em processo redutivo (PR) e PR + processo
fenton. Outros autores reportaram o0 aumento de fitotoxicidade a este bioindicador apos
descoloracdo de corantes azo por fotolise direta, processo UV/H20> ou tratamento bioldgico
(Almeida et al., 2016; Franco e Azevedo, 2014).

Observa-se, também, que o efluente bruto utilizado no experimento E-02 apresentou Gl
muito inferior a E-04, 0 que pode estar relacionado as diferentes concentracdes iniciais de co-
substrato dessas amostras. Harigaya e Takahashi (2018) estudaram o efeito da concentracédo de
glicose sobre o desenvolvimento da radicula de L. sativa durante germinacdo na auséncia de
luz. Os autores observaram que a presenca do composto, nas concentragdes de 3-30 g.L7,
estimulou o crescimento da raiz em relacdo ao controle, o que esta relacionado a funcdo do
composto como fonte de energia, constituinte estrutural e interacdo com diversos horménios
(Gibson, 2004; Harigaya e Takahashi, 2018). Efeito similar pode ter ocorrido em E-04'2, o que

causou a distorcéo no valor do respectivo indice.

Em suma, observou-se que o tratamento biolégico ndo diminuiu a inibicdo da
germinacdo das sementes de L. sativa, o que deve estar relacionado a toxicidade motivada pelos
constituintes inorganicos. Entretanto, outros parametros indicaram que o experimento E-02
apresentou menor toxicidade ao bioindicador, sugerindo que houve maior biodegradacdo do

DB22 e de outros compostos organicos toxicos na presenca de aeracao intermitente.

12 As concentragdes iniciais de glicose nos ensaios E-02 e E-04 eram de 1 e 2 g.L %, respectivamente. Os valores
proporcionaram concentragdes de DQO de 1,3 e 2,4 g.L™ aos respectivos efluentes brutos.
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5.7.2. Ensaios de toxicidade com Daphnia magna

Amostras dos ensaios E-02 e E-04 foram submetidas a ensaios agudos de toxicidade

com neonatos de D. magna. Os resultados sdo demonstrados na Tabela 5.15 e Figura 5.31.

Tabela 5.15. Sobrevivéncia média de neonatos de D. magna expostos durante 48 h a diferentes dilui¢oes
de amostras de efluente téxtil sintético contendo DB22 (32,5 mg.L™?), antes e apds tratamento bioldgico
por 120 h em duas condigdes distintas; e valor estimado da CEso/DIL. E-02: 1 g.L ! glicose, 4 h.d?
aeracdo intermitente; E-04: 2 g.L glicose, 0 h.d! aeragéo intermitente.

t (h) Sobrevivéncia (%) CEs/DIL
10% 25% 50% 75% 100%
E-02 0 0 0 0 0 0 -
120 89+11 90+10 83+11 60+10 0 1742
£t 0 0 0 0 0 0 -
120 93+13 53+12 0 0 0 2611

apH 7,4, condutividade: 3070 puS.cm*; P pH 7,4, condutividade: 3770 puS.cm*. Parametros medidos no
inicio dos experimentos.

N&o houve sobreviventes nas amostras de AR sem tratamento (t=0 h) em nenhuma das
diluicOes testadas. Apds tratamento bioldgico, porém, a sobrevivéncia média dos neonatos nos
testes com diluicdo de 1:10 aumentou para 89+11 e 93+£13% nos ensaios E-02 e E-04,
respectivamente. Na diluicdo de 1:4, a sobrevivéncia média oscilou para 90+10% em E-02,
enquanto o seu valor decresceu para 53£12% em E-04. O valor estimado da CEso/DIL foi de

77+2% para a condi¢do E-02, muito superior ao valor de 26x£1% calculado para amostras do
ensaio E-04.

Figura 5.31. Sobrevivéncia média de neonatos de D. magna expostos durante 48 h a diferentes diluicGes
de amostras de efluente téxtil sintético contendo DB22 (32,5 mg.L ) ap6s tratamento bioldgico por 120
h em duas condigdes distintas. E-02: 1 g.L* glicose, 4 h.d aeragdo intermitente; E-04: 2 g.L* glicose,
0 h.d! aeracdo intermitente.
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Figura 5.32. Disposicao de Béqueres (100 mL) em ensaios agudos de ecotoxicidade utilizando D.
magna como bioindicador. A esquerda, experimento E-02 (1 g.L* glicose, 4 h.d aeracdo intermitente)
e, a direita, experimento E-04 (2 g.L* glicose, 0 h.d! aeracéo intermitente).
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A menor toxicidade ao bioindicador D. magna apds tratamento na condi¢do identificada

como E-02 pode ser atribuida a biodegradacdo de subprodutos da descoloracdo do DB22 e a
maior remocao de matéria organica nos experimentos com aeracao intermitente. Como visto na
se¢do 5.3, a utilizacdo de 1 g.L™ de glicose e tempo de aerag&o intermitente de 4 h.d! propiciou
a maior reducdo na area sob a curva de absorcdo espectral no intervalo UV. Ademais, a DQO
residual deste ensaio foi significativamente inferior aquela obtida na condicdo E-04. Observa-
se, portanto, que a remocdo de matéria organica e de compostos intermediarios proporcionou
maior reducdo de ecotoxicidade da AR, embora a descoloracdo tenha sido superior no

experimento nao-aerado.

Em estudo envolvendo a biodegradacdo do DB22 em um sistema de fluxo continuo,
Amaral et al. (2014) observaram que nao houve reducédo da toxicidade a D. magna na amostra
de um efluente téxtil tratado em condicdo anaerdbia. Apoés utilizacdo do pds-tratamento aerobio,
porém, a ecotoxicidade dessa AR reduziu significativamente. Franciscon et al. (2009a, 2009b),
em estudos com o mesmo bioindicador, observaram que houve diminuicdo da taxa de
mortalidade dos organismos-teste apos a biodegradacdo de uma mistura de diferentes tipos de

corantes azo em tratamento sequencial microaerofilico-aerobio.

Nota-se que o uso da aeracao intermitente contribuiu para a reducéo significativa na taxa
de mortalidade de D. magna. Sabe-se que a as aminas aromaticas sdo recalcitrantes ao
tratamento anaerdbio, embora sejam facilmente degradaveis em condic6es aerobias (Pandey et

al., 2007). A presenga do oxigénio melhorou a eficiéncia de degradagdo de intermediarios
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toxicos e de demais compostos organicos que conferem DQO, reduzindo a ecotoxicidade da

AR analisada.



107

6. CONSIDERACOES FINAIS SOBRE AS HIPOTESES DE ESTUDO

Hipdtese A: Os microrganismos obtidos de material lignocelulésico e solo, quando adaptados,

séo capazes de degradar o DB22.

As amostras de solo e residuos lignocelulésicos, coletadas nas regides indicadas
na Secdo 4.2 deste estudo, foram boas fontes de microrganismos degradadores do
cromoforo azo. O consoércio obtido era capaz de descolorir completamente o DB22
(32,5 mg.L!) do meio de cultura em um periodo de até 12 h. Foram selecionadas
bactérias com tolerancia a elevadas concentragcdes de sais, predominantemente gram-
positivas (84,0%) e com metabolismo respiratorio anaerdbio ou fermentativo (64,8%).
Géneros semelhantes a Enterococcus (53,9%), Streptomyces (21,6%), Coxiella (5,2%)
e Lactobacillus (4,4%) foram identificados. Enterococcus e Lactobacillus foram
previamente associados a producdo de enzimas azoredutases, em estudos da literatura
cientifica, e Streptomyces é potencial produtor de enzimas do completo ligninolitico.
Estas dltimas podem mediar a degradacéo do azo e de compostos aromaticos produzidos

no processo de descoloracdo redutiva. Com isto,

Hipotese B: A aeragdo intermitente e concentracéo inicial de co-substrato exercem pressdes

seletivas na comunidade de microrganismos.

Observou-se que a concentracdo inicial de co-substrato na AR e o nivel de
aeracdo intermitente exercem pressdes seletivas sobre as populacdes de bactérias. No
in6culo, predominaram membros dos filos Firmicutes (61,3%), Actinobacteria
(21,7%), Proteobacteria (14.5%) e Bacteroidetes (1,4%). Nos ensaios identificados
como E-02 (1 g.L* glicose; 4 h.d! aeracdo intermitente) e E-04 (2 g.L* glicose; 0 h.d-
1 aeracdo intermitente) — condicBes experimentais em que houve caracterizagio
microbiana por sequenciamento —, Proteobacteria aumentou a sua proporcao relativa
para 74,1 e 44,6%, respectivamente. Firmicutes e Actinobacteria, por outro lado,

diminuiram suas abundancias relativas. Neste sentido,

Hipotese C: Consorcios microbianos mais diversos sao mais eficientes em degradar o DB22
da AR.

Os valores do indice de Shannon foram inferiores nos ensaios em que foi que

foi utilizada a concentragdo de glicose de 1 g.L™ ou tempo de aeracdo de 8 h.d™. Estes
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ensaios também foram responsaveis por menores eficiéncias de remocdo de cor,
sugerindo que a competicdo por doadores de elétrons pode ter limitado a diversidade
de populagc6es na amostra e, portanto, a descoloracdo redutiva do azo. Os ensaios com
maior diversidade microbiana, por outro lado, apresentaram maiores eficiéncias de

descoloracéo. Neste sentido,

Hipodtese D: A concentracdo inicial de co-substrato e aeracdo intermitente sdo fatores que
influenciam a remocéo de cor e de matéria organica da AR téxtil simulada contendo o DB22.

Observou-se que a descoloragdo (Y1) é afetada pela concentragdo inicial de
glicose (X1) na AR e pelo tempo de aeracdo intermitente (X>). Isto ocorre porque o co-
substrato € utilizado como fonte de equivalentes de reducdo para a degradacdo do
cromoforo azo. Concomitantemente, a transferéncia desses elétrons ao corante ocorre
na auséncia de oxigénio, que é um aceptor de elétrons mais eficiente ao azo. Neste
sentido, X; e X, afetam a resposta de maneira positiva e negativa, nesta ordem.
Ademais, os impactos de X, sobre Y1 sdo mais significativos, comparado a X1, e ndo
ha interacdo entre os efeitos desses fatores. Os maiores valores de descoloracdo média
foram de 90 e 91%, obtidos para as condigOes identificadas como E-04 (2 g.L* glicose;
0 h.d! aeracdo intermitente) e E-08 (3 g.L ! glicose; 4 h.d™! aeragdo intermitente).

Quando a variavel dependente investigada € K, notou-se que o efeito sinérgico
entre X1 e Xz se torna expressivo. Isto ndo é notado no longo prazo, i.e. na investigacdo
da descoloracdo ap6s 120 h. Em suma, observa-se que K aumenta com o aumento da
concentragdo de glicose, até 2 g.L™?, e decresce linearmente com o aumento dos ciclos
de aeracéo (0—8 h.d). A maior média de K foi de 2,18 d*!, observada nos ensaios nao-

aerados e com concentracdes de glicose de 2 e 3 g.L ™

Ademais, constatou-se que a aeracdo intermitente tem forte impacto positivo
sobre a remocdo de DQO, embora os efeitos da concentracdo de co-substrato também
tenham sido significativos. Isto pode ser atribuido a degradacdo da matéria organica
pela via respiratoria aerobia, que é mais eficiente energeticamente. A maior média de
remocdo de DQO foi de 825 mg.L™:, ap6s 120 h, obtida no experimento E-09 (3 g.L*

glicose; 4 h.d! aeracdo intermitente).

Diante dos fatos supracitados,
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Hipotese E: O consorcio microbiano € capaz de degradar o corante azo inclusive na presenca

de oxigénio.

A aeracdo intermitente interferiu de forma negativa na remocéo de cor da AR.
No ensaio E-02 (1 g.L! glicose, 4 h.d' aeracdo), observou-se predominancia de
Klebsiella (54,4%) ao final do experimento, sendo este um dos poucos géneros capazes
de reduzir o azo na presenca de oxigénio. A eficiéncia de descoloracdo média neste
ensaio, no entanto, foi de apenas 61,9%. Ademais, nos ensaios com aeracdo
intermitente, observou-se que o processo de descoloracdo foi interrompido durante 0s

intervalos aerados. A Hipotese E, portanto, foi refutada.

Hipotese F: A concentracdo inicial de co-substrato e aeracdo intermitente sdo fatores que

influenciam o grau de mineralizacdo do DB22.

Nas condicdes ndo-aeradas, observou-se que o desaparecimento do pico no
intervalo visivel, responsavel pela cor, precedeu um aumento da area sob a curva de
absorcdo no intervalo de 200-350 nm. Esta faixa estd associada a presenca de
subprodutos da descoloracdo do DB22. Ademais, nos ensaios identificados como E-04
(2 g.L ! glicose; 0 h.d! aeracéo intermitente) e E-07 (2 g.L ™! glicose; 0 h.d! aeragdo
intermitente), verificou-se a formacdo de picos bem definidos nos comprimentos de
onda de 215 e 255 nm. No nivel intermediario de aeracéo (4 h.d), houve reducéo da
absorbancia na regido correspondente ao UV, em relacdo a condicdo inicial (t=0),
somente para a concentragio de 1 g.L de glicose; sugerindo que houve melhor
biodegradacdo do corante nessa condicdo. O perfil espectral UV permaneceu constante
para as concentragdes de 2 e 3 g.L L. Infere-se, portanto, que o grau de mineralizagio
do DB22 aumenta com 0 aumento da frequéncia de aeracédo e reducdo da concentracao
inicial do co-substrato,

Hipotese G: A aplicacdo de aeracdo intermitente permite maior remocdo de ecotoxicidade da
AR.

Os ensaios ecotoxicolégicos demonstraram que ndo houve reducdo da
ecotoxicidade aguda as sementes de L. sativa em nenhuma condicdo experimental
testada. Os valores de GR nas amostras tratadas ndo diferiram estatisticamente, de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis (95% de probabilidade), em relacdo as condi¢bes
iniciais. Nos ensaios com maior nimero de sementes, conduzidos somente para as

amostras de AR sem-tratamento e tratadas nas condigdes E-02 e E-04, a ANOVA
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apontou que ndo houve diferenca estatistica entre as medias de GR, a 95% de

probabilidade.

Nos testes com os neonatos de D. magna, observou-se que houve menor
mortalidade e/ou imobilidade em E-02. O valor estimado da CEsg foi de 77+2% para a
condicédo E-02, ante a um valor de 26+1% calculado para amostras do ensaio E-04. Este
fato pode ser atribuido a biodegradacao de subprodutos da descolora¢do do DB22 e a

melhor remocgéo de DQO nos ensaios com aeragao intermitente intermediaria.

Neste sentido,
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CONCLUSOES

e O consorcio microbiano obtido a partir do enriquecimento da biomassa provinda de
material colhido em florestas tropicais foi eficiente na degradacdo do corante azo.
Confirmou-se que as florestas tropicais podem se constituir em fontes de
microrganismos capazes de degradar essa classe de compostos.

e A aeracdo intermitente e a concentracéo inicial de glicose exerceram pressdes seletivas
sobre as comunidades de bactérias;

e A diversidade microbiana aumentou a eficiéncia de descoloracdo do corante azo em
processo com utilizacdo de aeracdo intermitente, 0 que deve estar relacionado a
interacdo sinérgica entre enzimas especificas, e.g. azoredutases, e oxido-redutases ndo-
especificas produzidas por diversas populacdes de bactérias;

e A concentracdo inicial de glicose afetou positivamente a descoloracdo do DB22 no
longo prazo, a constante de descoloracdo e a remocgédo de DQO da AR,;

e A aeracdo intermitente teve impacto negativo sobre a descoloracdo no longo prazo e
constante de descoloracdo, enquanto seus efeitos sobre a remoc¢do de DQO foram
positivos;

e Nos reatores de batelada submetidos a aeracao intermitente, foram necessarios maiores
tempos para que se pudesse alcancar eficiéncias de descoloracdo similares a dos reatores
nédo-aerados;

e A utilizacdo de aeracdo intermitente aumentou o grau de mineralizagdo do DB22 da AR
téxtil sintética;

e Aaplicacgdo de aeragéo intermitente ndo removeu ecotoxicidade a sementes de L. sativa,
mas produziu um efluente menos toxico a D. magna, que é um bioindicador mais

sensivel.
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APENDICE A
Morfologia dos microrganismos do consorcio utilizado como inoculo dos experimentos de

batelada.

Figura A.1. Imagens de microscopio 6tico de contraste de fase de consoércio bacteriano preservado em
glicerina 50% (v.v!) apds reativacdo em MC por periodo de 24 h. As fotomicrografias revelam a
predominancia de bactérias dos tipos bacilo (A), cocobacilo (B) e cocos (C).




APENDICE B
Carta-controle de sensibilidade (D. magna)

Figura B.1. Carta-controle da sensibilidade de D. magna para a substancia de referéncia CuSO..5H,0.
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APENDICE C

Testes estatisticos referentes ao planejamento fatorial completo 32, com duas repetigdes, utilizado
para avaliar os efeitos individuais e sinérgicos da concentracdo de glicose (Xi) e aeracdo
intermitente (X2) sobre as respostas descoloragéo (Y1), constante de descoloracdo (Y?2) e remogéo
de DQO (Y3).

Tabela C.1. ANOVA dos fatores para a resposta descoloragdo (Y1) apds 120 h de experimento. Nivel de
significancia de 10%.

Fonte de variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
X1 1690.6 2 845.3 25.0 <0,0001
X 4223.7 2 2111.9 62.4 <0,0001
Residuos 440.0 13 33.8
Total 6354.4 17

Figura C.1. Gréfico de valores preditos versus observados para a resposta descoloracdo (Y1) ap6s 120 h de
experimento.
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Figura C.2. Grafico dos residuos deixados pelo ajuste de um modelo quadratico as respostas de
descoloracdo (Y1) obtidas ap6s 120 h de experimento
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Tabela C.2. ANOVA dos fatores para a resposta constante de descoloracao (Y2). Nivel de significancia de

10%.
Fonte de variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
X1 1.6 0.8 225 <0,0001
X 9.3 9.3 261.6 <0,0001
X1 - X2 0.1 0.1 4.2 0.0620
Residuos 0.5 13 0.0
Total 11.5 17
Figura C.3. Grafico de valores preditos versus observados para a resposta K (Y2).
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Figura C.4. Grafico dos residuos deixados pelo ajuste de um modelo quadréatico as respostas de K (Y2).

Y,-K, d!
04 T T T T T

Residuos

-l:li i i i i i

0.3 0.0 0.3 1.0 1.3 2.0

(=]
Lh

Valores preditos



128

Tabela C.3. ANOVA dos fatores para a resposta remog¢édo de DQO (Y3). Nivel de significancia de 10%.

Fonte de variacéo SQ GL QM Fealc p-valor
X1 159129.9 2 79564.9 29.9 <0,0001
X2 339902.5 2 169951.2 63.9 <0,0001
Residuos 34583.6 13 2660.3
Total 533616.0 17

Figura C.5. Grafico de valores preditos versus observados para a resposta remocao de DQO (Y3) ap6s
120 h de experimento.
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Figura C.6. Gréafico dos residuos deixados pelo ajuste de um modelo quadratico as respostas de remocéo
de DQO (Y3) ap6s 120 h de experimento.
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Parametros fisico-quimicos auxiliares utilizados para monitoramento dos reatores de batelada.

Tabela D.1. Valores médios de solidos suspensos volateis (SSV), alcalinidade intermediaria (Aj),
alcalinidade parcial (Ap) e alcalinidade total (Af apds 120 h de tratamento em diferentes condicGes

experimentais.

A, (mg-Cacos.L?)

At (mg-cacos.L?)

Nivel -1 0 1

X1 - Glicose (g.L™) 1 2 3

X, - Aeracdo (h.d?) 0 4 8
X1 Xz SSV (mg.L?)  Ai(mg-CaCcOs.L?)
-1 -1 225 229
-1 0 260 93
-1 1 220 90
0 -1 270 272
0 0 260 336
0 1 395 408
1 -1 410 398
1 0 330 450
1 1 370 619

276
337
454
386
380
795
272
348
756

505
430
544
658
716
1203
670
798
1375

Figura D.1. Efeitos da concentracéo de glicose na evolucéo do pH médio ao longo do tempo. Condigdes de

aeracdo intermitente: a) 0 h.d; b) 4 h.d*; e c) 8 h.d™.
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Figura D.2. Efeitos da aeracdo intermitente na evolucdo do pH médio ao longo do tempo. Concentracéo
inicial de glicose:a) 1 g.L%; b)2g.L % ec)3g.L
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