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Resumo da Dissertacao apresentada & COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obten¢ao do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

DEGRADACAO DE CORANTES AZO POR PROCESSO ENZIMATICO
(PEROXIDASE DE BRASSICA RAPA) E BIOFILTRO ANAEROBIO-AEROBIO

Mairely Alfonso Almaguer

Fevereiro/2018

Orientadores: Joao Paulo Bassin
Tito Livio Moitinho Alves

Programa: Engenharia Quimica

Nesse trabalho, estudou-se o potencial da enzima peroxidase de nabo (Brassica
rapa) em catalisar a descoloracao dos corantes azo Crystal Ponceau 6R (CP6R)
e Vermelho 239 (RR239). Os parametros Otimos da oxidacao enziméatica dos
corantes CP6R e RR239 foram determinados. A enzima mostrou ser um catalisador
altamente efetivo na descoloracao do corante CP6R em pH 3, 4 ¢ 5. No entanto, o pH
6timo foi de 4 para ambos os corantes. O tempo de contato 6timo para a remocao de
CP6R e RR239 foi de 0,75 min e 48,3 min, respectivamente. Nas condigoes 6timas,
obteve-se uma remocao de cor de 98% para o CP6R e de 79% para o RR239. Os
resultados mostraram que o corante RR239 é muito mais resistente a degradacao
pela peroxidase empregada. A degradacao de um efluente sintético contendo o
corante RR239 por meio de tratamento sequencial biolégico - enzimético (B-+E)
e enzimatico - biologico (E+B) também foi investigada no ambito desse trabalho.
O processo enziméatico foi o principal responsével pela remocao de cor, embora nao
tenha sido efetivo na remoc¢do de matéria organica. O processo biologico (biofiltro
anaerobio-aerobio) facilitou a remog¢ao de DQO (reator anaerobio) e de nitrogénio
amoniacal (reator aerébio). O tratamento sequencial B+E mostrou-se efetivo na
degradagao do efluente e apresentou melhor desempenho que o tratamento E+B,
atingindo percentuais de remocao de cor, DQO e nitrogénio amoniacal de 94%, 90%

e 98%, respectivamente.
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In this study, the potential of a turnip peroxidase (Brassica rapa) in catalyze the
degradation of the textile azo dyes Crystal Ponceau 6R (CP6R) and Reactive Red
239 (RR239) was evaluated. The optimum parameters of the enzymatic oxidation of
CP6R and RR239 dyes were determined. The enzyme showed to be a highly effective
catalyst in discoloration of CP6R dye at pH 3, 4 and 5. However, the optimum pH
for both dyes was found to be 4. The optimal contact time for removal of CP6R
and RR239 was 0.75 min and 48.3 min, respectively. Under optimal conditions,
98% color removal was achieved for CP6R and 79% for RR239. The results showed
that RR239 dye is much more resistant to degradation by the used peroxidase.
The degradation of a synthetic wastewater containing the RR239 dye by means of
sequential biological - enzymatic (B+E) and enzymatic - biological (E+4B) treatment
was also investigated in this work. The enzymatic process was the main responsible
for the removal of color, although it was not effective in the removal of organic
matter. The biological process (anaerobic-aerobic biofilter) facilitated the removal
of COD (anaerobic reactor) and ammonium (aerobic reactor). The B+E sequential
treatment was effective in the degradation of the wastewater and exhibited better
performance than the E+B treatment, reaching color, COD and ammonium removal

percentages of 94%, 90% and 98%, respectively.
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Capitulo 1

Introducao

O setor téxtil desempenha um papel de grande importancia na maioria dos paises,
destacando-se entre os segmentos de maior tradicao na histéria da humanidade
(DOS SANTOS e VEIBER, [2009).

Os corantes usados na industria téxtil representam o maior problema do ponto
de vista ambiental, uma vez que estao presentes nas aguas residuarias geradas por
essas industrias. Apresentando forte coloracao, esses efluentes sao, em sua maioria,
resistentes ao tratamento biologico convencional. Os corantes sao misturas de
compostos com estrutura molecular complexa, sendo, na maioria dos casos, produtos
estaveis e de dificil biodegradagao (DOS SANTOS e VEIBER] 2009).

Estudos indicam que cerca de 15% da producao mundial de corantes é perdida
para o meio ambiente, o que representa 1,20 ton/dia (GUARATINI e ZANONI,
2000). Os principais responséaveis pela poluigao das industrias téxteis sdo os corantes
da classe azo, que sao caracterizados por conter ao menos um grupo funcional azo
(-N=N-). Esses compostos tém um tempo de vida médio, na agua, de 50 anos
(DOS SANTOS e VEIBER, [2009).

No Brasil, nao ha uma legislacao vigente que restrinja a concentragao de corantes
nos efluentes. No entanto, a Resolu¢do No. 357/2005 do Conselho Nacional de
Meio Ambiente (CONAMA) limita a descarga deles, estabelecendo que os corantes
provenientes de fontes antropicas devem estar virtualmente ausentes.

As aguas residuarias coloridas constituem uma fonte de poluicdo visual e
provocam sérios riscos de impacto ambiental, acarretando prejuizos a biota aquatica.
Esse tipo de poluicao afeta a atividade fotossintética nos sistemas hidricos, uma vez
que os corantes absorvem e restringem a penetracao da radiacao solar, reduzindo
o nivel de oxigenacao do meio. Além disso, alguns corantes tém sido identificados
como substancias bioacumulativas, toxicas, mutagénicas e carcinogénicas (COGO)
2011; |COSTA et al. 2010; DE LIMA et al.l 2007).

Entre as alternativas de tratamentos para reduzir a carga poluente de

efluentes coloridos, estdo os processos de coagulagao/floculagao (LAU et al., [2014;



RODRIGUES et al.l2013), adsor¢ao (DE LUNA et al.,[2013; WANG]| 2012; ZUBAIR
et al.. 2017) e filtracdo por membranas (DASGUPTA et al., 2015). Os dois altimos,
envolvem a transferéncia de poluentes de uma fase para outra, enquanto o processo
de coagulagio/floculacao requer a disposicao final do lodo gerado (SINGH et al.l
2015). Outra desvantagem desses métodos é o fato de apresentarem, muitas vezes,
baixas eficiéncias de remocao de cor, além dos problemas operacionais e altos custos
envolvidos (LEENA e RAJ, [2008). O processo biologico convencional é um método
sustentavel e efetivo para o tratamento de muitos despejos industriais (SARATALE
et al., 2011). No entanto, os corantes nao sao facilmente removiveis por meio desses
processos. O tratamento bioldgico combinado (anaerobio-aerébio) tem sido eficaz na
remocao de matéria organica de efluentes coloridos. Entretanto, a efetividade desse
tratamento na remocao de cor é dependente da estrutura quimica e recalcitrancia dos
corantes, sendo muitas vezes insuficiente e requerendo um tratamento complementar.

Diante desse contexto e das exigéncias ambientais, novas tecnologias tém sido
desenvolvidas para degradar esses poluentes recalcitrantes ou converté-los em
compostos mais facilmente biodegradaveis. Por exemplo, pode-se citar os processos
oxidativos avancados (ALMEIDA et al.,2004; CASTRO, 2016; ERTUGAY e ACAR),
2014) e os processos enzimaticos (AHMEDI et al., 2012; HADDAJI et al., 2015;
PATIL e JADHAV| 2013).

Estudos de bancada e piloto mostram que o tratamento de efluentes por via
enziméatica pode ser uma opg¢ao viavel para a biodegradacao de contaminantes
recalcitrantes, e um processo alternativo para o tratamento de diversos efluentes
liquidos (ELY et al.l|2016). Em particular, enzimas da classe das oxirredutases, tais
como lacases (MOHAJERSHOJAEI et al., [2014; THIRUGNANASAMBANDHAM
e SIVAKUMAR], 2015), azoreductases (MATE e PATHADE, 2012; SINGH et al.,
2015) e peroxidases (AHMEDI et al., 2012; (CELEBI et al., [2013; SURENDIRAN e
SUBRAMANT, 2016) tém sido utilizadas na degradagao de corantes azo.

O uso de enzimas é atraente porque fornece a possibilidade de descolorir
efluentes téxteis em temperaturas proximas aquelas do ambiente e, em alguns
casos, em pH neutro (FARIAS| 2013). Além disso, elas apresentam propriedades
interessantes, tais como: elevada solubilidade em dguas contaminadas (AMARAL,
2011), alta seletividade e eficiéncia na remocao de compostos especificos, reduzida
suscetibilidade & inibi¢do por substancias toxicas presentes nos efluentes (HAMID)
2009), baixo requerimento de energia, e reduzido impacto sobre os ecossistemas
(DURAN e ESPOSITO, 2000). As enzimas usualmente apresentam elevada
especificidade pelos seus substratos e as reagoes ocorrem em curtos periodos de
tempo, o que torna os métodos enziméticos praticos e com menor margem de erro
do que os métodos quimicos (SOUSA| 2010).

Face as caracteristicas mencionadas, os tratamentos oxidativos enziméticos tém



se tornado cada vez mais atraentes. No entanto, os elevados custos de producao das
enzimas dificultam seu uso generalizado em escala industrial. Nesse sentido, alguns
pesquisadores tém utilizado os extratos enziméticos brutos, ou seja, sem nenhum
processo de purificagdo, para diminuir os custos associados ao processo (SILVA|
2011} SILVA et al., [2012)). Outra técnica empregada é o uso de enzimas produzidas
a partir de culturas microbianas, tais como bactérias, fungos, leveduras e algas
(TALARPOSHTT et al., 2001), e também o uso de enzimas imobilizadas (BASTOS
et al., 2015)).

Diversas sao as fontes naturais a partir das quais pode-se obter as enzimas, dentre
elas tecidos de animais, de vegetais e de microrganismos (MONTEIRO e SILVA|
2009). As peroxidases, por exemplo, podem ser obtidas a partir de fontes vegetais,
tais como o tomate (PAISIO et al.l 2010), a batata (KURNIK et all 2015), a soja
(ALI et all 2013), dentre outros. A peroxidase de raiz-forte (HRP) é amplamente
utilizada e a mais popular das peroxidases. No entanto, a disponibilidade desta
enzima é limitada, pois as plantas sao cultivadas em paises de clima frio. Além
disso, sao altos os requerimentos de purificacao. Isso eleva os custos e inviabiliza
economicamente a utilizagao da enzima no tratamento de efluentes em larga escala
(DA SILVA et al., 2011; |SILVA| 2011).

Ha, portanto, um interesse crescente por novas fontes de peroxidases e por
processos de obtencao de baixo custo, que possibilitem a sua utilizacao como
biocatalisador ambiental. Nabo e soja tém sido recomendados como fontes
alternativas de peroxidase (ELY et al., [2016). Estudos indicam eficiéncias de
remocao superiores a 90% para alguns corantes quando sdo utilizadas enzimas
obtidas a partir dessas fontes (AHMEDI et al., |2012; ALI et al., [2013). Por outro
lado, recomenda-se o uso de processos combinados para aumentar a efetividade do
tratamento enzimaéatico, uma vez que as enzimas atuam apenas no grupo cromoforo
da molécula de corante (FORGIARINI e DE SOUZA| 2007).

Nesse contexto, propoem-se os seguintes objetivos gerais no presente trabalho:

@ Estudar o potencial da enzima peroxidase de nabo (Brassica rapa) em catalisar
a descoloragao dos corantes azo Crystal Ponceau 6R e Vermelho 239, em

solucoes puras de corantes;

e Investigar a degradagao de um efluente sintético contendo o corante Vermelho
239 utilizando a combinagcao de processo biologico (biofiltro anaerobio-aerobio)

e enzimatico (peroxidase de Brassica rapa).
Para tanto, os objetivos especificos propostos sao:

e Avaliar o efeito catalisador da peroxidase de nabo (Brassica rapa) na

descoloragao do corante Crystal Ponceau 6R;



e Determinar os parametros 6timos (pH e tempo de contato) para a oxidagao
enzimatica dos corantes azo Crystal Ponceau 6R e Vermelho 239, mantendo

constantes a temperatura e a concentracao de corante;

@ Determinar a remocao de matéria organica, nitrogénio amoniacal e cor de um
efluente sintético contendo o corante Vermelho 239, por meio dos tratamentos

sequenciais enzimatico-biologico e biolégico-enzimatico;

e Avaliar o impacto dos produtos de oxidacao enzimatica no desempenho dos

reatores biologicos, durante o tratamento sequencial enzimético-biologico.

Esta dissertacao esta dividida em cinco capitulos. O primeiro capitulo contém a
introducao ao tema da pesquisa, além dos objetivos gerais e especificos. O capitulo 2
apresenta uma revisao bibliografica, mostrando o estado da arte acerca dos corantes
como fonte de poluicao dos efluentes liquidos da industria téxtil, alguns tratamentos
utilizados na remogao de corantes, assim como uma breve abordagem teérica sobre
as enzimas. Em particular, aprofunda-se nas peroxidases e em alguns fatores que
afetam a sua atividade enzimatica. No capitulo 3 sao descritos os materiais e
métodos empregados, enquanto o capitulo 4 apresenta os resultados obtidos. O
capitulo 5 contém as conclusoes e, por fim, as sugestoes para trabalhos futuros estao

descritas no capitulo 6.



Capitulo 2
Revisao Bibliografica

Nesse capitulo é realizada uma abordagem sobre os efluentes liquidos da indistria
téxtil, nos quais os corantes figuram entre os principais poluentes. Também
sao aprofundados alguns métodos utilizados na degradacao dos corantes e a sua
aplicagao em processos combinados. Dar-se-a énfase as enzimas, particularmente as

peroxidases e aos fatores que influenciam a sua atividade enzimatica.

2.1 Efluentes da induastria téxtil

O processamento téxtil é gerador de grande quantidade de despejos altamente
poluidores, contendo elevada carga organica, cor acentuada e compostos quimicos
toxicos. Os processos da industria téxtil e os efluentes associados aos mesmos variam
a medida que a pesquisa e o desenvolvimento produzem novos reagentes, novos
processos e novas técnicas, e também de acordo com a demanda do consumo por
outros tipos de tecidos e cores. Diversas operacoes sao necessarias a fim de dar ao
tecido as propriedades desejadas, gerando assim, em cada etapa, diferentes despejos
(HASSEMER e SENS| 2002)). A Figura apresenta os processos basicos utilizados
na preparacao de tecidos, bem como os compostos descartados em cada um deles.

Como mostrado na Figura2.1] diversos sao os residuos encontrados nos processos
da industria téxtil, em volumes e composi¢oes que variam conforme seu segmento
de atuagao e nivel produtivo.

Assim, a composicao dos efluentes gerados nestas industrias é muito variavel.
Essa variabilidade depende do tipo de fibra, da classe de corante utilizado e do
processo téxtil (DOS SANTOS et all [2007; |[LAU e ISMAIL, 2009). Na producio
de algodao, ao contrario de outras fibras, sao gerados residuos altamente poluentes
devido a presenca de corantes reativos, os quais sao recalcitrantes ao tratamento
biologico convencional (HOLKAR et all, 2016).

Na Tabela 2.1} observam-se os principais indicadores que caracterizam a agua

residudria advinda do processo de tingimento da industria téxtil. O efluente
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Figura 2.1: Poluentes e residuos gerados no processamento de tecidos.
Fonte: Adaptado de (MATTIOLI et al., |2002]).

apresenta Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) que pode variar de 50 a 5000 mg/L,
o que confirma a grande variabilidade dos rejeitos deste processo. Ja a Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) exibe uma faixa muito mais estreita, na ordem de
200 a 300 mg/L. A partir dessas caracteristicas, pode se deduzir que o efluente
téxtil apresenta baixa biodegradabilidade, ja que a relagaio DQO/DBO média ¢ de
aproximadamente 10. Considera-se que quando a relagaio DQO/DBO for superior a
2, a existéncia de matéria organica nao biodegradavel pode inviabilizar o tratamento
biologico (DEZOTTI, |2008).

Tabela 2.1: Caracteristicas tipicas dos residuos do processo de tingimento téxtil

Parametros Valor
Temperatura (°C) 30-80
pH (-) 2-10
DQO (mg/L) 50-5000
DBO (mg/L) 200-300
SST (mg/L) 50-500
Nitrogénio organico (mg/L)  18-39
Fosforo total (mg/L) 0,3-15
Cor (mg/L) =300

Fonte: Adaptado de (LAU e ISMAIL; [2009).



De maneira geral, os efluentes dos processos de tingimento, estamparia e
acabamento, sao extremamente dificeis de se tratar devido ao seu elevado teor
de poluentes, tais como: corantes, surfactantes, metais, solventes, entre outros
(DOS SANTOS et al., [2007)).

Os despejos liquidos destas industrias caracterizam-se por serem altamente
coloridos, devido a presenca de corantes que nao se fixam na fibra durante o
processo de tingimento. Estima-se que aproximadamente 10-15% dos corantes
utilizados no processo de tingimento sao perdidos com o efluente, devido & nao
fixacdo ao tecido (SINGH et al, 2015). Muitos dos corantes utilizados nestas
industrias sao produzidos para serem resistentes aos produtos quimicos, a luz e
a degradacao microbiologica (DEMARCHE et al., 2012). Desta forma, eles se
mantém recalcitrantes no meio ambiente. Por isso, os corantes que sao liberados
sem nenhuma forma de tratamento causam muita preocupacao do ponto de vista
ambiental. Eles podem alterar a cor dos corpos d’dgua receptores, prejudicando a
fotossintese, levando a reducao da concentracao de oxigénio dissolvido nas 4guas
e podendo causar a morte de organismos aquaticos. Além disso, podem causar
doencas como hemorragia, nausea, ulceracao e irritacao severa da pele e dermatites
(GHALY et al., [2014).

Mesmo em pequenas concentracoes, os corantes se tornam perceptiveis e causam
severos danos aos corpos hidricos. Alguns deles sao visiveis até em concentracgoes
de apenas 1 mg/L (GUARATINI e ZANONI, [2000). Além disso, muitos corantes
e seus subprodutos podem ser carcinogénicos e/ou mutagénicos (COGO, 2011}
COSTA et ol 2010; DE LIMA et al., 2007). De fato, algumas aminas arométicas
utilizadas na fabricagao de corantes foram reportadas como sendo carcinogénicas
(WEISBURGER)], 2002). Pode-se citar, por exemplo, estudos com o corante Amarelo
Metanil, testado em ratos albinos, animais nos quais foi demonstrada a toxicidade
do composto (SINGH et al., |2015)).

2.2 Corantes

Segundo DE FREITAS| (2002), os corantes sao geralmente moléculas pequenas,
compostas por dois grupos: um grupo chamado “cromoforo” (aceptor de elétrons),
que é responsavel pela cor, e um grupo funcional, que une o corante a fibra, sendo
responsavel pelo tingimento. Este tultimo grupo é chamado também de “auxocromo”
(doador de elétrons). Os corantes podem ser classificados tanto pelo modo de fixagao
nas fibras dos tecidos, quanto pela sua estrutura quimica. Alguns exemplos podem
ser observados na Tabela na qual estao apresentados alguns tipos de corantes

encontrados nas indistrias téxteis.
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2.2.1 Classificacao dos corantes
Classificagao quanto ao modo de fixagao a fibra

Os corantes podem ser agrupados de acordo com a seguinte classificagao:

Diretos: Sao corantes soluveis em agua. Tingem diretamente as fibras de
celulose (algodao, viscose, etc.) através das interagoes de Van der Waals. Este
grupo de corantes é constituido principalmente por substancias que contém mais de
um grupo azo (diazo, triazo, etc.) ou pré-transformados em complexos metélicos.
A principal vantagem desta classe é o alto grau de eficiéncia da sua aplicacdao, que
reduz o contetido de corante nas dguas residuarias (COGO, [2011)).

Acidos: Sao altamente soluveis em &gua. Tingem diretamente as fibras
proteicas e poliamidicas. O termo corante acido corresponde a um grande grupo
de corantes anionicos portadores de um a trés grupos sulfonicos. Estes corantes
caracterizam-se por serem substincias com estrutura quimica baseada em compostos
azo, antraquinona, triarilmetano, azina, xanteno, cetonimina, nitro e nitroso, que
fornecem uma ampla faixa de coloragao e grau de fixagdo (COGO, [2011)).

Azébicos: Sao obtidos sinteticamente sobre as fibras no momento do tingimento,
a partir da aplicacao de dois compostos no material téxtil, o naftol e uma base. O
naftol é um composto aromético insoltvel em agua, porém pela solubilizacao com
hidroxido de so6dio, torna-se um naftolato, que fixa na celulose. Por sua vez, a base é
um composto quimico insoluvel em agua, solubilizada por meio de nitrito de s6dio e
acido cloridrico. Apos a obtencao dessa base, faz-se sua montagem sobre o material
textil naftolado. A ligacao do naftol com a base produz o corante através de um
processo que se denomina copulacao (SILVA| 2016).

A cuba: Também chamados de corantes & tina e de reducdo, sido insolaveis
em agua. Através de redugdo com hidrossulfito de sédio em meio alcalino,
se transformam em derivados soliveis e tingem os materiais téxteis celulosicos
(DE FREITAS] 2002). A maior aplicacao deste tipo de corante tem sido a tintura de
algodao, embora outros materiais também sao utilizados devido as suas excelentes
propriedades de fixagao (GUARATINI e ZANONTI, 2000). Como a produgao quimica
de hidrossulfito de s6dio pode causar problemas ecologicos, o custo desta classe de
corantes tem sido bastante alto.

Ao enxofre: Sao insoliveis em agua. Apo6s a montagem sao oxidados
convertendo-se nos corantes insoluveis originais. Sao ideais para fibras celul6sicas na
obtenc¢do de cores intensas (castanho, azul marinho, preto). Pode ser considerado o
tingimento mais ecolégico sobre fibras celuldsicas e suas misturas. Porém apresenta
elevado consumo de dgua (aproximadamente 100 litros por kg de algodao), sobretudo
nos processos de lavagem por transbordamento (DE FREITAS, 2002).

Dispersos: Esta classe de corantes ¢ insolivel em agua. Sao aplicados em fibras



de celulose e outras fibras hidrofobicas através de suspensao. Durante o processo de
tingimento, o corante sofre hidrolise e a forma originalmente insolavel é lentamente
precipitada na forma dispersa (finamente dividido) sobre o substrato téxtil. Para
sua aplicacao, sao necessarios os agentes dispersantes, os quais facilitam o contato
entre o corante e a fibra (GUARATINI e ZANONI, [2000).

Pré-Metalizados: Tingem principalmente fibras protéicas e poliamida. Sao
caracterizados pela presenca de um grupo hidroxila ou carboxila na posi¢ao orto em
relacao ao cromoéforo azo, permitindo a formacao de complexos com fons metalicos.
A desvantagem ecolbgica deste tipo de corante estd associada ao alto conteido de
metal (cromo) nas aguas de rejeito (GUARATINT e ZANONI, 2000).

Branqueadores: Sao também chamados de branqueadores 6pticos ou mesmo
branqueadores fluorescentes.  Estes corantes apresentam grupos carboxilicos,
azometino (-N=CH-) ou etilénicos (-CH=CH-) aliados a sistemas benzénicos,
naftalénicos, pirénicos e anéis arométicos que proporcionam reflexdo por
fluorescéncia na regiao de 430 a 440 nm quando excitados por luz ultra-violeta
(GUARATINI e ZANONI, [2000). Sao aplicados para diminuir a aparéncia
amarelada das fibras.

Reativos: Os corantes deste grupo possuem como caracteristica alta
solubilidade em &gua. No Brasil, a classe mais importante para a tintura de
algodao é a dos corantes reativos, devido a sua facilidade de tingimento da fibra
de algodao. Neste processo se alcancam todas as tonalidades desejadas, com bons
indices de solidez. O Brasil é responsavel por quase 4% do consumo mundial e sua
demanda interna representa cerca de 70% da producdo da industria téxtil brasileira
(GUARATINI e ZANONTI, [2000)).

Os corantes reativos apresentam o menor grau de fixagao (50-90%) e, portanto,
maior percentual de perda nos efluentes (10-50%) (Tabela2.3)). Ha diversos corantes
reativos, sendo que os principais contém a fun¢do azo e antraquinona como grupo
cromoéforo e os grupos clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila como grupos reativos
(GUARATINI e ZANONI, 2000). Cerca de 30% do mercado total de corantes é
formado pelos azo-reativos (PEARCE et al., [2003]).

Classificagao quanto a estrutura quimica

Segundo a estrutura quimica das moléculas, os corantes podem ser
antraquinonicos, indigoéides, xantenos, azos, etc.

Dentre todas essas classes, os corantes azo sao os mais empregados, para diversos
fins, representando quase dois tercos de todos os corantes organicos (CARMEN e
DANIELAL2012)). Eles sao corantes sintéticos que se utilizam em diversas industrias,
tais como: téxtil, alimenticia, papel e celulose, couro e cosmética (SINGH et al.,
2015).
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Tabela 2.3: Grau de fixacao e perda nos efluentes de varias classes de corantes

Classe de corante Grau de fixacao Perda no efluente

(%) (%)
Direto 70-95 5-30
Acido 80-95 5-20
A cuba 80-95 5-20
Ao enxofre 60-90 10-40
Disperso 90-100 0-10
Reativo 50-90 10-50

Fonte: Adaptado de (JOSHI et al.l 2004).

Os corantes dessa classe possuem como cromoforo o grupo azo, que pode ser
identificado pela presenca de uma ou mais ligagoes duplas entre atomos de nitrogénio
(-N=N-) na molécula. Dependendo do nimero de ligacoes azo, classificam-se em:
monoazo, diazo, triazo e poliazo. Esses compostos sao caracterizados por grupos
reativos que formam ligacoes covalentes com os grupamentos OH-, NH- ou SH-,
presentes nas fibras de algodao, 1a, seda e nylon. Eles sao principalmente usados
para as cores amarela, alaranjada e vermelha (DOS SANTOS et al., 2007).

Os corantes Crystal Ponceau 6R e Vermelho 239 sao exemplos de corantes azo.
Por serem os corantes de interesse nesta pesquisa, os mesmos sao abordados em

topicos especificos a seguir.

2.2.2 Crystal Ponceau 6R (CP6R)

O CP6R, conhecido também como CI Acid Red 44, com referéncia CI 16250
(ALI et al.,[2013)), é um corante acido que tem na sua estrutura molecular um grupo
cromoforo azo, como mostrado na Tabela [2.2] Ele ¢ soluvel em agua e ligeiramente
solivel em alcool. Esse tipo de corante é utilizado na industria téxtil para o
tingimento das fibras de algodao, 13, seda e outros materiais de origem sintéticos
como o poliéster, o acrilico e o raiom (GLENTHAM] [2017)). Também é empregado
como corante alimenticio e no campo da histologia (EL-ZOMRAWY] 2013).

2.2.3 Vermelho 239 (RR239)

O RR239, também conhecido como CI Reactive Red 239 (SANCHEZ et al.l
2012), ¢ um corante azo reativo, amplamente utilizado no processo de tingimento
da industria téxtil (LIU e CHIOU, [2005). Esse composto se caracteriza por ter uma
estrutura poli aromatica de alta massa molar. Além disso, ele contém atomos de
nitrogénio e grupos sulfonados (KARADAG et al.}2007)), que dificultam a quebra da
molécula. Assim, os tratamentos bioldgicos convencionais nao sao muito eficientes

para sua degradagao. A estrutura molecular do corante RR239 e outras propriedades
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podem ser observadas na Tabela [2.2]

Os corantes podem produzir efeitos maléficos que vao além da poluicao visual.
A alteragao na penetracao de luz na agua devido a interacao desta com o corante
pode interferir nos ciclos biolégicos da biota aquética. Ha, portanto, a necessidade do
tratamento das dguas residuarias téxteis, através de processos que podem ser fisicos,
fisico-quimicos, quimicos, bioldgicos (utilizando intmeras culturas microbianas) e

enzimaticos.

2.3 Técnicas utilizadas na degradacao de corantes

Diversos sao as técnicas usadas no tratamento dos efluentes da industria téxtil
para a degradagao de corantes. Em geral, as indistrias téxteis no Brasil tratam seus
efluentes empregando a tecnologia de lodos ativados, sendo muitas vezes necessaria
a aplicagdo de tratamentos complementares para a redugao da cor (DE AMORIM
et al., 2009).

Métodos como a coagulagao/floculacio (LAU et al.| 2014; RODRIGUES et al.,
2013), a adsorcao (DE LUNA et all 2013; WANG, 2012; ZUBAIR et al. 2017)
e a filtragdo por membranas (DASGUPTA et al, 2015) conseguem remover
corantes. Porém, esses métodos precisam de um pés-tratamento dos residuos sélidos
gerados ou regeneracao do material adsorvente (DE AMORIM et al. [2009) e,
consequentemente, a necessidade da disposi¢ao final dos solidos (SINGH et al.l
2015). Em resumo, eles nao resolvem essencialmente o problema, pois s6 transferem
o corante de fase.

Por outro lado, os efluentes coloridos apresentam uma diversidade de corantes,
que proporcionam uma ampla variedade de cores, dificultando a utilizacao de um
tnico método de tratamento (SILVAL 2011). Além disso, alguns corantes podem
sofrer biodegradacao e os metabolitos formados podem ser muito mais toxicos do
que aqueles que lhe deram origem (DOS SANTOS e VEIBER, [2009).

Nesse contexto e levando em conta a eminente necessidade de melhora na
qualidade dos descartes, tém surgido alternativas tecnologicas bastantes eficazes,
que permitem a destruicao de substancias organicas de dificil degradacao. Dentre
esses processos alternativos encontram-se: a ozonizagao, os processos oxidativos
avangados (POA) e os processos enzimaticos. Fungos, principalmente os da
podridao branca (FPB), em combinacao com tratamentos biologicos e quimicos,
também tém sido utilizados, mostrando-se bastante eficientes na descoloracao
de efluentes e corantes téxteis (KUNZ et al, 2002). Nesse caso, o mecanismo
de degradagao do corante ocorre pela acao das enzimas ligninoliticas (Lignina
peroxidase (LiP), Manganés peroxidase (MnP) e Lacase), produzidas pelos fungos
(SOUZA e ROSADO, 2009).
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Das diversas técnicas existentes, pode se dizer que cada uma apresenta
sua propria restricao em termos de custo, viabilidade, funcionalidade, impacto
ambiental, geracao de lodo, necessidade de tratamentos adicionais e geracao de
intermediarios potencialmente toéxicos. A Tabela resume as vantagens e
desvantagens dos principais métodos utilizados na remocao de corantes.

A escolha do método a ser utilizado é uma tarefa dificil em funcao da complexa
composicao dos efluentes téxteis. A melhor opcao é, na maioria das vezes, a
utilizacao de processos integrados (DE AMORIM et al., 2009). A escolha de tais
processos ird depender da composicao do efluente, caracteristicas do corante, custo,
toxicidade dos produtos de degradacio e futura utilizacao do efluente tratado (SOLIS
et al., 2012]).

Em geral, as técnicas que apenas transferem os poluentes de fase ou contribuem
para a formacao de compostos toxicos (que ndo podem ser removidos por combina¢ao
com outros processos) se tornam pouco interessantes e, portanto, nao sdo muito
aceitas na pratica (SILVA| 2011)).

A seguir, sao aprofundadas algumas técnicas que tém mostrado resultados
satisfatorios na degradacdo de corantes usados nas industrias téxteis. Também
sao apresentados exemplos da utilizagao dessas técnicas, assim como tratamentos

sequenciais que empregam a combinagao de diversos processos.

2.3.1 Ozonizagao

A ozonizacao é uma técnica de oxidacao quimica que tem como agente oxidante o
ozonio. Essa técnica tem sido sugerida na literatura como um potencial alternativo
na descoloragdo, ja que o ozonio reage facilmente com a maior parte dos corantes
utilizados nas industrias téxteis e oferece eficiéncia satisfatoria, resultando um
efluente com pouca cor.

A adicao de um oxidante forte como o ozoénio permite a remocao de cor de aguas
bastante coloridas. Essa remog¢ao é mais ou menos intensa dependendo da dosagem
de ozonio e da quantidade do material colorido (corantes) presente no despejo. A
ozonizacao ¢ empregada principalmente para quebrar as moléculas de corantes e
produzir sua descoloracao (HASSEMER e SENS| |2002).

O ozonio é produzido a partir do ar, do oxigénio puro ou da 4gua altamente
pura (BILA et al) 2008). E um gas incolor e de odor caracteristico. Em virtude
de seu alto potencial de oxidagao, ele é muito utilizado para aumentar o grau de
biodegradabilidade de compostos organicos com o objetivo de remover a cor e o
odor. Sua efetividade na descoloracao de efluentes téxteis deve-se ao fato de que ele
reage atacando as duplas ligagoes dos corantes que estao associadas a cor (-N=N-),

permitindo uma descoloracao répida e eficaz.
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A classe de corante utilizada tem um impacto significativo no comportamento
desses compostos durante a ozonizacao. Dosagens razoaveis de ozénio permitem uma
boa eficiéncia na remocao de cor para corantes acidos, diretos, reativos e ao enxofre.
Corantes dispersos sao mais dificeis de remover, mesmo quando altas concentracoes
de ozoénio sdo aplicadas (HASSEMER e SENS| 2002).

Na ozonizacao, a oxidacao dos compostos organicos e inorganicos pode acontecer
pela agao de dois oxidantes, o ozonio molecular (O3) e os radicais HO® (BILA et al.l
2008). O O3 pode reagir diretamente com um poluente M (reacao direta - RD) ou
pode se decompor em radicais HO® e HO,®, que, por sua vez, irao reagir com o0s

poluentes (reagao indireta - RI), como mostrado na Figura

+02 +M
ROQe Re HQOe® (& H +0)
RI
l +M T
’o +M
M’ oxid 03 —> Moxid (+H202, etc.)
RD
2]
RI: Reacéo indireta
RD: Reacéo direta HO2e € H* + 0>
l+M
M oxid (+H202)

Figura 2.2: Esquema geral dos mecanismos de a¢ao do ozonio.
Fonte: Adaptado de (CASTRO! [2016).

As reagoes direta ou indireta podem ocorrer simultaneamente. Um ou outro
mecanismo ird4 predominar dependendo das condicoes do meio reacional, ou seja,
da temperatura, do pH e da composicao quimica das substancias presentes no meio
(BILA et al., 2008]).

A reacao indireta é muito mais eficiente porque o potencial de oxidagao do radical
hidroxila (Eo = 2.80 v) é mais elevado do que o do ozonio molecular (Eo = 2.07 v),
podendo assim promover uma oxidacao mais enérgica. As reacoes do ozonio por via
direta ou molecular tendem a ser muito seletivas (ataque a centros nucleofilicos),
enquanto que os radicais hidroxila nao reagem seletivamente.

Uma das principais desvantagens da ozonizacao é o alto custo do ozomnio e a
limitagao para a remocao de algumas classes de corantes como os dispersos e 0s
insoluveis em agua (DOS SANTOS et al., 2007).

Na remocao de corantes azos, essa técnica tem sido bastante estudada,
principalmente como tratamento complementar aos processos convencionais,
permitindo obter resultados satisfatorios com custos relativamente razoaveis
(ULSON et al.l 2010). Como exemplo, pode-se mencionar o estudo da remocao do

corante azo Laranja Reativo 16 por combinagao dos métodos ozonizacao e biologico
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(reator de leito moével com biofilme) realizado por (CASTRO et al| (2016). Nessa
pesquisa, a ozonizacao foi utilizada como pré-tratamento para a remocao de cor,
obtendo-se eficiéncias de descoloracao de 97% em 5 min para concentragoes do
corante na faixa entre 25 e 100 mg/L.

PUNZI et al| (2015)) realizaram um tratamento sequencial para a remocao de
matéria organica e cor de um efluente sintético e de um efluente real da industria
téxtil. Esses autores utilizaram a combinagao de um processo biologico anaerobio
e a ozonizacao. O processo bioldgico permitiu reduzir a DQO e a cor. No entanto,
a ozonizacao como etapa de pos-tratamento foi utilizada para degradar as aminas
aromaticas e outros poluentes organicos formados ou nao removidos pelo sistema
biologico. O tratamento sequencial do corante azo Remazol Red permitiu remocao
de cor de 99% e reducao de DQO superior a 85%.

Por outro lado, quando utilizada de forma isolada, a ozonizacao apresenta
efetividade parcial na degradacao de corantes. Isso porque os compostos nao chegam
a ser mineralizados completamente, ocorrendo a formacao de outras substancias
mais facilmente biodegradaveis e de menor massa molar. Um estudo desenvolvido
por DE MORAES et al| (2000) permitiu consolidar a afirmacao anterior. Os
autores avaliaram trés alternativas para degradar um efluente téxtil. Na primeira
utilizaram um tratamento por ozonizacao, na segunda por fotocatalise e na terceira
por combinagdo dos dois processos (ozonizacao e fotocatalise). O melhor resultado
se obteve quando foi utilizado o tratamento combinado, no qual se observou total
descoloragao e uma redugao de Carbono Organico Total (COT) maior de 60%. No
entanto, quando utilizada a ozonizacao de forma independente, se observou apenas

60% de remocao de cor e uma reducao nao significativa de COT.

2.3.2 Processos biolégicos

Para o tratamento dos despejos da industria téxtil visando a descoloragao destes,
tém-se utilizado os processos biologicos com indmeras culturas microbianas. Entre as
mais comuns pode-se citar as bactérias, os fungos, as leveduras e as algas (PIZATO)|
2013).

Os processos biologicos utilizam diferentes tipos de reatores que diferem segundo

o modo de aglomeracao da biomassa, como descrito a seguir.

Classificagao dos reatores segundo o modo de aglomeracao da biomassa

Os reatores biologicos podem ser classificados em dois grupos: os de biomassa
em suspensao e os de biomassa fixa ou imobilizada. Nos sistemas com biomassa em
suspensao, o crescimento dos microrganismos ocorre em mistura com o efluente. No

entanto, nos processos com biomassa imobilizada o crescimento biolégico acontece

16



a partir da formacao de biofilmes aderidos a suportes (NOGUEIRA| 2013)).

Os reatores com biomassa fixa sao de grande interesse porque oferecem condicoes
de adaptacao a organismos que apresentam velocidades de crescimento reduzidas.
Além disso, permitem obter altas velocidades de remogao dos poluentes (BASSIN
e DEZOTTI, [2008). Este fato ¢ fundamental para desenvolver os microrganismos
anaerdobios, os quais sao de crescimento lento.

Contudo, tem-se utilizado tanto reatores de biomassa em suspensao quanto
de biomassa imobilizada no tratamento anaerébio de efluentes da indtstria
téxtil.  Podem-se mencionar, por exemplo, as seguintes tecnologias: reator
de leito fluidizado (AYED et all 2011), reator batelada sequencial (RBS)
(BONAKDARPOUR et al.. 2011; TOMEI et all [2016]), reator anaerébio de fluxo
ascendente com manta de lodo (UASB) (AMARALL 2015) e reatores de leito fixo
(ATHALATHIL et al., 2014; BARBOSA et al.l 2009; ENAYATZAMIR et al.l 2009).

Reatores de leito fixo

Os reatores de leito fixo, como seu nome indica, sao dotados de un leito fixo
completamente submerso. FEsses reatores também sao conhecidos pelo nome de
biofiltros ou filtros biolégicos submersos, os quais podem ser do tipo aerdébhio ou
anaerobio.

Os reatores de leito fixo sao caracterizados pela presenca de um leito reacional
empacotado estacionario, onde a biomassa permanece aderida na superficie do
material suporte ou mantida entre os intersticios do leito. No reator, a massa
de microrganismos degrada o substrato presente no efluente que permeia o leito
(BASSIN e DEZOTTI, [2008]).

Nesses reatores, o escoamento do fluido pode ser ascendente ou descendente,
sendo que o primeiro é o mais usual (BASSIN e DEZOTTI, [2008)). A principal
desvantagem dos filtros de fluxo ascendente é o actiimulo de biomassa no fundo dos
reatores, podendo levar ao entupimento ou formacgao de zonas mortas (ARAUJO,
2014). Esse problema de colmatacao do leito ¢ agravado quando se trabalha com
dguas residuarias contendo grande quantidade de material particulado. Assim, as
retrolavagens periddicas do leito, tornam-se necessarias. O uso de novas tecnologias
de material suporte também tem auxiliado na diminuicao dessa dificuldade e na
possibilidade de aplicar maiores cargas organicas (BASSIN e DEZOTTIL, [2008).

Outra desvantagem desses sistemas é a necessidade de uma distribuicao uniforme
da corrente de entrada, pois do contrario é favorecida a formacao de caminhos
preferenciais, diminuindo assim o Tempo de Retencao Hidraulica (TRH) no leito
(RUSTEN et al., [2006]).

Embora os biofiltros submersos sejam considerados de dificil operacao por conta

dos problemas de entupimento, perda de carga e formacao de caminhos preferenciais
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(RUSTEN et al., [2006)), esses reatores também apresentam grandes vantagens.

Uma das vantagens que tém sido reportadas com a sua utilizacao é a compacidade
das estacoes de tratamento, o que possibilita baixos custos de implantacao, operacao
e manutencao. Além disso, possuem baixa producao de lodo e elevadas concentragoes
de biomassa ativa no seu interior, mesmo sem recirculacao de lodo, gerando vérias
facilidades operacionais. Por outro lado, a biomassa aderida ao recheio aumenta o
tempo de retencao dos solidos (ou idade do lodo), tornando o sistema mais resistente
a choques de cargas hidraulica e organica (GONCALVES et al.l [2001). Desse modo,
os biofiltros se constituem numa opcao de tratamento recomendada por diversos
autores (GONCALVES et ol 1993; PEREIRA| 2008).

Suportes utilizados para a imobilizagao da biomassa

Diferentes tipos de materiais podem ser empregados nos reatores de leito fixo,
tais como: argila expandida, pedras, enchimentos plasticos, espumas de poliuretano,
dentre outros. Independentemente do material escolhido, eles devem propiciar uma
alta adrea de contato entre os microrganismos e o efluente (NOGUEIRA] 2013)).

Estudos realizados demonstram que as espumas de poliuretano (EPU) sdo um
excelente suporte para a adesao da biomassa (GUO et al.l 2010; LIM et al., 2011).
Estes suportes se caracterizam por ter uma alta porosidade, facilitando a retencao
da biomassa e apresentam baixo custo (ARAUJO, 2014)).

Existem ainda outros suportes com excelentes propriedades. Por exemplo, o
Aquaporousgel (APG), que se caracteriza por afundar completamente na agua em
contraste as EPU, além de ter um tempo de vida ttil maior. O APG é uma
esponja com uma estrutura propria, de parede porosa. KEssa estrutura incha na
agua, fornecendo elevadas propriedades hidrofilicas ao material. O suporte foi
concebido e desenvolvido como um meio de imobilizacao de microrganismos para
o tratamento de aguas residuérias no Japao e tem sido utilizado em indtstrias de
alimentos e corantes. Tem-se comprovado boas eficiéncias de remocao de matéria
organica com o emprego do APG. Conforme dados reportados pelo fabricante,
uma, eficiéncia de 85% na remocao de DBO e 44% na remocao de DQO tem sido
obtida em aguas residuarias de processos de tingimento (NISSHINBO, 2017). Um
estudo desenvolvido por WANG et al| (2017), comparou 4 tipos de suportes para
remover o composto 1,1,1-Tricloroetano de aguas subterraneas contaminadas. O
APG apresentou maior retencao de soélidos quando comparado com outros tipos
de suportes, inclusive quando comparado com EPU. A eficiéncia de remocao do

composto também foi superior quando utilizou-se o APG.
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Degradacao de corantes por processo bioldgico (anaerdbio-aerébio)

A aplicacao de microrganismos para a biodegradacao de corantes é um método
atraente de simples operacdo. Apesar disso, os processos biologicos podem ser
extremamente complexos devido a diversidade, concentracao e composicao das
espécies quimicas presentes em cada efluente (KUNZ et al., [2002).

No trabalho de |DOS SANTOS et al| (2007) foi demonstrado que os
microrganismos sao capazes de degradar corantes da classe azo em condicoes
anaerobias, com a formacao de aminas aromadticas que posteriormente sao
degradadas na presenca de oxigénio.

Em condicoes aerdbias, baixa eficiéncia de remocao de corantes é reportada,
uma vez que o oxigénio é um aceptor de elétrons muito mais forte que o grupo
cromoforo da molécula de corante (SINGH et al.l [2015)). Assim, a degradacao de
corantes azo geralmente acontece em dois estagios (Figura . Inicialmente, sob
condigcoes anaer6bias, ocorre a descoloracao redutiva do corante na presenca de
um co-substrato, sendo requeridos 4 elétrons para a quebra de cada ligacao azo.
Em seguida, sob condicoes aerdbias, as aminas aroméaticas sao mineralizadas, por
oxidagao, resultando em compostos nitrogenados, agua e gas carbonico (AMARATL
2015).

Processo anaerdbio Processo aerdbio
Moléculade g R* R R*
corante azo @— NZN@ @- N:N@ >< S
4HIN

Aminas R R*
aroméaticas NH; + HN
R R
@ - NH, % @}—- NH,

CO,+ H,0 + NH,

Auto oxidacéo

Figura 2.3: Degradac¢ao de corantes azo e aminas aromaticas no tratamento biolégico

anaer6bio-aerdébio combinado.
Fonte: Adaptado de (VAN DER ZEE e VILLAVERDE] 2005).

Aminas aromaticas sdao produzidas como compostos intermediarios da
degradacao anaerdbia de corantes azo e sao conhecidas por apresentarem toxicidade
igual ou superior & dos corantes que lhes deram origem. Além disso, muitas aminas
sao cancerigenas (DOS SANTOS et all 2007). Sendo assim, é extremamente

importante que a etapa aerébia seja realizada.
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A degradacao dos corantes azo ocorre pela acao de enzimas azoredutases. Sugere-
se que os elétrons produzidos pela oxidacao de substratos auxiliares sao transferidos
ao corante, pela acdo destas enzimas. O corante age como aceptor de elétrons,
sendo reduzido e, consequentemente, é produzida a quebra da ligacao azo em aminas
aromaticas (PEARCE et al., [2003; YOO et all [2001). A transferéncia de elétrons
pode acontecer por via enzimatica direta ou indireta (pela acao de mediadores
redox), como representado na Figura Nessa tdltima via, os mediadores podem
ser produzidos durante o metabolismo celular de certos substratos ou adicionados
ao sistema (SINGH et al., 2015)).

Solucéo colorida Solugéo descolorida
X X
(? Biodegradacéo
Grupo N : '/ \ NH, Aminas
croméforo H Mediador Mediador aromiticas
azo N redox o redox req NH,
(;

X NADH  NAD* X

Produtos
Fonte de } / de

carbono -
Desidrogenase  0Xidacao

(enzima responsavel pela
liberacdo de elétrons)

Célula

Figura 2.4: Mecanismo proposto para a degradacao de corantes azo por azoredutases

em presenca de mediadores redox.
Fonte: Adaptado de (CASTRO! [2016).

As azoredutases catalisam a reducao da ligacdo azo tanto na presenca quanto
na auséncia de oxigénio (CHENGALROYEN e DABBS, 2013). Porém, para que as
enzimas sejam produzidas em sistemas aerdbios, um longo periodo de adaptacao na
presenca de uma substancia azo simples é requerido. Desta forma, a azoredutase
produzida poderd remover s6 o composto especifico que lhe deu origem. Por outro
lado, em sistemas anaerdbios, o processo ¢ nao especifico, ou seja, qualquer corante
azo adicionado pode ser removido, com maior ou menor eficiéncia, dependendo da
estrutura molecular e das condigoes de operacao utilizadas. Com isso, processos
anaerobios sdo mais utilizados do que os aerébios (PEARCE et al., 2003).

A combinacao do processo anaerobio seguido de aerdbio para o tratamento
de efluentes contendo corantes tem propiciado bons resultados em alguns estudos
conduzidos com efluentes sintéticos e/ou reais (SARATALE et al), [2011; VAN
DER ZEE e VILLAVERDE] 2005). No entanto, alcancar boas eficiéncias no

tratamento depende das caracteristicas do efluente a ser tratado e das condigoes
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operacionais do sistema.

FRIJTERS et al.|(2006) reportaram eficiéncias de remocao de cor entre 80-95%
utilizando um tratamento sequencial anaerobio-aerébio. Os autores destacaram que
o principal responséavel pela descoloracao do efluente téxtil foi o biorreator anaerébio
de leito fluidizado.

Também foi investigado o tratamento combinado anaerébio-aerobio para remover
o corante azo Vermelho do Congo (BARBOSA et al., 2009)). Nesse estudo, o reator
aerobio foi inoculado com a espécie fungica Aspergillus niger AN400. A capacidade
dos fungos em remover corantes azo se relaciona ao fato desses microrganismos
secretarem enzimas que agem para a ruptura dos grupamentos das ligacoes azo
(JIN et al, 2007). Na pesquisa foram utilizados reatores de leito fixo com
escoamento ascendente e EPU como suporte do leito. O efluente sintético tinha uma
concentragao de corante de 12 £ 4 mg/L e uma DQO bruta de 577 £ 113 mg/L.
O tratamento sequencial anaerdbio-aerobio do corante estudado nao apresentou
eficiéncias muito elevadas, principalmente quanto & remocao de cor. No primeiro
reator obteve-se remocao de cor de 63% e remogao de matéria organica de 71%, para
um TRH de 8h. No segundo reator as eficiéncias foram similares, 53% e 72% para
cor e matéria organica, respectivamente, no mesmo TRH.

DA SILVA et al. (2012)) também estudaram a remocao de cor e DQO, dessa vez
de um efluente sintético contendo corante Reactive Black 5. Os autores utilizaram
um reator do tipo UASB seguido de um RBS aerébio com um TRH de 12h e 24 h,
respectivamente. Apos o tratamento sequencial, se obteve uma remocao de 75% de
cor e 88% de matéria organica.

LUANGDILOK e PANSWAD) (2000) utilizaram um RBS anerébio-aerobio com
um TRH de 18h e 5h, respectivamente. Uma concentragdo de 100 mg/L foi usada
no tratamento de diferentes estruturas de corantes. Os resultados obtidos apos o
tratamento mostraram que o tipo de corante influenciou na remocao de cor, embora

nao tenha afetado a remogao de DQO significativamente (Tabela [2.5]).

Tabela 2.5: Efeito das estruturas de diferentes corantes na remoc¢ao de DQO e cor

Corante Estrutura Remocao
DQO (%) Cor (%)
Reactive Black 5 Azo 93 58
Reactive Blue 5 Antraquinoénico 91 41
Reactive Blue 198 Oxazine 92 11

Um sistema de reatores sequenciais do tipo UASB e reator de tanque agitado
continuo (CSTR) foi utilizado para tratar o corante azo CI Direct Red 28. A maior
remocao de corante e matéria organica observou-se via anaer6bia, resultando em

alta producao de gas metano. No sistema também foi encontrada uma remocgao de
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nitrogénio amoniacal de 74% e uma concentragdo de nitrato de 26 mg/L no final do
tratamento (SPONZA e [SIK] 2005).

O estudo anterior permitiu demonstrar que nao s6 a remocao de cor e poluentes
biodegradaveis pode ser obtida no tratamento de efluentes coloridos. Os nutrientes,
particularmente amonia, podem ser removidos na fase aerébia. O problema
fundamental surge quando altas concentracoes de nitrato ou nitrito sao obtidas
durante a conversao de amodnia a outros compostos nitrogenados. Nesse caso,
um tratamento complementar deve ser efetuado, afim de reduzir o conteido de
nitrogénio a niveis adequados ou mesmo remover completamente os compostos.

Por outro lado, alguns estudos reportaram baixas eficiéncias de remoc¢ao de
nitrogénio amoniacal. Por exemplo, MURALI et al.|(2013) obtiveram eficiéncias de
remoc¢ao do nutriente entre 13-25% em um reator anaerobio-aerobio. Nesse trabalho
também foi comprobado que um aumento da concentragao do corante azo Alaranjado
de metila reflete em queda da eficiéncia. Alguns autores referem que a presenca de
corantes azo inibe as bactérias oxidadoras de amonia (MARTIN et al.,[2005; TOPAC
et al., 2009)

Outro aspecto importante na remoc¢ao de nitrogénio amoniacal nos reatores
aerobios é o fato das bactérias autotroficas nitrificantes apresentarem crescimento
mais lento do que as heterotroficas. Se no reator anaerébio nao ¢ removida a maior
parte da matéria organica, os microrganismos heterotréficos podem se desenvolver

no reator aerobio e dificultar o processo de nitrificacao, resultando em baixas taxas
de remocao de amoénia (SUGUMAR e SADANANDANL, 2010).

2.3.3 Processos enzimaticos

Nas ultimas décadas o desenvolvimento de alternativas biotecnologicas para
a remediacao de poluentes especificos vem sendo objeto de intimeros trabalhos
(FORGIARINI, 2006). O uso de enzimas ¢ cada vez mais reconhecido. A
Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OCED), constituida
em 1961, reconhece a tecnologia enzimatica como um importante componente de
desenvolvimento industrial sustentavel (CARDOSO et al., 2009).

Pelo protagonismo das enzimas nos processos oxidativos enzimaticos, apresenta-
se a seguir uma abordagem dos seus fundamentos basicos. Dar-se-a4 énfase as

peroxidases e aos fatores que influenciam a atividade enzimatica.

Fundamentos basicos das enzimas

As enzimas sdao proteinas que tém como funcdo acelerar as reacoes quimicas
que ocorrem sob condigoes termodinamicas nao favoraveis.  Elas aceleram

consideravelmente a velocidade das reagbes quimicas em sistemas biologicos (por
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diminuigdo da energia de ativagao requerida), quando comparadas com as reagoes
nao catalisadas (Figura [2.5)).

A Estado de transigdo

+ .
AG™ Em auséncia

Nao-catalisada ;
de enzima

5 AG* Em presenga
? Catlisada de enzima
_‘E Reagentes A, B

g0 | (Estado inicial)

acr

Produtos C, D
(Estado final)

Progresso da reagio —»

Figura 2.5: Representacao de uma reacao catalisada e nao catalisada por enzima.
Fonte: Adaptado de (MOTTA] [2006).

A velocidade de uma reacao é inversamente proporcional ao valor de sua energia
livre de ativagao (AG*). Assim, quanto menor for o valor de AG*, maior serd a
velocidade da reagao. Estima-se que a velocidade de uma reagao quimica catalisada
por enzima pode aumentar na ordem de 10° a 10'% vezes em relacio a reacao
correspondente nao catalisada (MOTTA, 2006).

As enzimas sao as biomoléculas mais notaveis que se tem conhecimento devido
a sua extraordinaria especificidade e poder catalitico (MELOL [2009). A agdo
catalitica delas é extremamente seletiva e eficiente quando comparada com a a¢ao
dos catalisadores quimicos convencionais. Isto possibilita a sua atuacao em uma
grande variedade de processos quimicos sob condigoes reacionais diversas. Por isso,
sao muito utilizadas no tratamento de poluentes especificos, como, por exemplo, na
remocao de compostos recalcitrantes ou transformacgao em outros produtos de mais
facil degradagao (DURAN e ESPOSITO), 2000).

A especificidade enzimaética se baseia nas interagoes entre a molécula do substrato
e o sitio ativo da enzima. Essas interacoes nao covalentes podem ser: eletrostéticas,
por ligacdes de hidrogénio, hidrofébicas e de Van der Waals (MOTTA, 2006). E
necessario que varias delas acontecam simultaneamente para promover 0 processo
reacional.

O mecanismo de atuacao se inicia quando um determinado substrato (S) se liga
ao sitio ativo de uma enzima (E). Nessa interagao, é formado um complexo enzima-
substrato (ES) que logo se desfaz. Durante o estado de transi¢do, o substrato é

convertido em produto (P) e apds um breve periodo de tempo o produto se dissocia
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da enzima (FARIAS| [2013). Na Equagao , é apresentado o modelo simplificado

para uma molécula de substrato.

E+S%EsﬁE+P (2.1)

Onde:
k1, é a constante de velocidade para a formacgao do complexo ES;
k2, é a constante de velocidade para a dissociacao de ES;
k3, é a constante de velocidade para a formagao do produto P e liberacao do sitio

ativo.

Assim que ocorre a reacao quimica e liberam-se os produtos, a enzima volta a
atrair novos substratos para a formacgao de outros complexos.

A teoria geral da acao e cinética enziméatica foi postulada por  MENTEN e
MICHAELIS| (1913)). A relacdo quantitativa entre a velocidade da reagdo enzimética
e a concentracao do substrato pode ser definida pela Equagao 2.2] a qual relaciona
a velocidade inicial de uma reacao catalisada por enzima com a concentracao do

substrato e denomina-se, equacao de Michaelis-Menten.

Vmaz[S]

Ko + 5] (22)

Vo =

Onde:
v,, € a velocidade inicial da reacao;
K,,, é a constante de Michaelis-Menten;
Umaz, € & velocidade maxima atingida sob condigoes de saturacao da enzima;

S, é a concentragao do substrato.

Um fator importante na catalise enzimética é a inibi¢cao das enzimas. As mesmas
podem ser inibidas por substancias que se ligam a enzima livre ou ao complexo ES,
ou competem pelo sitio catalitico da enzima. O resultado final é uma diminuigao ou
interrupgao da atividade enzimatica (MONTEIRO e SILVA| 2009).

Na inibicao competitiva, o inibidor se liga a enzima livre e impede a sua ligacao ao
seu substrato. Neste caso, o substrato e o inibidor possuem semelhancas estruturais.
Existe também a inibicao acompetitiva, onde o inibidor nao se liga a enzima no
estado livre, mas sim ao complexo ES e neste caso o complexo fica inativo. Ainda

existem casos onde os dois tipos de inibicao podem ocorrer ao mesmo tempo,
chamada de inibi¢do mista (MONTEIRO e SILVA| 2009).
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Fatores que influenciam a atividade enziméatica

Varios fatores influenciam a atividade enzimatica, entre eles destacam-se: a
temperatura, o pH, a concentracao do substrato, a concentracao da enzima e o
tempo de contato dos componentes reacionais (MOTTAL 2006). A seguir alguns
fatores sao abordados.

Temperatura

Na maioria das reagoes catalisadas por enzimas, um aumento na temperatura
produz uma maior velocidade de reagao. A velocidade aumenta devido ao aumento
da energia cinética das moléculas participantes da reacao. Toda enzima apresenta
uma temperatura otima, na qual atua com maxima eficiéncia. Acima desse valor,
a atividade das enzimas declina devido a desnaturacdo proteica (MOTTAL [2006]).
Em geral, a maioria das enzimas apresentam um desempenho melhor entre 30-70°C
(COSTA] 2016).

Um estudo do efeito da temperatura, realizado por DA SILVA et al.| (2011)),
determinou a estabilidade da peroxidase de nabo em temperaturas até 40°C.
Temperaturas superiores levaram a uma diminuicao da atividade e eficiéncia
enzimatica.

Por outro lado, em condi¢oes de hipotermia a atividade enzimatica se torna
muito baixa (MOTTA] 2006]).

pH

Um efeito similar & temperatura acontece com o pH. Valores extremos (altos ou
baixos) podem provocar a desnaturacao da enzima e modificar sua atividade. Por
isso, é recomendado trabalhar no pH 6timo, valor no qual a atividade da enzima é
méaxima (COSTA| 2016).

Além disso, os substratos também podem ser afetados. Se um substrato contém
um grupo ionizavel, as mudancas no pH podem afetar a capacidade de ligacao deste
no sitio ativo da enzima. Alteracoes nos grupos ionizéveis também podem modificar
a estrutura terciaria dos biocatalisadores (MOTTA| 2006).

Concentragao do substrato

O efeito da concentracao do substrato na velocidade da reagao enzimatica é
esquematizado na Figura [2.6

Observa-se que as reacoes catalisadas por enzimas exibem cinéticas de saturacao.
Em baixas concentracoes do substrato, a velocidade inicial da reacao ¢ diretamente
proporcional & concentracao do substrato, sendo considerada uma reacao cinética
de primeira ordem.

Em uma reacao unimolecular do tipo S — P, a cinética de primeira ordem é

representada pela Equagao [2.3
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- Cinética de ordem 0

Velocidade da Reagao

€——— Cinética de ordem 1

[Substrato]

Figura 2.6: Efeito da concentracao de substrato sobre a velocidade inicial, em reacoes

catalisadas por enzimas.
Fonte: Adaptado de (MELO) 2009).

Onde:
v, é a velocidade da reacao unimolecular;
t, € o tempo;

k, é a constante de velocidade.

Nota-se na Figura que, a medida que aumenta a concentracao do substrato,
a velocidade inicial ¢ reduzida e a ordem da reacao situa-se entre 0 e 1.

Ja quando as concentracoes do substrato sao mais elevadas, a velocidade torna-
se independente da concentracao deste, se mantendo praticamente constante. Ou
seja, um aumento da concentracao de substrato nao produz efeito considerével
na velocidade da reagdo. Nesse caso, a quantidade do reagente (substrato) é
suficientemente grande para saturar todos os sitios ativos das moléculas enziméticas.
Nessas condigbes a reagdo é considerada de ordem zero (Equacao e a enzima

encontra-se saturada pelo substrato.

v=Fk[S]"=k (2.4)

Cada enzima ¢é classificada de acordo com o tipo de reacao que catalisa. Existem
seis tipos de categorias enziméticas: oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases (FARIAS| 2013). As enzimas oxidorredutases catalisam reagoes
de transferéncia de elétrons, ou seja, reacoes de oxidagao-reducao (DOS SANTOS
e VEIBER), 2009). Dentre as oxidorredutases se encontram as peroxidases, as quais

apresentam grande potencial para descolorir corantes azo.
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Peroxidases

As enzimas peroxidases podem ser classificadas de acordo com a presenca ou
auséncia de um grupo heme, como hemicas ou ndo hemicas. As peroxidases hemicas
sao heme proteinas que catalisam a oxidacao de uma ampla variedade de substratos
organicos e inorganicos (MOELLER et al., [2013)). Para isso, utilizam a capacidade
dos peroxidos, como o perdxido de hidrogénio, que é um agente oxidante.

Elas possuem uma parte proteica (apoenzima) e o grupo prostético
ferrriprotoporfirina IX (tipo heme) que contém o cofator Fe3" ligado fortemente
ao sitio ativo da enzima (Figura [2.7)).

HOOC

COOH

Figura 2.7: Grupo prostético das peroxidases.
Fonte: Adaptado de (FORGIARINIL 2006).

O grupo prostético é quem promove a doacao de elétrons na reacao de oxidacao
dos substratos aromaéticos (FARIAS, 2013).
As etapas do ciclo catalitico destas enzimas podem ser expressas pelo seguinte

conjunto de equagoes:

Peroxidase + H,O, — Composto 1 + HyO (2.5)
Composto 1 + ROH — Composto 2 + RO*® (2.6)
Composto 2+ ROH — Peroxidase + RO®* + H,0O (2.7)
Composto 2 + H,Oy — Composto 3 + H,O (2.8)

Na primeira etapa (Equagdo [2.5)), o peroxido de hidrogénio (H,O,) oxida a
enzima peroxidase nativa (Fe?*). Nesta reagdo, o HyO, é reduzido e sdo formados o
Composto 1 (Fe'™-R*) e agua. Posteriormente (Equagao , o Composto 1 oxida
uma molécula de substrato, gerando o substrato radicalar RO® e o Composto 2
(Fe*"). O Composto 2 (Equacio2.7) reage com uma segunda molécula de substrato,

fazendo com que a enzima retorne a seu estado nativo (estado reduzido Fe3") e
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liberando um segundo substrato radicalar (RO®). Por outro lado, a Equacao
ocorre quando hé inibicao da enzima por excesso de HyO,. Nesse caso, o composto
3 ¢ uma forma reversivelmente inativa da enzima (ELY et all 2016).

Segundo MOELLER et al.| (2013)), os radicais livres formados podem se juntar e
formar cadeias de polimeros com baixa solubilidade e assim precipitar na solucao.

As reacoes envolvidas na degradacao de corantes através de enzimas poderiam ser
muito mais complexas do que um conjunto de reagoes cataliticas enziméaticas. Alguns
autores propoem diversos mecanismos na tentativa de representar essas reagoes. ALI
et al| (2013) propuseram um mecanismo quando utilizado o mediador de elétrons
1-Hidroxibenzotriazol hidrato (HOBT). Nesse mecanismo, acoplam-se tanto reacoes

enzimaticas (Equagoes [2.9)a[2.11)) quanto quimica (Equagao(2.12]), como apresentado
a seguir:

Peroxidase + H,O; — Composto 1 + H,O (2.9)
Composto 1 + HOBT — Composto 2+ HOBT*® (2.10)
Composto 2 + HOBT — Peroxidase + HOBT*® + H,0 (2.11)

HOBT® + Corante — HOBT + Corante® (2.12)

No conjunto de reacoes destaca-se a presenca do radical HOBT® reagindo com
a molécula de corante (Equagao . Além disso, observa-se a regeneracao da
peroxidase nativa (Equagao e do mediador de elétrons (Equagao [2.12).

As peroxidases se encontram distribuidas no reino vegetal, nos tecidos animais
e nos microrganismos (MOELLER et al., 2013). Podem ser classificadas em trés
superfamilias: peroxidase vegetal, peroxidase animal e catalase peroxidase. A Tabela

2.6 apresenta as distintas classificacoes da superfamilia peroxidase vegetal.

Tabela 2.6: Classificagdo da superfamilia peroxidase vegetal

Classes Exemplos

I. Peroxidases intracelulares Citocromo C peroxidase (CCP)
Ascorbato peroxidase (APX)
Catalase-peroxidases de bactérias

IT. Peroxidases secretadas por fungos  LiP
MnP

III. Peroxidases secretadas por plantas HRP

Peroxidase de soja, nabo, cevada, etc
Fonte: Adaptado de (GONZALEZ, |2010)).

As peroxidases sao utilizadas na inddstria quimica, farmacéutica e
biotecnolégica. Também sao muito empregadas no tratamento ambiental, sendo

efetivas na remocao de uma ampla variedade de compostos organicos como fenois,
anilinas, e corantes. (FORGIARINI e DE SOUZA, 2007). Elas catalisam a

28



transformacao/degradagdo de corantes azos, tanto por precipitagdo quanto pela
ruptura do anel aromatico (DA SILVA et al., 2011)).

A aplicagao de enzimas no tratamento de efluentes foi proposta pela primeira
vez em 1930. Porém, a sua utilizacao para remover poluentes quimicos especificos
so foi desenvolvida no ano 1976 (DEMARCHE et al.l 2012).

Os efluentes reais da industria téxtil sao muito versateis. Geralmente apresentam
misturas de corantes, sendo dificil avaliar o comportamento da sua degradacao pelo
método enzimatico. Cada corante tem uma estrutura particular e as enzimas sao
altamente especificas, o que limita as potencialidades do tratamento em matrizes
residuais reais e sua implementacao em larga escala. A capacidade que as enzimas
tém para atuar sobre os poluentes também é afetada pela temperatura e o pH
(AMBATKAR e MUKUNDAN] 2012), como ja discutido nessa se¢ao. Ainda assim,
muitos estudos tém mostrado resultados promissores na degradacao de corantes
utilizando lacases, peroxidases e outras enzimas(ALI et al., 2013; DA SILVA et al.l
2011; FORGIARINI e DE SOUZAL 2007, KULSHRESTHA e HUSAIN| 2007;
SINGH et all [2015). Contudo, a maioria deles, utilizam meios sintéticos e nao
efluentes reais (ELY et all 2016).

A HRP é uma das peroxidases mais utilizadas tradicionalmente. Essa enzima é
adequada para o tratamento de corantes devido a sua elevada atividade catalitica
e sua capacidade para oxidar uma ampla gama de substratos (ZHOU et al., 2016).
Porém, a disponibilidade da enzima é limitada e restrita a determinadas regioes, uma
vez que as plantas sdo cultivadas em paises de clima frio (SILVA| 2011), gerando
assim altos custos de importagdo (DA SILVA et al., 2011). Além disso, os custos
inerentes aos processos de purificacao inviabilizam o uso desta enzima em larga
escala (SILVA| [2011).

Por isso, outras fontes alternativas de facil disponibilidade estao sendo utilizadas,
por exemplo, a peroxidase de soja e de nabo. Vérios autores reportam que as
propriedades bioquimicas e cinéticas da peroxidase de nabo sao semelhantes a
outras peroxidases disponiveis comercialmente, como a HRP (AKHTAR et al., 2004;
KULSHRESTHA e HUSAIN, [2007).

A seguir sao apresentados os resultados mais relevantes de alguns estudos, nos
quais foram utilizadas fontes alternativas de peroxidases.

AHMEDI et al| (2012) investigaram as condigdes 6timas para maximizar a
remocao do corante Congo Red usando peroxidase de nabo (Brassica rapa). Os
autores comprovaram a auséncia de sub-produtos toxicos, assim como a nao
formacao de precipitados poliméricos.

De acordo com |ALT et al| (2013), o mecanismo enzimatico de degradacédo
do corante azo Crystal Ponceau 6R apresenta duas vias, uma simétrica e outra

assimétrica. No estudo desenvolvido pelos autores, a peroxidase de soja mostrou-se
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efetiva na remocao do corante, com 100% de remoc¢do em 1 min e mineralizacdo
quase total do corante.

O estudo de |SILVA et al.| (2012) utilizando a mesma enzima, avaliou a remo¢ao
de varios corantes reativos. O tratamento mostrou que a eficiéncia de remocao
de cor diminui na presenca de produtos auxiliares de tingimento, empregados na
industria téxtil. Por outro lado, se obteve um incremento significativo da DQO. Os
autores atribuiram esse aumento as possiveis causas: matéria organica adicionada na
forma de extrato enzimatico vegetal bruto, presenca de corante residual e produtos
formados durante o processo oxidativo.

Por outro lado, URREA e CONTRERAS| (2015) estudaram a cinética de
descoloragao do corante azo Orange II, usando peroxidase de soja. Uma cinética
de primeira ordem foi observada pelos autores nesse estudo.

Fontes de peroxidases provenientes de distintos vegetais como abobora, cenoura
e batata também tém sido utilizadas. Eficiéncias de remocao de cor de 75,
82 e 69%, respectivamente, foram encontradas na degradacdo do corante azo
Yellow utilizando tais enzimas. Adicionalmente, o efluente tratado nao apresentou
toxicidade (SURENDIRAN e SUBRAMANI| 2016).

No caso das peroxidases, um fator importante que deve ser considerado é
a inativacao da enzima pelo perdxido de hidrogénio, que é o seu substrato
primério natural (AMARALL 2011). TIsso deve ser estudado para evitar problemas
operacionais, fundamentalmente quando leva-se em conta o escalonamento do
processo. Esse e outros fatores que sao discutidos a seguir constituem os grandes

desafios da tecnologia enzimatica.

Desafios tecnologicos e areas de pesquisa em desenvolvimento

Na atualidade, existe um grande interesse pelo uso de enzimas provenientes de
fontes mais econdomicas, que possuam alta atividade e estabilidade (SURENDIRAN
e SUBRAMANIL 2016).

Sao necessarias enzimas que possam suportar os requerimentos industriais, como
pH e temperatura. Muitas vezes esses fatores nao sao compativeis com a atividade e
estabilidade fisiologica das enzimas (DEMARCHE et al.,[2012)). As enzimas isoladas
de microrganismos extremofilos, também chamadas de extremozimas, constituem
uma descoberta na solugdo deste problema (BULL et al., 2000). Os biocatalisadores
provenientes dos microrganismos extremofilos sdo superiores aos tradicionais, porque
permitem que os processos industriais decorram sob condicoes extremas, tais como:
temperaturas elevadas, presenca de solventes organicos ou de forcas iénicas fortes.

Por outro lado, ha uma grande necessidade de conhecer os compostos
intermediarios e finais da rota de degradacao, para uma melhor compreensao das

etapas de oxidagao. Os mecanismos de degradacao enzimatica para muitas moléculas
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de corantes sao desconhecidos (ALI et al. 2013; [SILVA, 2011) e as informagoes
acerca desse processo sao limitadas. Esse fato dificulta a compreensao das etapas
nas quais acontece a formacao de novos metabolitos, o que limita o desenvolvimento
da engenharia de bioprocessos e a utilizacao do tratamento enziméatico em escala
industrial (SARATALE et al., 2011).

Outro aspecto a considerar ¢ o emprego de técnicas que permitam reduzir os
custos do catalisador. A utilizacao de extratos enziméticos brutos sem necessidade
do emprego de processos de purificagdo (BETTIN et all 2016; DA SILVA et all
2011), o emprego de enzimas a partir de novas fontes alternativas (ALI et al., 2013;
ELY et al, 2016; KURNIK et al., 2015 PAISIO et ol) 2010; SURENDIRAN e
SUBRAMANTI, 2016) e sua imobilizagao em diferentes suportes (BASTOS et al.,
2015; SURYAVATHI et al., 2005), constituem métodos efetivos para diminuir os
custos do tratamento.

A imobilizacao de enzimas em diferentes tipos de suportes, como matriz de
acrilamida, alginato de célcio, cavacos de madeira, entre outros, permite utilizar
diferentes configuracoes de reator e reutilizar o catalisador, preservando a enzima
(DEMARCHE et all 2012).

Os tratamentos enzimaticos, também como acontece com outras técnicas, podem
ser insuficientes em caso de ser utilizados de forma isolada. Por isso, a sua utilizacao
como pré-tratamento pode ser interessante para melhorar a biodegradabilidade e
produzir um efluente que possa ser tratado biologicamente (ELY et al., [2016).

De acordo com [SILVA et al.| (2012), o corante residual e os subprodutos solaveis
da reacao contribuem para o aumento da DQO, o que implica em impactos adversos
a0 meio aquatico.

Segundo FORGIARINI e DE SOUZA| (2007), o tratamento enzimatico atua
apenas no grupo cromoforo da molécula. Por isso, h4 a necessidade de utilizar
um processo complementar que permita remover os compostos organicos.

O trabalho desenvolvido por KARIMI et al| (2009) utilizou um processo
enziméatico seguido de foto-fenton para a remedicao da cor em efluentes industriais.
No tratamento enzimatico foram aplicadas duas enzimas (lacase e peroxidase)
e ambas descoloriram o efluente.  Verificou-se que o tratamento combinado
apresentou um melhor desempenho quando comparado & aplicacao dos processos
separadamente.

Na revisao bibliografica realizada se encontraram poucos trabalhos que avaliam
a combinacao do tratamento enzimatico com algum outro tratamento. Como
apontado por alguns autores no decorrer desta secao, as enzimas sao muito
especificas, de maneira que resultados mais promissores poderiam ser obtidos quando

as tecnologias convencionais e as enzimaticas fossem combinadas.
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2.4 Remocao dos corantes azo CP6R e RR239 por

diversas técnicas

De forma geral, ha importante producao de material cientifico e de pesquisas
voltadas a reduzir o impacto negativo que os corantes ocasionam ao meio ambiente,
quando nao tratados. Especialmente, estudos dirigidos a remocao dos corantes azo
CP6R e RR239 tém sido realizados. A seguir sao apresentados alguns exemplos.

EL-ZOMRAWY]| (2013) utilizou a técnica fotoeletrocatalitica para degradar o
corante CP6R, empregando persulfato de amoénio como agente oxidante, em pH
2. No estudo, foi comprovado um aumento da eficiéncia de degradacao do corante
quando incrementada a concentracao do oxidante.

Outra proposta de descoloracao do CP6R foi introduzida por AHMED et al.
(2015) com a adi¢do de um agente oxidante inorganico, o dicromato de potéassio
(KoCrOy), sob diferentes concentragoes de acido sulfarico (H2SO4) e temperaturas.
Foi observada depois de 48 h de reagao a reducao da cor, com eficiéncias proximas
a 90% quando utilizadas altas concentracoes de oxidante. Também, comprovou-se
o aumento da eficiéncia com o incremento das concentracoes do 4cido.

Nao somente técnicas oxidativas quimicas e foto-quimicas tém sido empregadas
no estudo da degradacao do corante CP6R. A utilizacdo da tecnologia enzimética
também tem mostrado um caminho de interesse na comunidade cientifica. Um
exemplo disso foi o estudo realizado por ALI el al. (2013), no qual os autores
avaliaram as condigoes e parametros 6timos de operacgao utilizando uma peroxidase
de soja, em presenca de um mediador redox. Nas condicoes 6timas, obtiveram-se
eficiéncias de remocao de 100% em apenas 1 min e mineralizacdo quase total do
CP6R. Outro aspecto interessante foi a identificagdo de intermediarios formados
durante o processo, o qual nao é recorrente nas pesquisas realizadas na area. Os
autores mostraram duas vias enzimaticas de degradacao a partir dos resultados
obtidos por HPLC/MS.

Um dos métodos utilizados para a remocgao do corante azo RR239 foi a
ozonizagdo. No estudo desenvolvido por (GUNES et al.| (2012), foi comprovado que
a descoloragao por ozonizagao depende do grupo cromoéforo da molécula de corante,
sendo que o Vermelho 239 de classe azo foi removido em menor proporcao quando
comparado com outras estruturas quimicas, como por exemplo corantes do tipo
antraquinonico.

Também foi comprovada a eficiéncia de descoloracao do corante RR239 quando
utilizaram-se outros tratamentos, como a fotocatalise. |LIU e CHIOU| (2005)
observaram uma eficiéncia de descoloracdo de 99,82% do corante Vermelho 239, em
pH 2,64, empregando um processo de degradacao fotocatalitica com concentra¢ao
de TiO, de 3,06 g/L e intensidade de luz UV de 16,08 W /m?,
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Enzimas como a lacase tém sido utilizada na descoloracao do corante RR239. As
eficiéncias de remocao obtidas por alguns autores nao foram significativamente altas.
No entanto, tem-se demonstrado o potencial das lacases como catalisadoras destas
reacoes de oxidacio-reducio. Por exemplo, CRISTOVAO et al| (2009), obtiveram
71% de remocao do corante RR239 utilizando uma lacase comercial. Os autores
atribuiram esse baixo percentual de descoloracao as possiveis causas: competicao dos
corantes participantes na mistura reacional pelos sitios ativos da enzima, desativacao
da lacase e formacao de produtos de polimerizagao obtidos durante o processo de
degradacao.

Adicionalmente, outro estudo demonstrou que a oxidacao do corante RR239
ocorre na presenca do mediador de elétrons HOBT, e é dependente do potencial
redox do mediador utilizado (TAVARES et al., 2009). Por outro lado, experimentos
realizados sem lacase e com mediador nao foram efetivos na descoloracao do corante,

indicando que a sua reducao s6 ocorre quando o mediador e a enzima estao presentes
(TAVARES et al., 2008)).

2.5 Conclusoes do capitulo e justificativa do sistema
adotado

Os efluentes liquidos das industrias téxteis apresentam forte coloracao devido a
presenca de corantes. Os corantes azo, em particular, sao os mais utilizados nessas
industrias.

Esses compostos alteraram a cor dos corpos d’agua receptores, prejudicando a
fotossintese e consequentemente reduzindo a concentragdo de oxigénio dissolvido
nas aguas, o que pode causar a morte de muitos organismos aquéticos. Além disso,
tem-se comprovado que alguns corantes sao bioacumulativos, toxicos, mutagénicos
e carcinogénicos, precisando portanto de um tratamento adequado antes de serem
lancados nos corpos hidricos.

Os tratamentos bioldgicos convencionais sao processos sustentaveis, porém, os
corantes nao sao facilmente removidos através desses processos. No entanto,
os processos biologicos combinados (anaerobio-aerdbio) tém mostrado capacidade
para remover DQO de efluentes coloridos. Tendo em vista que a efetividade do
tratamento na remocao de cor depende muito da estrutura quimica e recalcitrancia
dos corantes, o emprego de uma estratégia isolada de tratamento muitas vezes torna-
se insuficiente, sendo necesséario outro processo complementar.

Por outro lado, as enzimas sao muito seletivas e altamente efetivas na remocao
de compostos especificos. Diversos estudos mostraram ser promissores no uso da

tecnologia enzimética, empregando a enzima peroxidasse. Porém, muitas vezes,
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a utilizacao de fontes comerciais dessa enzima, como por exemplo a HRP, torna
0 processo inviavel economicamente. Outro aspecto importante ¢ que alguns
estudos indicam que o tratamento enzimético atua apenas no grupo cromoforo da
molécula. Devido a esse fato, a utilizacdo de processos combinados resultaria em
uma alternativa efetiva, a qual tem sido pouco avaliada na literatura.

Desta forma, o presente trabalho é justificivel, uma vez que:

e Serd utilizada uma fonte alternativa de peroxidase de menor custo que outras

fontes comerciais tradicionais;

e Serao utilizados corantes azo, os quais sao os representativos dos efluentes das

industrias téxteis;

e Serd avaliada a degradacao do corante RR239, de estrutura molecular
complexa, através do uso combinado de processos biologico (anaerobio-aerobio)

e enzimatico.
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Capitulo 3
Materiais e métodos

Neste capitulo é apresentada, de forma detalhada, a metodologia usada para a
realizacao dos objetivos propostos. O presente trabalho foi desenvolvido em duas
grandes etapas. A primeira etapa foi dedicada ao estudo da degradacao enzimatica
de solucgoes puras dos corantes CP6R e RR239, utilizando uma peroxidasse de nabo
(Brassica rapa). Na segunda etapa, foram estudados dois tratamentos sequenciais
para a degradagao de um efluente sintético contendo o corante RR239. Os

tratamentos sequenciais utilizaram processos enziméaticos e biologicos.

3.1 Enzima

Foi utilizada a enzima peroxidase de nabo (Brassica rapa) (E.C. 1.11.1.7),
produzida pela Empresa Engene Tech Farmacéutica e Biotecnologica Ltda. Esta
enzima, constituida por uma familia de isoenzimas, foi obtida em forma de po
liofilizado. Para o estudo de degradacao enziméatica em solucoes puras de corante,
uma solugao de 1 g/L foi preparada e conservada em geladeira, durante toda a
etapa de experimentacao. No entanto, para os tratamentos sequenciais foi utilizado

diretamente o po liofilizado.

3.1.1 Caracterizacao da enzima peroxidase de nabo (Brassica
rapa)
Método de Bradford para a determinacao da concentracao de proteina

O método colorimétrico de Bradford é uma técnica utilizada para quantificar
proteinas totais, sendo descrito pela primeira vez por BRADFORD) (1976).

Nesse ensaio, o analito é colocado em contato com uma solucao do corante
Coomassie G-250 azul brilhante. Esta interacao produz uma mudanca na coloragao

da solucao para uma cor avermelhada, que absorve em 595 nm. O corante se liga
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as macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas
ou aromaticas. Devido a essa ligagdo, o complexo é formado rapidamente (2 min)
e permanece em solugdo por um tempo relativamente longo (1 h) (BRADFORD|
1976).

A absorbancia das amostras, em triplicata, foi lida no espectrofotometro Agilent
8453. Através da aplicagdo de uma curva de calibragao e da Lei de Lambert-Beer,
a concentragdo de proteina foi calculada a partir da absorbancia (WENRICH e
TRUMBO, 2012). O procedimento detalhado de Bradford encontra-se no Apéndice
[Al

Determinacao da atividade especifica da enzima

Para determinar a atividade especifica da peroxidase, foi utilizado o ensaio
descrito por WORTHINGTON| (1993). Nesse ensaio é utilizado o reagente 4-
aminoantipirina como doador de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio (H03)
reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob agao catalisadora da peroxidase, conforme
reacao quimica representada na Figura 3.1l Por oxidagao, ocorre a formacao da
antipirilquinonimina, cuja taxa de geracao de cor é proporcional a taxa de HyO,
consumido, que por sua vez, é proporcional a concentracao de enzima ativa no

ensaio (NICELL e WRIGH'T, [1997)).

o= O
= HO H4C N— o]
RN N =

HaC PEROXIDASSE
3 | 7N\ e o
S 3 y
0 LN
P 2H,0, 4H,0 (\\
N
4-AMINOANTIPIRINA + FENOL ANTIPIRILQUINONIMINA

Figura 3.1: Esquema da reacao que acontece durante a determinacao da atividade
especifica da peroxidase.
Fonte: Adaptado de (CORDOBA et al., [2015).

A velocidade de reacao foi determinada medindo o aumento da absorbancia a 510
nm resultante da decomposicao do peroxido de hidrogénio, sendo que uma unidade
de atividade enzimética (U) resulta na decomposi¢cao de 1 pmol de peroxido de
hidrogénio por minuto, em pH 7 a 25°C (WORTHINGTON]| 1993). O procedimento

para a determinacao da atividade especifica da enzima encontra-se descrito no
Apéndice [B]

36



3.2 Mediador de elétrons

Nos experimentos realizados foi utilizado como mediador de elétron o reagente
HOBT, adquirido da Sigma-Aldrich (CAS 123333-53-9). Algumas propriedades do

mediador sao apresentadas na Tabela [3.1]

Tabela 3.1: Propriedades do mediador de elétrons HOBT

Formula Massa molar Estrutura
quimica (g/mol) molecular
N
"N+ xH0
C6H5N30' XHQO 135,12 ©:N’
OH

3.3 Corantes

Utilizou-se os corantes azo CP6R e RR239 adquiridos da Sigma-Aldrich e da
Oficina de tintas Ltda (Brasil), respectivamente. As caracteristicas detalhadas e

propriedades desses corantes estao na Tabela

3.4 Degradacao enzimatica empregando solucoes
puras de corante CP6R e RR239

3.4.1 Condicoes experimentais gerais

Os experimentos foram conduzidos a uma temperatura entre 28 e 30°C, utilizando
solucao tampao citrato-fosfato, com o objetivo de garantir estabilidade do pH
durante a oxidagdo enzimatica. A solucao tampao foi preparada segundo NBS
Buffer Solutions: 0,1 mol/L de 4cido citrico e 0,2 mol/L de fosfato de sodio dibasico
(NagHPO,4-7TH50), com valores de pH de 3,4, 5, 6 e 7.

Depois de preparada a solucao tampao, foi conferido o valor do pH e corrigido
quando necessario. Para isso, empregou-se uma solugao de acido citrico (0,1 mol/L)
e fosfato de sodio dibasico (0,2 mol/L). Para o ensaio de descoloragao, utilizaram-se
tubos tipo falcon de 15 mL. As amostras foram preparadas em triplicata para um
volume total de 3 mL, contendo os reagentes e as concentracoes mostradas na Tabela
B.2l A concentragao de corante utilizada no presente estudo esteve no intervalo de
concentragoes usadas em diferentes artigos (ALI et al) 2013; KULSHRESTHA e
HUSAIN]| 2007; |SILVA et al., [2012). O ensaio foi feito para todos os valores de pH

especificados anteriormente.
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Tabela 3.2: Reagentes e concentragoes utilizadas nos ensaios de descoloracao

Reagente Concentragao
mg/L. pmol/L
Corante 30 60% ou 29°
H,0, 3 100
Peroxidase de nabo 9 0,24¢
HOBT 14 100

Tampao citrato-fosfato - -

@ CP6R, ® RR239, “calculado considerando a massa molar da peroxidase como sendo 38474 g/mol
(SINGH et al.l 2002

3.4.2 Determinagao do comprimento de onda de maxima

absor¢ao (\uz)

Para poder avaliar a degradacao dos corantes nos diferentes experimentos, foi
utilizada a correlacdo existente entre a concentracao de corante e a absorbancia
(Lei de Lambert-Beer). Para isso, foi preciso, como passo preliminar, determinar
o comprimento de onda correspondente a méxima absorbancia do corante. O
comprimento de onda de maxima absorcao do corante foi estimado fazendo uma
varredura no espectro de absor¢do visivel (400-800 nm). FEssa determinagao
foi realizada utilizando um espectrofotometro de microplacas Epoch Bio Tek
Instruments (E-MEBTI) . As amostras continham 30 mg/L de corante e tampao
citrato-fosfato, em todos os valores de pH estudados. A determinacao de A, dos

corantes foi fundamental para a realizacao dos demais experimentos.

3.4.3 Teste F de Fisher

Foi realizado o teste F de Fisher para determinar se as variagoes de absorbancia
entre os diferentes pH das amostras analisadas eram atribuidas a erros do
equipamento ou a influéncia do pH. O teste foi realizado para ambos os corantes.
Para tanto, foram realizadas leituras de absorbancia de 10 amostras padrao
(distribuidas de forma aleatéria na microplaca de 96 pocos) no comprimento de
onda de maxima absorcao de cada corante. As amostras padrao continham apenas
agua destilada. Logo, foi estimada a probabilidade bicaudal de que as variacoes
da absorbancia para os diferentes pH nao fossem significativamente diferentes das
variacoes de absorbancia de diferentes amostras padrao. Para isso, foi utilizada a
funcao TESTE.F do Microsoft Excel 2016.

3.4.4 Determinacao das curvas de calibragao

Para converter os valores de absorbancia em concentracao de corante, foram

realizadas curvas de calibracao para as concentracoes de corante de 0,5, 2, 5, 10, 20
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e 30 mg/L no meio tamponado citrato-fosfato, em cada valor de pH estudado.

3.4.5 Estudo do efeito catalisador da enzima

Um estudo foi realizado para avaliar o efeito catalisador da peroxidase de nabo
(Brassica rapa). Para isso, foram utilizadas amostras em branco (sem enzima) e
comparadas com amostras que continham enzima. Foi fixado um tempo de 60 min
para as reacoes conduzidas sem enzima e de 3 min para as reacoes com enzima.
Nesse estudo foram utilizados valores de pH de 3, 4, 5, 6 ¢ 7. As amostras foram

preparadas em triplicatas, mantendo a concentracao do corante CP6R em 30 mg/L.

3.4.6 Determinacao do pH 6timo

Como descrito na secao [2.3.3] o pH é um parametro que influencia diretamente a
atividade enzimatica e, portanto, a velocidade da reacao. Desse modo, a influéncia
do pH na velocidade de remocao de cor foi avaliada e determinado o pH 6timo, nas
condicOes experimentais especificadas na secao deste capitulo. O pH 6timo

para cada corante foi definido, conforme exibido na Tabela (3.3

Tabela 3.3: Definicao do pH 6timo para os corantes CP6R e RR239

Corante Definicao de pH 6timo
CP6R valor no qual foi alcancada a maior remocao de cor ap6s 1 min
RR239  valor no qual foi alcangada a maior remocao de cor apds 20 min

A Remocgao de cor foi determinada mediante a Equagao 3.1

Co— Gy

3.1
100 (3.1)

Remogao de cor (%) =

Onde:
Co, ¢ a concentracao inicial de corante (mg/L);

Ct, ¢ a concentragao de corante no tempo t (mg/L).

A taxa de reacao foi calculada por aproximacao, aplicando o método das

diferencas finitas conforme a Equacao (3.2

dic] _ _[Clin —C;
dt livi —

Taxa de reagdo (mg/Lmin) = — (3.2)

Onde:
C, ¢ a concentracao de corante (mg/L);
t, ¢ o tempo (min);

7, € o ponto de analise.
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3.4.7 Determinagao do tempo 6timo de contato

Para ambos os corantes, o tempo 6timo de contato foi definido como o tempo
a partir do qual a taxa de reagdo nao foi significativa (isto é valores inferiores a 1
mg/Lmin). Esse parametro foi determinado apos a definicao do pH 6timo, sendo

avaliado para esse valor de pH.

3.5 Tratamentos sequenciais empregando efluente
sintético

Como discutido na segao o tratamento enziméatico realizado de forma
isolada nao ¢ uma boa alternativa para remover substancias de dificil degradagao.
Portanto, nesse estudo foram empregados dois tratamentos sequenciais para a
degradacao de corante, que serao descritos nas proximas secoes. No primeiro,
denominado B-+E;, foi realizado um tratamento sequencial bioldgico-enzimatico. No
segundo, denominado E+B, foi realizado um tratamento sequencial enzimético-
biolégico.

Para a realizacao destes tratamentos foi escolhido o corante Vermelho 239, por
ser o corante azo de estrutura molecular mais complexa dentre os dois corantes
avaliados neste trabalho. Além disso, o RR239 é classificado como corante reativo,
apresentando o menor grau de fixacao a fibra e, portanto, representando a classe de
corante com maior perda nos efluentes (Tabela [2.3).

3.5.1 Meio sintético

O meio sintético usado nos experimentos B-+E e E+B foi preparado tendo glicose
como fonte de carbono, cuja concentracao foi estipulada de modo a obter uma DQO
inicial em torno de 450 mg/L. O meio também continha os seguintes compostos:
NH,CI (30 mg NH;-N/L) como fonte de nitrogénio, NaHCOj3 (270 mg/L) como
fonte de alcalinidade, KoHPOy, (4,45 mgP /L) e KHyPOy (4,55 mgP /L) como fonte
de fosforo e o corante RR239 (30 mg/L). Além disso, foi adicionada uma solucdo
de elementos trago (VISHNIAC e SANTER, 1957) em uma proporcao de 0,5 mL/L
de meio preparado para garantir a presenca dos micronutrientes necessarios para as

bactérias (BASSIN| 2008).

3.5.2 Sistema biol6gico anaerébio — aerébio

Para realizar os tratamentos sequenciais, foi necessario como ponto de partida
iniciar a operacao dos reatores biologicos. Dois reatores de leito fixo (R1 e R2),

conectados em série e operados com escoamento ascendente, foram empregados como
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sistema de tratamento biolégico. O meio sintético foi alimentado ao R1 por meio
de uma bomba peristaltica Longer Pump BT100-2J, enquanto o R2 foi alimentado
com o efluente do R1 por gravidade (Figura [3.2)).

Fornecimento
] (nitrogénio - R1)
Medidor (ar - R2)
de ar

R2
( ) Efluente
T tratado

anaerobio

Reator
aerobio

Meio sintético
sem corante

Figura 3.2: Esquema da operacao dos reatores biologicos (anaerébio — aerdbio).
Simbolos: (a) entrada R1, (b) saida R1, (c) saida R2, todos pontos de amostragem.

Os reatores R1 e R2, fabricados em vidro, tinham forma cilindrica com um
volume nominal e 1til mostrado na Tabela O TRH do sistema foi fixado em
aproximadamente 9 h para cada reator, de modo que o TRH total fosse de 18 h. A

carga organica média aplicada ao sistema biologico foi de 0,6 kgDQO /m3.d.

Tabela 3.4: Volume nominal e atil dos reatores R1 e R2

Reator Volume nominal Volume 1til

ml mlL
R1 210 172
R2 216 150

Os reatores foram operados em modo continuo. O efluente sintético foi preparado
semanalmente e colocado na geladeira (4°C) para evitar a degradacdo do mesmo.
No periodo de partida dos reatores (primeiros 60 dias de operagao), o sistema foi
alimentado com meio sem a adicao do corante. Esse periodo foi utilizado para
promover o crescimento da biomassa e foi denominado periodo de Start-up.

A configuracao experimental do sistema biologico (anaerébio-aerébio) na etapa
de montagem é apresentada na Figura O material empregado como in6culo
consistiu em lodo biologico coletado em um sistema de lodos ativados de escala
de bancada. O lodo foi adicionado manualmente pela parte superior do R1 e
homogeneizado. O R2 recebeu o lodo proveniente do R1. Para a inoculacao foram

utilizados 16 mL de lodo, o qual representou aproximadamente 9% do volume ttil
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do R1. Para a imobilizacao da biomassa, cada um dos reatores foi preenchido com
um meio suporte esponjoso (APG), em estrutura ctibica de 1 ¢m de aresta. A razao

de enchimento (Vguporte/Vreator) foi de 0,18 e 0,31, respectivamente.

Bomba
peristaltica

Figura 3.3: Configuragdo experimental (montagem dos reatores R1 e R2). Em
detalhe é mostrado o material suporte utilizado.

Durante toda a operacao do R2, a aeracao foi fornecida por um difusor de ar
poroso, situado no fundo do reator e ligado a uma linha de ar comprimido. O
ar permitiu fornecer oxigénio ao meio para a biodegradacdo aerdbia. Por outro
lado, durante a operacao do R1, foi borbulhado nitrogénio através de uma linha de
fornecimento desse gas, a fim de minimizar a concentracao de oxigénio dissolvido
nesse reator e manter a estabilidade do processo anaerdobio. Na Figura [3.4] é

apresentada uma vista detalhada dos reatores R1 e R2, durante o regime de Start-up.

N R1 |

Figura 3.4: Vista detalhada dos reatores R1 ¢ R2 (Start-up).
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3.5.3 Testes preliminares enzimaticos

Como mencionado na se¢ao [3.5.2] durante os primeiros 60 dias de operagao,
o sistema operou sem a adi¢do do corante. Apos esse periodo de (Start-up), foi
adicionado o corante RR239. Durante essa ultima etapa, foram realizados dois
testes. Para tanto, amostras das correntes de entrada e saida do sistema biologico
anaerobio-aerobio (entrada R1 e saida R2) foram tratadas enzimaticamente.

O primeiro teste consistiu em fazer o tratamento enzimatico sem modificacao do
pH e o segundo com a modificacao desse parametro. No caso em que foi modificado
o pH, o mesmo foi ajustado até valor 4. Na realizacao dos testes, foram coletadas
amostras de dois dias aleatorios. A coleta se realizou nos pontos (a) e (¢) (Figura
. Essas amostras foram tratadas adicionando os seguintes reagentes: H,Oo,
peroxidase de nabo e HOBT, nas concentracoes estabelecidas na Tabela Um
volume total de 3 mL foi utilizado para realizar os testes em duplicata. Ao longo de
120 min, as amostras foram analisadas no espectrofotometro de microplacas Epoch
Bio Tek Instruments e suas absorbancias foram lidas no comprimento de onda de
maxima absorcao do corante RR239.

Os testes foram necessarios para conhecer quais condi¢oes deviam ser utilizadas
para realizar o tratamento enzimatico, tanto no sistema sequencial B+E quanto no
E+B. Assim, foi possivel estabelecer o tempo total de reacao e avaliar a necessidade

ou nao de ajuste do pH para realizar o tratamento enzimatico.

3.5.4 Tratamento sequencial bioldgico - enzimatico (B+E)

O meio sintético contendo corante RR239 foi submetido ao tratamento biologico
(anaerdbio-aerobio) continuo e, seguidamente, o efluente (saida R2) foi submetido a
um tratamento enzimético em batelada, como representado na Figura [3.5] Para a
realizacao do tratamento enzimético, foram coletados 15 mL de amostra do ponto
(¢) (Figura B.5). Seguidamente, foi ajustado o pH até valor 4 de amostras em
triplicatas e posteriormente adicionados os reagentes: HyO,, peroxidase de nabo e
HOBT, nas concentragoes apresentadas na Tabela A configuracao experimental

do tratamento sequencial biologico - enzimatico é apresentada na Figura (3.6

3.5.5 Tratamento sequencial enziméatico - bioldgico (E+B)

Neste caso, o meio sintético contendo corante RR239 foi submetido a um
tratamento enzimatico antes de ser utilizado para alimentar o sistema biolégico
(anaerobio-aerobio).  Desta forma, o meio sintético tratado enzimaticamente
constituiu a entrada do R1, como representado na Figura Um volume de 4000

mL de meio sintético foi utilizado para realizar o tratamento enzimaético, no qual
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foram adicionados os mesmos reagentes e concentragoes da secao anterior (3.5.4]).
Antes de iniciar a adi¢ao dos reagentes, foi ajustado o pH até valor 4. O experimento
foi conduzido em batelada, com auxilio de uma placa agitadora (Fisatom, modelo
753A) que possibilitou homogeneizar a mistura reacional. A temperatura foi
mantida entre 28 e 30°C. Apds o tempo de reacao fixado (determinado nos testes
preliminares enzimaticos), foi aumentado o pH do meio até valores entre 7,5 e 9, com
o objetivo de garantir o adequado desempenho do sistema biolégico. A configuracao
experimental do tratamento sequencial enzimético - biologico é apresentada na
Figura [3.8

QY-

Fornecimento
(] (nitrogénio - R1)
Medidor (ar - R2)

Reator
anaerobio

Eftuente
tratado

Tratamento
Reator enzimatico
Y aerdbio
Meio sintético
contendo RR239
(30 mg/L)

Figura 3.5: Esquema do tratamento sequencial biologico — enziméatico (B+E).
Simbolos: (a) entrada R1, (b) saida R1, (c) saida R2, (d) saida enziméatico, todos pontos de
amostragem.

3.6 Parametros avaliados nos tratamentos
sequenciais B+E e E-+B. Procedimentos de

calculos

3.6.1 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Foram realizadas analises para quantificar a remocao de matéria organica,
mediante a determinacao da DQO, seguindo o método colorimétrico 5220 D do
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” (APHA, 2005).
O método permitiu determinar a quantidade de oxigénio necessario para oxidar

quimicamente a matéria organica presente na amostra liquida, mediante a reducao

de Cr%t em Cr?t.
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Figura 3.6: Configuracdo experimental (B+E): sistema biologico (A), antes (B) e
depois (C) do tratamento enzimatico.

Fornecimento
(nitrogénio - R1)
Medidor (ar - R2)
; Efluente
tratado
anaerobio

Meio sintético  Tratamento aerdbio
contendo RR239 enzimatico
(30 mg/L)

Figura 3.7: Esquema do tratamento sequencial enzimatico - biologico (E+B).
Simbolos: (a) entrada R1, (b) saida R1, (c) saida R2, (e) entrada enzimético, todos pontos de
amostragem.

As amostras foram previamente filtradas a vacuo em membrana de acetato
celulose com diametro de poro de 0,45 pum. Foram realizadas as leituras da
absorbancia no espectrofotometro HACH DR 2800 (E-HDR2800) de amostras em
triplicatas. Para valores de DQO de até 100 mg/L, a leitura foi realizada em 420
nm e para valores de DQO entre 100 e 1000 mg/L, em 600 nm. Finalmente, as
absorbancias foram convertidas em concentracao por meio de curvas de calibragao
(de alta e baixa concentragio) realizadas com solucoes de biftalato de potéassio

(KHP). Os valores percentuais de remocao foram calculados conforme a Equagao
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Figura 3.8: Configuracao experimental (E+B): antes (A), depois (B) do tratamento
enzimatico e sistema biologico (C).

.

Ce B Cs
Remocao (%) = ?100 (3.3)
Onde:
Ce, ¢ a concentragao do parametro na entrada (mg/L);

Cs, € a concentragao do parametro na saida (mg/L).

3.6.2 Nitrogénio
Amoniacal

Para determinar o nitrogénio amoniacal (na forma de amonia) presente nas
amostras foi utilizado o método colorimétrico 4500 C de Nessler 1992). O
método baseia-se na reacao de nitrogénio amoniacal com os iodetos de mercirio
e potassio presentes no reagente de Nessler, onde ¢ produzida uma dispersao
coloidal castanho-amarelada. Foi realizada a leitura de absorbancia de amostras
em triplicatas, em espectrofotometro HACH DR 2800, no comprimento de onda de
425 nm. Através da curva de calibracgao realizada com solugoes padrao de cloreto de
amonio, determinou-se a concentracao de nitrogénio amoniacal. As amostras foram
previamente filtradas em membranas de acetato celulose com diametro de poro de
0,45 pm.

Para o efluente de saida R1 nao foram realizadas anélises dos teores de nitrogénio
amoniacal, ja que esse reator foi operado em condicoes anaerdbias, sob as quais nao

ocorre a nitrificacao. Os valores percentuais de remocao foram calculados de acordo
com a Equagao
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Nitrito e Nitrato

A determinacdo de concentragao dos ions nitrito (NO;) e nitrato (NOj3) foi
realizada utilizando os kits da Hach Company.

Para a determinacao de nitrito, foi utilizado o kit analitico Nitriver 2 Nitrite
Reagent. Adicionou-se o reagente em p6 do kit a 5 mL de amostra em tubo de
ensaio e, em seguida, a mistura foi agitada. Apés 10 min, a leitura da absorbancia
foi realizada a 585 nm no espectrofotéometro HACH DR 2800. A concentragao de
nitrogénio na forma de nitrito foi determinada através da curva de calibragao feita
com NaNQO,.

Para a determinacao do nitrato foi utilizado o kit analitico Nitraver 5 Nitrate
Reagent. Adicionou-se o reagente em p6 do kit a 5 mL de amostra em tubo de ensaio
e, ap6s 1 min, a mistura foi agitada. Depois de decorridos mais 5 min, a leitura
da absorbancia foi realizada a 500 nm no espectrofotometro HACH DR 2800. A
concentragao de nitrogénio na forma de nitrato foi obtida com auxilio da curva de
calibracao feita com KNOs.

Para o efluente de saida R1 nao foram realizadas andlises dos teores de nitrito
e nitrato, ja que esse reator foi operado em condi¢oes anaerdbias, sob as quais nao

ocorre a nitrificacao.

3.6.3 Concentragao de Sélidos Aderidos Totais (SAT), Fixos
(SAF) e Volateis (SAV)

A concentracdo de Solidos Aderidos Totais (SAT), Fixos (SAF) e Volateis
(SAV) foi determinada ao longo do experimento. Para tanto, foram coletados 3
materiais suportes (APG) de cada reator. As andlises foram feitas em duplicatas.
O procedimento empregado encontra-se detalhado no Apéndice [C| e constitui uma
adaptacao da metodologia empregada por DE OLIVEIRA| (2008). O célculo para
a determinagdo de SAT, SAF e SAV aparece descrito nas Equacoes e

respectivamente.

saT(d) = (P1—P0);(P2—P0)g (5.4)

~
<

Onde:
PO, ¢ a massa do cadinho (g);
P1, & a massa do cadinho contendo os suportes com a biomassa (g);
P2, & a massa do cadinho contendo os suportes limpos (g);
V', & o volume do reator (L);

N, é o nimero de suportes totais do reator.
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SAF(%) - @g (3.5)

Onde:
P0’, é a massa do cadinho (g);

P2, ¢ a massa do cadinho apos 1h na mufla a 560°C (g).

SAV(%) — SAT — SAF (3.6)

3.6.4 pH, Temperatura e Oxigénio Dissolvido (OD)

As medidas de pH foram realizadas utilizando um medidor de pH (HANNA
Instruments, modelo HI 2221), previamente calibrado com solugbes padroes. Para
ajustar o pH das amostras, quando necessario, foi utilizado HCL (1 mol/L) e NaOH
(3mol/L). A temperatura também foi determinada com o auxilio desse equipamento.
O teor de OD foi medido utilizando um oximetro (Inolab, modelo Oxi 7310).

3.6.5 Corante RR239

Para determinar a concentracao de corante RR239, foram utilizadas 4 mL de
amostra. O espectrofotometro HACH DR 2800 foi usado para ler a absorbancia
das amostras em triplicatas no comprimento de onda de méxima absorcao do

corante. Curvas de calibracao foram empregadas para correlacionar absorbancia e
concentragao de RR239, em pH 4 e 7 (Figuras[H.1ale apresentadas no Apéndice
H). A eficiéncia de remogao de cor foi determinada utilizando a Equagao

3.7 Frequéncia, regime e pontos de amostragem
dos parametros analisados nos tratamentos

sequenciais B+E e E+B

A frequéncia de andlises dos parametros operacionais e de desempenho para cada
regime, assim como os pontos de amostragem utilizados, sao apresentados na Tabela
3.5
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Tabela 3.5: Parametros analisados, frequéncia, regime e pontos de amostragem

Parametro Frequéncia Regime Pontos de amostragem
DQO Semanal Start-up, (a), (b), (c), (d), (e)
B+E, E+B
Amonia Semanal Start-up, (a), (c)
B+E, E+B
Nitrito, Nitrato Trés vezes por regime Start-up, (c)
B+E, E4+B
SAT, OD Uma vez por regime  Start-up, R1, R2
B+E, E+B
SAF, SAV Uma vez por regime B+E, E+B RI1, R2
pH Semanal Start-up, (a), (b), (c)
B+E, E+B
Temperatura Semanal Start-up, (b), (c)
B+E, E4+B
Corante RR239  Semanal B+E, E+B (a), (b), (¢), (d), (e)
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Capitulo 4
Resultados e Discussao

Neste capitulo sao apresentados os resultados obtidos durante a fase experimental
do trabalho. Também é discutido e avaliado o desempenho dos tratamentos

sequenciais estudados, mediante as analises dos parametros utilizados.

4.1 Caracterizacao da enzima peroxidase de nabo

(Brassica rapa)

4.1.1 Atividade enzimaéatica

Para determinar a atividade da enzima utilizada, foi necessario primeiro conhecer
a concentracao de proteinas presente na amostra de enzima preparada, contendo 1
g/L. A concentracao de proteinas totais foi obtida por meio da curva de calibracao
(Apéndice . Os resultados das amostras sao apresentados na Tabela

Tabela 4.1: Valores de absorbancia das amostras contendo peroxidase de nabo

Amostra Absorbancia (595 nm)

1 0,4499

2 0,4554

3 0,4382
Média 0,4478
Desvio padrao 0,0088

Utilizando o valor médio de absorbéncia das 3 réplicas (Tabela e a funcao
obtida no ajuste linear da curva de calibracao, foi possivel determinar a concentracao
de proteinas como sendo equivalente a 0,1479 g/L.

Seguindo o método (Apéndice [B]), também foi preciso conhecer a taxa de
reagdo da mistura reacional (peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina com fenol

e peroxidase de nabo). Para isso, foi realizada uma regressao linear dos valores de
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absorbancia (510 nm) versus tempo de reacao (Apéndice [E.1)). O valor da tangente

a curva representou o valor da taxa, sendo equivalente a 0,0332 min—!.

A atividade enzimatica foi de 102,3 U/mg, o que significa dizer que para uma
concentragao de enzima de 1 g/L, equivalente a 0,1479 g/L de proteina, tem-se 15,1
U/mL. Como a concentracao de enzima utilizada durante os experimentos foi de

0,009 g/L, entao tem-se uma atividade correspondente a 0,14 U/mL.

4.2 Degradacao enzimatica dos corantes azo CP6R
e RR239

4.2.1 Comprimento de onda de maxima absorc¢ao (\,,.,) dos
corantes azo CP6R e RR239

A varredura no espectro visivel (400-800 nm) para cada corante, em diferentes
valores de pH, ¢ apresentada nas Figuras[d.I]e Encontrou-se um pico de maxima
absorbancia em 512 nm para o corante azo CP6R e em 542 nm para o corante RR239,

resultados que estao dentro da faixa de valores reportados na literatura (Tabela.

1 -
0.8
0.6

0,4

Absorbancia

0,2

0 T T T 1
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.1: Espectro visivel do corante azo CP6R para diferentes valores de pH.

Pode-se observar que, para ambos os corantes, o valor de \,,,, ¢ constante e
independente do pH utilizado para ambos os corantes. Por outro lado, o valor
da absorbancia correspondente ao comprimento de onda de méaxima absorcao é
dependente do pH (Figuras e . Esse comportamento foi estudado em
maior profundidade para determinar se as variacoes foram oriundas de erros do

equipamento. Para isso, foi utilizado o teste F (Fisher).
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Figura 4.2: Espectro visivel do corante azo RR239 para diferentes valores de pH.
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% —=-pH 4
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Figura 4.3: Detalhe da zona de \,,,, do corante azo CP6R.
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530 535 540 545 550 555 560
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Figura 4.4: Detalhe da zona de \,,,, do corante azo RR239.
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4.2.2 Teste F de Fisher

O teste permitiu estimar a probabilidade bicaudal de que as variagoes da
absorbancia para os diferentes valores de pH nao fossem significativamente diferentes
das variacoes de absorbancia de diferentes amostras padrao. O resultado desta
avaliagao ¢ mostrado na Tabela

Tabela 4.2: Resultado do teste estatistico ' de Fisher

CP6R (Amar—512 nm)  RR239 (Apae—542 nm)

Parametro Amostras com Amostras Amostras com Amostras

diferentes pH padrao diferentes pH padrao
Media 0,8874 0,0386 0,5620 0,0388
Desvio padrao 0,0135 0,0011 0,0091 0,0011
Variancia 1,81.10~*  1,16.10°%  833.10°°  1,29.10°6
Probabilidade 5,17.1078 2,51.1076
(TESTE.F)

Observa-se que a probabilidade obtida no teste é quase zero, tanto para o corante
CP6R quanto para o RR239. Logo, pode-se concluir que as diferencas observadas no
valor da absorbancia correspondente ao comprimento de onda de maxima absorcao
para os diferentes valores de pH nao sao devidas a erros do equipamento. Logo,

conclui-se que o pH influi na leitura da absorbancia.

4.2.3 Curvas de calibracao

Como o resultado do teste estatistico sugeriu baixa probabilidade de que as
variacoes de absorbancia para os diferentes valores de pH foram devido a erros do
equipamento, determinou-se curvas de calibracao independentes para cada valor de
pH estudado, tanto para o corante CP6R quanto para o RR239 (Apéndice [F|e .

4.2.4 Avaliacao da enzima como catalisadora da reacao,

utilizando o corante CP6R

Testes foram conduzidos para avaliar o efeito catalisador da peroxidase de nabo
na descoloracao do corante azo CP6R. Pode-se observar na Tabela que, para
todos os valores de pH, a eficiéncia de remocao de cor foi muito baixa sem adicao
de enzima. No entanto, elevadas eficiéncias foram alcancadas em apenas 3 min
de reacao quando adicionou-se enzima. Os valores de pH 6 e 7 foram os mais
desfavoraveis.

O comportamento da concentracao de corante CP6R ao longo do tempo, para a
condigao na qual nao houve enzima presente, é apresentado na Figura[d.5] Destaca-

se a diferenca destes resultados com relacao aos obtidos quando adicionada a
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Tabela 4.3: Remocao de cor do corante azo CP6R em auséncia e presenca de enzima,

Remogao de cor (%)

pH 60 min de reacao 3 min de reacao
(sem adicdo de enzima) (com adi¢do de enzima)

3 5.2+1,7 98,4+ 0,2

4 7.64+2,7 99,0+ 0,1

5 47+2.4 98,7+ 0,2

6 3,8+0,1 29,2+£1,5

7 2,5x0,5 7,0£0,5

enzima (Figura 4.6)). Esses resultados mostraram o efeito catalisador da enzima de
Brassica rapa na remocao de cor do corante azo CP6R. O mesmo comportamento foi

demonstrado em um estudo anterior, em que foi avaliada a descoloracao do corante
RR239 na auséncia de lacase (TAVARES et al., [2008]).

30
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*%000, DAL ppn
29 "':}_gg-gki“_‘_:‘_ _."_l * ..m.”._.’.
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= 28 - .'.‘.-I-I“._._.l -n —=—pH 4
— EEEm '.-ll-......“_._l
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26 . . |
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Figura 4.5: Concentragao de corante CP6R ao longo do tempo sem adicao de enzima.

30 4
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Figura 4.6: Concentragao de corante CP6R ao longo do tempo com adi¢ao de enzima.
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4.2.5 pH 6timo

O valor 6timo de pH para ambos os corantes foi 4, pois nessa condicao obteve-se
a maior eficiéncia de remocéo de cor no tempo de reacio fixado (Figuras[1.7)e[4.8), e
também a maior taxa inicial de reacdo (Figuras e [4.10). Observa-se que mesmo

sem adicao de enzima, a maior remocao de corante CP6R também foi obtida nesse

pH (Tabela [£.3).

100 - 98,2
S 751 684 69,3
— T
S
< 50 -
S
=
8 257 15,6
) 4.4
0 T T T T 1
3 4 5 6 7
pH

Figura 4.7: Efeito do pH na remocao de corante CP6R apds 1 min de reacao.
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S 75 69.4
o
[&]
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o 38,2
’é»« 30,9
5 25 18.9
= 10,5 =
0 T T T
3 4 5 6 7
pH

Figura 4.8: Efeito do pH na remocao de corante RR239 ap6s 20 min de reacao.

Destaca-se que o corante CP6R alcangou maior percentual de remocao em menos
tempo quando comparado com o corante RR239 (Figuras e . Isso indica
que provavelmente a enzima tem mais afinidade pelo corante CP6R do que pelo
corante RR239. Além disso, o fato da estrutura molecular deste tltimo ser mais
complexa pode ter dificultado as reacoes de oxidagao-reducao. Essa dependéncia da

descoloracao com a estrutura molecular do corante foi discutida na literatura por

TAVARES et al.| (2008)).
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Por outro lado, valores de pH acima de 6 nao apresentaram valores significativos
na remogao do CP6R (FigurafL.7). Efeito similar foi observado por[ALI et al(2013)
na descoloracao do mesmo corante utilizando uma peroxidase de soja. Os autores
reportaram que a enzima foi mais ativa na faixa de pH entre 3 e 5. Outro estudo
reportou que a remoc¢ao de corantes utilizando peroxidases provenientes de plantas
¢ favorecida em meio acido (NOUREN et al.l 2015).

Para o corante RR239, um pH o6timo de 4,5 e uma reducao de cor de 58% foram
encontrados por TAVARES et al.| (2008). Para degradacao do corante, os autores
utilizaram uma lacase comercial (0,2 U/mL), mediador de elétrons 2,2-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (0,1 mmol/L) e uma solu¢do de 50 mg/L. de
corante a 40°C. Percebe-se que o valor de pH e remocao de cor reportado pelos
autores sao muito similares aos obtidos no presente estudo apos 20 min de reacao
(Figura [4.8), embora as condigdes reacionais tenham sido diferentes. Por outro
lado, os autores nao observaram nenhuma descoloracao em pH 3 e atribuiram esse
resultado a desnaturacao da enzima em meios extremamente acidos. De maneira
similar, a enzima peroxidasse de nabo utilizada no presente estudo também mostrou-
se pouco efetiva nesse pH (Figura .

O efeito do pH tem forte relacdo com as mudangas conformacionais do sitio
ativo da enzima, o que pode causar uma diminuicao ou aumento da atividade
enzimatica. Isso porque a estrutura terciaria das enzimas é formada através de
interacoes. As interacoes eletrostaticas sao sensiveis ao pH, de modo que variacoes
deste podem resultar em mudancas no padrao de cargas e, consequentemente, na
estrutura terciaria da enzima (CARDOSO et al., 2009).

Além disso, o pH 6timo da enzima pode ser diferente para cada substrato
utilizado (FORGIARINI e DE SOUZA, 2007). No presente estudo, o pH 6timo
foi coincidente para ambos os corantes (pH 4). No entanto, foram observadas
diferencas nos valores de pH nao ideais. Os valores de pH menos favoraveis para
a degradacao do corante CP6R e RR239 foram bastante distintos, correspondendo
a 7 e 3, respectivamente. Nesses valores de pH observou-se o menor percentual de
remocao de cor (Figuras e e taxas de reagdo bem reduzidas (Figuras e
4.10). Desse modo, é possivel concluir que, nas condicoes experimentais utilizadas,
a atividade da enzima é menor em pH 7 para o corante CP6R e em pH 3 para o
corante RR239.

Para o corante CP6R, observou-se que, apés 1 min, a reacao ja tinha sido
interrompida em pH 4, enquanto as reagoes seguiram acontecendo para os outros
valores de pH (Figura[4.11). Por outro lado, para o corante RR239, passado 120 min
nesse mesmo pH, a reagdo ndo tinha sido concluida (Figura . Isso indica que
o RR239 foi mais resistente a degradacgao, visto que um tempo maior foi necessario

para alcancar a maxima remocao de cor mesmo sob condi¢cao de pH 6timo.
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Figura 4.9: Taxa de reagao do corante azo CPGR.
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Figura 4.10: Taxa de reacao do corante azo RR239.

4.2.6 Tempo 6timo de contato

O tempo 6timo de contato para o corante CP6R foi determinado em 0,75 min,
tempo no qual se alcancou uma degradacao significativa em pH 4. A partir desse
tempo, uma descoloragao lenta foi observada até o final do periodo de incubacao
(Figura [£.11)). A taxa de reagdo caiu para 0,66 mg/Lmin quando alcancado 0,75
min, como apresentado na Figura 4.9

Para o tempo 6timo (0,75 min), alcangou-se uma eficiéncia de remocao de 97,7%.
Para alcancar uma degradacao similar em pH 3 e 5, foi necessario um tempo de 2,7
e 2,2 min, respectivamente. Estudos anteriores também reportaram curtos tempos
para a degradacdo deste corante por tratamento enzimdtico. ALI et al| (2013)
observaram completa descoloracao do CP6R em apenas 1 min em pH 5, usando
uma peroxidasse de soja na presenca de HOB'T. Por outro lado, AHMEDI et al.
(2012) obtiveram uma degradacido de 90% do corante Congo Red em 2 min de
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Figura 4.12: Remocao de corante azo RR239.

reagao, utilizando uma peroxidase de nabo (Brassica rapa).

O corante RR239 mostrou-se mais resistente & degradacao, pois para esse corante
foi observado um tempo de contato 6timo de 48,3 min. Para esse instante de tempo,
o valor da taxa foi de 0,94 mg/Lmin e obteve-se uma eficiéncia de remogao de 78,6%.
A dificuldade em degradar o corante RR239 por via enzimatica também foi observada
por TAVARES et al.| (2009). Os autores reportaram que o tempo requerido para a
remocao desse corante foi maior que o requerido para outros corantes, de estrutura
molecular mais simples. Desta forma, uma remocao de apenas 50% foi obtida apos
50 min de reacao sob condigoes similares as utilizadas no presente trabalho.

A Tabela [1.4] apresenta os valores da taxa de reagao e eficiéncias de remogao de

cor dos corantes estudados, no intervalo de tempo no qual a taxa de reacao atingiu
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valores inferiores a 1 mg/Lmin.

Tabela 4.4: Valores da taxa de reacao e eficiéncias de remocao de cor dos corantes
CP6R e RR239

Corante Tempo Taxa de reacdio Remocao de cor

(min) (mg/Lmin) (%)
CP6R 0,67 3,99 96.6
0,75 0,66 97,7
RR239 44,3 1,05 78,0
48,3 0,94 78,6

O tempo 6timo de contato do corante com a enzima varia dependendo da
natureza quimica do corante e da fonte de enzima utilizada, desde que fixadas
as demais condicoes experimentais. Estudos reportam que a maioria dos corantes
tratados com peroxidases provenientes de plantas sao descoloridos em até 1 h de
tratamento (KALSOOM et al., 2015).

4.3 Tratamentos sequenciais B+E e E+B

4.3.1 Testes preliminares enziméaticos

Os testes preliminares de degradacao de cor no sistema biologico foram realizados
para o efluente de entrada R1 e saida R2, considerando que o tratamento enzimatico
seria realizado antes (configuracdo E-+B) e apos (configuracdo B-+E) o tratamento
bioldgico.

O resultado do teste sem modificagao do pH é apresentado na Figura 4.13
Observou-se que a degradacao do corante pela enzima no pH do efluente (isto é
aproximadamente 7) foi bastante reduzida, tanto na entrada R1 quanto na saida
R2. O pH ao longo da operacao do sistema biolégico anaerdbio-aerébio foi mantido
proximo a neutralidade, como detalhado na se¢ao[£.3.2] (Tabela[4.5)). Por outro lado,
como discutido na secao [4.2.5] a remocao de cor da solu¢ao pura de corante RR239
ndo mostrou-se muito efetiva em pH 7 (Figura [1.12)).

Portanto, houve necessidade de reduzir o pH até o valor 6timo (pH 4), conforme
determinado no estudo de degradacgao enziméatica da solucao pura de corante RR239.
Os resultados do comportamento da concentragao de RR239 ao longo do tempo apods
a corre¢ao do pH das amostras sdo apresentados na Figura [£.14] Observa-se como
a concentracao de corante diminuiu significativamente ao longo do tempo quando o
valor do pH foi reduzido para 4, tanto nas amostras de entrada R1 quanto na saida
R2.

Transcorridos 120 min, comprovou-se que a reacao tinha sido completada,

alcancando-se baixas concentracoes de corante nas amostras analisadas. Esse estudo
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Figura 4.13: Concentracao de corante RR239 ao longo do tempo quando aplicado
o tratamento enzimético em amostras de entrada R1 e saida R2 sem ajuste do pH
até valor 4 (teste sem modificacdo do pH).

permitiu demonstrar a efetividade do tratamento enzimatico quando reduzido o valor
do pH a 4. Além disso, foi possivel estabelecer o tempo de reacao necessario para
realizar o tratamento enziméatico nas duas configuragoes estudadas (B+E e E+B).

Esse tempo foi estabelecido em 120 min.
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Figura 4.14: Concentracao de corante RR239 ao longo do tempo quando aplicado
o tratamento enzimético em amostras de entrada R1 e saida R2 com ajuste do pH
até valor 4 (teste com modifica¢do do pH).
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4.3.2 Operagao dos reatores biologicos e tratamentos
sequenciais B+E e E+B

A fase experimental envolvendo a combinacao de tratamento biolégico e
enziméatico sequenciais teve uma duracao total de 225 dias. Esse periodo foi dividido
em 60, 85 e 80 dias para regime de Start-up, B+E e E+B, respectivamente. O
regime Start-up foi finalizado uma vez comprovada a remocao completa de amonia,
indicando o pleno desenvolvimento das bactérias nitrificantes. Apods o regime de
Start-up, iniciou-se a operacao dos tratamentos sequenciais. Primeiramente foi
realizado o tratamento sequencial B+E e posteriormente o E+B. Ambos regimes
foram finalizados quando observada a completa estabilidade do sistema.

Os reatores foram operados a 27 £ 2°C. O valor médio de pH na saida R1 (reator

anaerobio) variou entre 7,5 e 7,7 e entre 6,8 e 7,4 na saida R2 (reator aerobio) (Tabela
13).

Tabela 4.5: Valores médios de pH em diferentes pontos de amostragem durante os
regimes de Start-up, tratamento sequencial B+E e E+B

pH
Regime Entrada R1 Saida R1 Saida R2
Start-up 7,52 7,71 7,34
B+E 7,53 7,66 7,42
E+B 7,39 7,54 6,79

Pode-se observar que no R1, o pH na saida foi maior que na entrada, para
todos os regimes. Esse comportamento pode estar associado a presenca de cations
geradores de alcalinidade (fons de nitrogénio amoniacal), produzidos durante a
digestao anaerobia (SAKUMA| 2013). Segundo SARATALE et al.[(2011), a redugao
biolégica do corante azo também incrementa o pH devido a formacao de aminas
aromaticas, as quais sao mais basicas do que o composto azo original. O valor médio
de pH no R1 esteve proximo a neutralidade, conforme recomendado na operacao de
processos anaerobios (RAJESHWARI et al.. 2000). De acordo com LETTINGA
(1995), o pH deve ser mantido acima de 6,2.

Em contrapartida, uma redugao no valor de pH foi observado no R2. Nos
sistemas aer6bios, a liberacao de protons (ions hidrogénio) levam a uma reducao
do pH como parte do processo de nitrificagdo (ANTILEO et al. [2013). No R2 se
observou um decréscimo mais acentuado do pH durante o regime E+B, de modo que
valores de pH abaixo de 7 foram observados (Tabela[£.5). Na literatura recomenda-
se valores de pH na faixa entre 7 e 8 para a nitrificacao efetiva nos processos aerébios
(ZOPPAS et all [2016]). Devido a isso, durante os dias 177 até 203, o pH do efluente
tratado enzimaticamente (afluente do sistema biologico) foi ajustado para 8,2 de

modo a contrabalancar a perda de alcalinidade no reator aerébio. Contudo, nao
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foram observadas mudancas significativas no comportamento do pH na saida R2,
de modo que um novo ajuste foi realizado aumentando o pH para 9 a partir do dia
211 até o final da operagao. Desta forma, alcancou-se um valor de pH acima de 7
na safda R2, sendo garantidas melhores condi¢des para o processo de nitrificacao
(Figura . Na secao serd discutida a influéncia das mudancas de pH na

resposta do sistema nesse regime de tratamento (E+B).
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Tempo (dias)
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Figura 4.15: Valores de pH ao longo do tempo, no tratamento sequencial E+B.

Por outro lado, na descoloracao de corantes por processos biologicos, tem sido
reportada uma tolerancia de pH relativamente alta, de modo que faixas de pH entre
5 e 9 nao afetam o processo de descoloragao (JADHAV et al., 2008]).

A concentragio de OD no R2 esteve proxima a 5 mg/L. O oxigénio é uma variavel

limitante nos processos biolégicos de tratamento aerobio, pois esse parametro pode
afetar significativamente a eficiéncia da nitrificagao. A concentracao de OD do
presente estudo esteve dentro da faixa de valores reportados por outros autores,

conforme mostrado na Tabela (4.6

Tabela 4.6: Valores de OD utilizado em diferentes estudos

OD (mg/L) Referéncias
3-5 (KHAN et al, [2010)
> 5 (CASTRO, 2016)
6 (YANG et al/, 2010)
5,50 Presente estudo

4.3.3 Remocao de DQO

As Figuras e apresentam o comportamento da DQO nos regimes de
Start-up, B+E e E4+B. Como pode ser observado, a DQO na saida R2 durante o
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regime de Start-up teve um valor em torno de 10 mg/L (Figura . Esse valor
aumentou para 36 mg/L durante o tratamento B-+E e para 67 mg/L durante o
tratamento E-+B, embora nao tenha ocorrido uma variagao consideravel da DQO no
afluente (entrada R1). A DQO no efluente de saida dos tratamentos estudados foi
de 51 mg/L no regime B+E e de 67 mg/L no regime E+B. Ambos valores de DQO
mostram-se adequados para o lancamento do efluente tratado em corpos hidricos.
Segundo a Diretriz DZ-205, R6,/2007 da Comissao Estadual de Controle Ambiental
do Rio de Janeiro (CECA), o valor de DQO para efluentes da industria téxtil nao
deve ultrapassar o limite de 200 mg/L.

Por outro lado, durante os primeiros dias de operagao do regime E+B (dias 155
até 177), foi observado um comportamento decrescente da DQO na saida R1 e R2,
que posteriormente teve uma tendéncia a estabilidade (Figura. Isso evidenciou

a adaptacao do sistema as novas condicoes impostas.
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Figura 4.16: DQO ao longo do tempo, nos regimes de Start-up e tratamento
sequencial B+E.

O tratamento enzimatico aumentou ligeiramente a DQO, tanto no regime B+E
quanto no E+B (Figuras e[4.17). Por conseguinte, observou-se uma diminuicéo
da eficiéncia global de remoc¢ao de DQO apoés realizado o tratamento enzimatico
(Figura [4.18). [SILVA et al| (2012) também observaram um aumento da DQO
de um efluente sintético contendo corante Turqueza Remazol G 133% de 564
mg/L para 238,8 mg/L, apos o tratamento enziméatico com peroxidase de nabo.
Os autores atribuiram esse incremento & adicao de matéria organica na forma de
extrato enziméatico de Brassica campestre ssp. Rapifera, ao corante residual e aos

subprodutos soltveis da reacao enzimatica. Embora no presente estudo nao tenha
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Figura 4.18: Valores médios de remocao global de DQO, nos regimes de Start-
up, tratamento sequencial B+E e E+B. A remocao de DQO em cada estagio do
tratamento sequencial foi calculada com base no afluente (meio sintético).

sido utilizado um extrato enzimatico bruto, os subprodutos da reacao enzimatica
podem ter influenciado no ligeiro aumento da DQO observada, repercutindo em
eficiéncia de remocdo negativa de DQO. Também foi reportado por CRISTOVAO

(2009) um aumento da DQO de 394 mg/L para 3383 mg/L no tratamento
com lacase de um efluente sintético contendo 3 corantes reativos (Reactive Black 5,

Reactive Yellow 15 e Reactive Red 239). Os autores associaram esse incremento a
formacao de produtos resultantes do processo de tratamento.
A matéria organica afluente foi removida principalmente no R1, como ilustrado

na Figura Isso ¢ um comportamento esperado devido ao R1 ter recebido
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a maior carga organica em todos os regimes de tratamento. Os valores de DQO
em cada reator e regime de tratamento podem ser observados na Tabela [1.7 Na
Figura [4.18] observou-se uma pequena diminuicao da eficiéncia de remocao de DQO
no R1, de 88% para 84% do regime B+E para E+B, respectivamente. Embora
pequena, essa diferenca foi significativa para um intervalo de confianca de 95%, pois
obteve-se um valor de p-value de 0,0003 no teste estatistico t de Student. Esse
leve impacto negativo de um regime para outro esta possivelmente associado a
chegada dos produtos gerados durante a oxidacao enzimética, que provavelmente
prejudicaram a eficiéncia do reator. O corante, pelo contrario, nao interferiu na
remocao de matéria organica no reator anaerébio, pois do regime de Start-up para
o regime B+E a eficiéncia de remo¢ao manteve-se praticamente constante (Figura
4.18]).

Tabela 4.7: Valores médios de DQO em diferentes pontos de amostragem durante
os regimes de Start-up, tratamento sequencial B+E e E+B

DQO (mg/L)
Regime Entrada R1 Saida R1 Saida R2
Start-up 445 59 12
B+E 489 58 36
E+B 542 86 67

Como observado na Figura [4.18] embora tenha favorecido a remocao de matéria
organica, o R2 nao contribuiu significativamente. A contribuicdo desse reator para
a remocao global de DQO apresentou uma redugao gradual desde o regime de Start-
up até o regime E4+B. A remocao de DQO no R2 em relagao ao afluente diminuiu
do regime de Start-up para B-+E, de 10% para 5%. Do regime B+E para E+B, o
decréscimo foi ainda menor, de 5% para 4%. Percebe-se, portanto, que a contribui¢ao
do R2 para a remocao global de DQO ¢é pequena, e as reduzidas diferencas observadas
de um regime para outro apresentam pouca significincia. Por conseguinte, no
presente estudo, o corante nao afetou significativamente a atividade das bactérias
heterotroficas aerobias, embora (O’NEILL et al.| (2000) tenham reportado a inibicdo
dessas bactérias por corantes, prejudicando a remocao de DQO no reator.

A remocgao de matéria organica, em termos de DQO, também foi avaliada em
estudo prévio cujo objetivo foi degradar o corante azo Reactive Red 141 por meio
de tratamento sequencial anaerébio - aerobio (O’NEILL et al.l 2000). Esse corante
de estrutura complexa e alta massa molar ¢ bem similar ao empregado no presente
estudo. Durante a sua degradacao biologica, foram obtidos percentuais de remocao
de DQO de 72,9% e 11,9% no reator anaerobio e aerdbio, respectivamente. A
remocao de DQO encontrada no presente trabalho foi ainda superior, de 88% no

reator anaerébio e de 37% no aerobio, durante o tratamento B+E.
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O valor médio da remogao global de DQO no tratamento sequencial B+E foi
de 90%, entretanto, no tratamento sequencial E+B obteve-se 88% (Figura [£.18)).
Essas diferencas foram significativas para um intervalo de confianca de 95%, pois
obteve-se um valor de p-value de 0,0115 no teste estatistico t de Student. Portanto,
o tratamento sequencial que apresentou maior eficiéncia de remocao de DQO foi o
B+E, com uma média de 90%. Nessa configuracao, a DQO efluente do processo

combinado foi de 51 mg/L.

4.3.4 Remocao de Nitrogénio

A concentragdo de nitrogénio inorganico total (equivalente ao mnitrogénio
amoniacal, nitrito e nitrato) na entrada R1 e saida R2 do sistema biologico e o
seu percentual de remocao podem ser observados na Figura O nitrogénio na
entrada R1 apresenta-se na forma de amonia, com valores médios de 30 mg/L para
todos os regimes. No entanto, nitrogénio na saida R2 foi encontrado sob a forma de
amonia, nitrito e nitrato. As concentracoes das diferentes formas de nitrogénio na

saida R2, em cada regime operacional, estao apresentadas na Figura 4.20]
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Figura 4.19: Valores médios de nitrogénio inorganico total e sua remocao, nos
regimes de Start-up, tratamento sequencial B+E e E+B.

Vale lembrar que o meio sintético de alimentacao usado nos experimentos é
desprovido de nitrogénio organico. Além disso, o nitrogénio organico que porventura
seria oriundo da quebra da molécula do corante é considerado desprezivel em
comparacao com o nitrogénio proveniente de outras formas de nitrogénio inorganico.
Portanto, essa forma nitrogenada nao foi levada em consideracao nas analises.

Como ilustrado na Figura[4.19] a remogao de nitrogénio inorganico nos regimes
B+E e E+B foi muito similar, com valores em torno de 30%. A maior remocao
alcangada pelo sistema foi de 63% durante o regime de Start-up. Os valores de

remocgao de nitrogénio obtidos nos tratamentos sequenciais (B+E e E+B) foram
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Figura 4.20: Valores de médios dos compostos nitrogenados (saida R2), nos regimes
de Start-up, tratamento sequencial B+E ¢ E+B.

especialmente baixos e similares. Apesar disso, as concentracoes de amonia na saida
R2, para ambos os tratamentos, foram bastante distintas (Figura . No regime
B-+E, a concentragao de amonia na saida R2 foi quase nula e no regime E+B a mesma
alcancou valor em torno de 10 mg/L, o qual situa-se fora dos limites estabelecidos
pela Norma Técnica NT-202, R10/1986 da CECA. Essa norma estabelece uma
concentragao méaxima de 5 mg/L de nitrogénio amoniacal para efluentes liquidos.
No regime E+B também se observou alta concentragao de nitrogénio na forma de
nitrato (9,2 mg/L), porém a concentracao de nitrito foi menor (1,3 mg/L) (Figura
4.20)).

Por outro lado, o regime B+E exibiu remogao quase total de amonia, como
j& dito anteriormente. Nesse regime, foi observada uma concentracao de amonia
na saida R2 de apenas 0,6 mg/L (Figura . Apesar disso, parcial conversao
de amonia a nitrito foi observada, visto o acimulo de 5,9 mg/I. de nitrito no R2
(Figura . Esse tltimo composto nitrogenado é considerado mais prejudicial
para o meio ambiente (ZOPPAS et al., 2016). O actmulo de nitrito pode estar
relacionado com a toxicidade do corante. Desta forma, o corante RR239 pode
ter inibido o desenvolvimento das bactérias associadas & conversao de nitrito em
nitrato (bactérias oxidadoras de nitrito-NOB), as quais mostraram-se mais sensiveis
a presenca do corante em relacao as bactérias que fazem a conversao de amonia em
nitrito (bactérias oxidadoras de amonia-AOB).

Na secao a seguir sao discutidos e aprofundados os resultados de amonia, uma
vez que o principal objetivo do presente estudo foi avaliar a remog¢ao deste composto

nitrogenado, em particular.
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4.3.5 Remocao de Amoénia

As analises de amonia foram iniciadas apos 39 dias de operacao do sistema. A
Figura4.21apresenta os valores de concentracao de nitrogénio amoniacal obtidos ao
longo do tempo, nos regimes de Start-up, B+E e E-+B. Observa-se, durante o regime
de Start-up, as baixas concentracoes de amonia na saida R2, com valores proximos
a zero. Esses resultados correspondem com o observado na Figura [4.20 Nota-se
que no regime de Start-up a amoénia foi majoritariamente removida e convertida
completamente a nitrato. Isso demonstrou a efetividade do sistema no processo de

nitrificacao durante esse periodo de operacao.
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Figura 4.21: Concentracao de amonia ao longo do tempo, nos regimes de Start-up,
tratamento sequencial B+E e E+B.

A Figura mostra os valores médios de remo¢ao de amonia em todos os
regimes estudados. Percebe-se que, ao adicionar-se corante RR239 (regime B+E), o
sistema também foi capaz de atingir bons niveis de remocao de nitrogénio amoniacal,
obtendo-se uma eficiéncia de 98%. Entretanto, a remocao de amonia foi prejudicada
com a mudanca do regime, de B+E para E+B. No regime E+B obtiveram-se
concentragoes médias de amonia em torno a 10 mg/L na saida R2 (Figura
e em média uma remogao desse composto de 68% (Figura . Essas diferencas
de remocao observadas entre um regime e outro foram bem significativas para um
intervalo de confianca de 95%, pois obteve-se um valor de p-value de 1,58.10~7 no
teste estatistico t de Student.

Durante os primeiros dias de operacao teve-se a suspeita de que as elevadas
concentracoes de amoénia obtidas na saida R2 fossem devido ao comportamento

do pH no reator. Na tentativa de melhorar a eficiéncia do sistema, aumentos
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progressivos de pH foram realizados ao longo da operagao, como descrito na se¢ao
4.3.2]
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Figura 4.22: Valores médios de remogao global de aménia (sistema biologico), nos
regimes de Start-up, tratamento sequencial B+E e E-+B.

A Tabela apresenta a influéncia do pH na remocao de amonia durante
periodos nos quais foram realizadas essas mudancas. Como observado, mesmo
modificando o pH na entrada R1 do Periodo I para II, praticamente nao houve
mudanca do pH na saida R2. No entanto, a remocao de amonia aumentou de 56%
no Periodo I para 71% no Periodo II. Nesse altimo Periodo (dias 177 até 203),
observou-se uma estabilidade do sistema, refletido no comportamento de amonia na
saida R2 (Figura [4.21)), cujos valores estiveram proximos a 10 mg/L. Na tentativa
de continuar melhorando o comportamento do pH no R2 e, portanto, a eficiéncia de
remocao de amonia do sistema, outro incremento do pH na entrada R1 foi realizado
do Periodo II para o Periodo III. Percebe-se que o pH na saida R2 alcancou valores
acima de 7 (como recomendado na literatura para sistemas nitrificantes), porém o
sistema nao conseguiu melhorar sua eficiéncia. Durante esse regime de tratamento
(E+B), apenas foi possivel obter uma remogao média de amonia de 68% (Figura
4.22)). Considerando o que foi discutido anteriormente, conclui-se que os baixos
percentuais obtidos podem estar relacionados aos subprodutos gerados durante a

reacao enzimatica, que provavelmente tornaram-se prejudiciais as AOB.

Tabela 4.8: Valores médios de pH e amonia em diferentes periodos de operacao do
regime E+B

Periodo de pH Amonia
operacao/(Dias) Entrada R1 Saida R2 Saida R2 (mg/L) Remogao (%)
I (155 - 169) 7,24 6,60 12,23 o6
11 (177 - 203) 7,45 6,70 9,78 71
IIT (211 - 225) 8,00 7,65 10,66 70
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Em um estudo de toxicidade realizado antes e apds o tratamento enzimético
de um efluente simulado contendo corante RR239 foi observado que a toxicidade do
efluente tratado tinha sido aumentada apos o tratamento com lacase (CRISTOVAO,
2010). Esse estudo indica a possibilidade de que compostos formados durante o
tratamento enziméatico possam ser téxicos ao sistema biologico, especialmente as
AOB, as quais tiveram seu desempenho comprometido no presente estudo.

O lancamento de nitrogénio amoniacal nos cursos hidricos pode ocasionar a
aceleracao do processo de eutrofizacao e, consequentemente, uma queda acentuada
das concentracoes de OD nas aguas superficiais. Essa reducao de OD também
pode ser ocasionada pelo consumo de oxigénio que os processos de oxidacao de
amonia a nitrito e posteriormente a nitrato demandam, prejudicando severamente
as espécies aquaticas (ZOPPAS et al.,[2016). Por isso, deve-se cumprir com o padrao
de langamento em relagao a esse poluente nos corpos d’adgua. Igualmente deve
ser considerado que o processo de transformacao de amonia a outros compostos
nitrogenados como nitrito e nitrato nao resolvem o problema, sendo necessario
processos complementares para a completa conversao de nitrogénio amoniacal a
nitrogénio molecular. Embora nao tenha sido objetivo desse trabalho, a remocao de

nitrogénio pelo processo de nitrificacao e desnitrificacao deve ser estimulada.

4.3.6 Teor de Solidos Aderidos

No tratamento biologico de efluentes usando sistemas com biomassa imobilizada,
a avaliacao do teor de solidos aderidos é de extrema importancia, ja que influencia
na degradacao dos poluentes. Nesta secao, sao apresentados os resultados obtidos a
partir dessa anéalise.

A Figura [4.23] apresenta as concentracoes de solidos aderidos totais do R1 e do
R2, em todos os regimes estudados. Destaca-se que o R1 apresentou o maior teor
de sélidos em todos os regimes. FEsse comportamento relaciona-se ao fato de que
o R1 foi o responsavel por receber a maior carga organica em todas as etapas de
tratamento.

Como observado na Figura[d.23] entre um regime e outro percebem-se diferencas.
A significancia dessas diferencas foram avaliadas desde o ponto de vista estatistico
por meio do teste t de Student. Os valores de p-value obtidos no teste podem ser
observados na Tabela 4.9

Considerando um intervalo de confianca de 95%, os resultados do teste t de
Student evidenciaram que no R2 houve uma diminuigao significativa de SAT do
regime Start-up para B-+E, pois o valor de p-value foi menor do que 0,05. Os solidos
totais nesse reator (R2) cairam de 7,38 g/L para 1,64 g/I, do regime de Start-
up para B+E (Figura [4.23). [ZHANG ef al] (1995) reportaram que a presenga de
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Figura 4.23: Concentracao de SAT, nos regimes de Start-up, tratamento sequencial
B+E e E+B.

Tabela 4.9: Valores de probabilidade de significancia (p-value) obtidos nas
comparagoes da concentracao de SAT entre os diferentes regimes avaliados

Regimes comparados Reator p-value

Start-up - B+E R1 0,1606
Start-up - B+E R2 0,0429
B+E - E+B R1 0,2529
B+E - E+B R2 0,3901

corantes em reatores biol6gicos pode levar a queda na concentragao de so6lidos em
comparacao a situacao na qual os mesmos nao estao presentes. Dessa maneira, o
corante azo RR239 pode ter afetado a biomassa aerobia. Por outro lado, no R1 nao
foi observado um decréscimo significativo de SAT, uma vez que o valor de p-value
foi de 0,1606.

Posteriormente, com a mudanca do regime B+E para E+B também nao foram
observadas reducdes significativas de SAT tanto no R1 quanto no R2, visto que os
valores de p-value foram superiores a 0,05 (Tabela .

Na Figura , apresenta-se a relacao de SAV/SAT. Percebe-se que essa relagao
foi muito similar nos regimes B+E e E+B. Os reatores R1 e R2 apresentaram valores
de SAV/SAT acima de 0,69, indicando que a maior parte dos solidos presentes nos

reatores é de natureza organica (baixo teor de inertes).

4.3.7 Remocao de corante RR239

O comportamento da concentracao de corante RR239 nos regimes B-+E e E4+B
é apresentado nas Figuras e respectivamente.
No regime B-+E, durante os primeiros dias de operagao (67 até 103), foi observado

um incremento gradual da concentracao de corante no efluente de ambos os reatores
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Figura 4.25: Concentracao de corante RR239 ao longo do tempo, no tratamento
sequencial B+E.

(R1 e R2) (Figura[4.25)). Esse comportamento de diminuigdo da remogao do corante
pode ter sido decorrente do fenomeno de biossorcao, no qual parte do corante é
inicialmente adsorvido pela biomassa aderida ao suporte. A biossorcao é geralmente
a primeira etapa da biodegradacio de corantes (PEARCE et all [2003). Como

parte desse fené6meno, uma intensificacao da coloracao avermelhada foi observada

nos suportes ao longo desses dias de tratamento. A partir do dia 103, o sistema teve
um comportamento estavel até o final da operacao, indicando que a remocao do
corante via adsor¢ao na biomassa tinha sido completada. Em outro estudo também
observou-se um comportamento similar durante a etapa inicial do tratamento
anaerébio-aerébio do corante azo Disperse Blue 79 (CRUZ e BUITRON, 2001). Os

autores comprovaram, mediante estudo de adsor¢ao, que 12 ciclos (aproximadamente
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Figura 4.26: Concentracao de corante RR239 ao longo do tempo, no tratamento
sequencial E+B.

20 dias) foram necessarios para alcancar a completa saturagdo da biomassa e do
material suporte utilizado.

Como pode ser observado, a concentracao do corante RR239 na saida Rl e
R2 foram muito similares (Figuras e [£.26). Por conseguinte, a contribuico
do R2 para a remocao global de corante RR239 foi muito baixa (8% no regime
B+E e 2% no E+B) (Figura [£.27). Com isso, observa-se que o reator aerobio foi
pouco efetivo na remocao do corante, assim como reportado em outros estudos.
O’NEILL et al| (2000), avaliando o tratamento do corante azo Reactive Red 141,
obtiveram eficiéncias de remocao de cor de 11% em reator aerébio e de 63,9% em
reator anaerobio. De acordo com SINGH et al| (2015), a presenca de oxigénio leva
a baixa eficiéncia de remocao de cor, devido ao fato do oxigénio ser um aceptor
de elétrons preferencial e possuir maior potencial de redugao se comparado com a
molécula de corante.

No regime B-+E, o reator anaerébio foi responsavel por 41% de remocao do
corante (Figura e, como ja discutido anteriormente, o reator aerdbio teve
pouca contribuicao (8%). Estudos de descoloragio por processos biologicos reportam
que corantes de estrutura complexa e alta massa molar apresentam baixas eficiéncias
de remocao de cor (SARATALE et al, 2011). A complexidade da estrutura
molecular apresenta relacao com o tipo, a quantidade e a posicao dos grupos
substituintes no anel aromatico. A presenca desses grupos em diferentes posi¢oes
no anel pode acelerar ou reduzir a taxa de descoloracao ou inclusive provocar sua

completa inibicao. No caso dos corantes azo sulfonados, a posicdo e o nimero de
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Figura 4.27: Valores médios de remocao global de corante RR239, nos tratamentos
sequenciais B+E (a) e E+B (b). A remocao de corante RR239 em cada estagio do
tratamento sequencial foi calculada com base no afluente (meio sintético).

grupos SO3H afetam a velocidade de degradagio do corante (SILVA et al., 2012).

Os fatores supramencionados podem estar relacionados com as baixas eficiéncias de

remocao de cor obtidas na degradacao biolégica do corante azo sulfonado RR239.

Por outro lado, no regime B+E, uma remocao global de 94% foi obtida quando
aplicado o tratamento enziméatico a jusante do sistema biolégico anaerdbio-aerdbio
(Figura . Também se observou um comportamento similar no regime E-+B
quando o efluente foi tratado enzimaticamente, alcancando-se 89% de eficiéncia
somente pelo processo enzimatico (Figura 4.27b)). Esses resultados indicaram que o
tratamento enzimatico foi o principal responsavel pela remogao de cor nos sistemas
estudados.

Observa-se ainda que no regime E+B, o tratamento biolégico pouco influenciou
na degradagao do corante RR239 (Figura. Ao longo do tempo, a concentracao
de corante na saida dos reatores biologicos (saida R1 e R2) foi muito similar a
concentragao atingida apods o tratamento enziméatico (entrada R1), em média entre
1 e 3 mg/L (Figura[4.26).

Ambos os tratamentos sequenciais (B+E e E+B) apresentaram o mesmo
percentual de remogdo de RR239 (94%). Além disso, a concentragdo média de
corante na saida dos tratamentos B+FE e E+B foi bastante similar, correspondendo

a 1,6 mg/L e 1,7 mg/L, respectivamente.
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Capitulo 5
Conclusoes

Neste estudo comprovou-se o efeito catalisador da peroxidasse de nabo ( Brassica
rapa) na descoloracdo do corante azo CP6R. A enzima mostrou ser altamente efetiva,
especialmente em valores de pH de 3, 4 e 5.

Os parametros Otimos da oxidacao enzimatica do corante CP6R foram
encontrados em pH 4 e tempo de contato de 0,75 min. Nessas condicoes, foi
alcancada 97,7% de remocao de cor. Por sua vez, o RR239 exibiu uma remocao
de cor de quase 79%, nas condi¢des 6timas de pH 4 e 48,3 min de reacao. Esse
ultimo corante mostrou-se muito mais resistente a degradagao, possivelmente devido
as suas caracteristicas estruturais.

O efluente sintético contendo o corante azo RR239 foi degradado por tratamento
sequencial englobando processo enzimatico (peroxidase de Brassica rapa) e bioldgico
(biofiltro anaertbio-aerébio). O processo enzimético mostrou ser o principal
responsavel pela descoloracao do corante RR239, enquanto a principal contribuicao
do reator anaerobio foi a remoc¢ao de matéria organica. Por outro lado, o reator
aer6bio permitiu a remocao de nitrogénio amoniacal por meio da nitrificagao.

Alto percentual de eficiéncia de remocao de cor (94%) foi obtido em ambos
os tratamentos sequenciais estudados (B+E e E+B), principalmente devido ao
tratamento enziméatico. Apesar disso, o tratamento enzimatico nao foi efetivo na
remocao de DQO, uma vez que foi observado um ligeiro aumento desse parametro
apoOs esse processo, nos dois sistemas estudados. Esse comportamento pode ser
atribuido & presenca dos produtos gerados durante a oxidacao enzimatica.

A remocao de DQO foi superior no tratamento sequencial B-+E, no qual alcangou-
se uma eficiéncia de 90% e uma DQO média no efluente de saida de 51 mg/L. O
valor de DQO foi adequado para o lancamento do efluente em corpos hidricos, de
acordo com as diretrizes estabelecidas pela CECA para esse parametro.

A remocao de nitrogénio amoniacal também foi superior no tratamento
sequencial B-+E. Nessa configuracdo, foi obtida uma eficiéncia de remocao de 98% e

em média uma concentragao de amonia de apenas 0,6 mg/L, na saida do tratamento.
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De acordo com os padroes estabelecidos pela CECA, essa concentracao foi adequada
para o lancamento do poluente em corpos hidricos.

Os resultados também evidenciaram que o corante RR239 possivelmente exerceu
efeito téxico aos microrganismos anaerdbios, notadamente aos produtores de enzima
azoredutase, pois apenas um percentual de 41% de remocao de cor foi obtido no
reator anaerobio. Porém, o corante RR239 nao afetou a remocao de DQO nesse
reator, que se manteve constante em relacao a operagao na auséncia do corante.

O corante RR239 também pode ter exercido inibicao as bactérias nitrificantes,
particularmente as bactérias oxidadoras de nitrito. Tal evidéncia se justifica pelo
aciumulo de nitrito no reator aerébio na configuracao B-+E. No entanto, a remocao
de aménia foi de 98% nessa configuragao.

Na configuracao E+B, observou-se que os produtos da oxidagao enziméatica
provavelmente foram toxicos a biomassa anaerdobia. Os metabolitos formados podem
ter levado a ligeira reducao da remocao de DQO no reator anaerdbio.

Os produtos da oxidacao enzimética também exerceram efeito adverso as
bactérias oxidadoras de amonia, repercutindo em remocao de amonia de apenas
68% (configuracao E+B).

Em suma, os resultados apontaram o tratamento sequencial B+E como sendo
mais efetivo no tratamento do efluente sintético estudado em comparacao com
a configuracdo E+B, obtendo-se elevadas remocoes de cor, DQO e nitrogénio

amoniacal.

76



Capitulo 6

Sugestoes para trabalhos futuros

Para dar continuidade ao presente estudo, sugere-se:

Determinar outros parametros 6timos do processo de degradacao enzimaética
que nao foram considerados nesse estudo, como: temperatura, concentracao
de peroxido, mediador de elétrons e enzima. Desta forma, serao conhecidas
as melhores condicoes de operacao do processo, o que permitird economizar

tempo e recursos;

Aumentar a zona aerdbia do tratamento sequencial E-+B, de modo que possa
ser melhorada a remocao de nitrogénio amoniacal sem prejudicar a remocao
de corante RR239;

Aplicar novas configuracoes de tratamento, a partir de processos biologicos
e enziméaticos com reciclos ou processos complementares, que permitam

completa remogao de nitrogénio (nitrificagdo e desnitrificagdo combinadas);

Avaliar a toxicidade do efluente tratado, principalmente do tratamento
sequencial B+E que mostrou o melhor desempenho e verificar se ocorre reducao

ou aumento da toxicidade depois do tratamento proposto;

Identificar os metabélitos gerados apo6s cada etapa de tratamento, a fim
de determinar exatamente quais compostos inibem o desenvolvimento dos

microrganismos e o mecanismo reacional envolvido em cada processo.
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Apéndice A

Método Bradford para dosagem de

proteinas totais

Preparo das solucgoes

Solucdo de Azul Brilhante de Coomassie 100 mg/I.. Para o preparo de 1 L. deste

reagente, pesou-se 0,1 g do reagente Azul Brilhante de Coomassie G e dissolveu-se
em 50 mL de etanol 95% sob agitacao constante por 20 minutos. Apos este periodo,
adicionou-se 100 mL de acido ortofosférico 85%, mantendo sob agitagdo por cerca
de 1 hora para completa homogeneizacao. A seguir, a solucao foi transferida para
um baldo volumétrico de 1 L e completado o volume com &gua destilada. A solucao
foi armazenada na geladeira a 4°C em frasco ambar, ja que a mesma ¢ fotossensivel.
Sempre antes do uso, o reagente era filtrado.

Solu¢ao de Albumina de Soro Bovino (BSA) 0,1 g/L. Pesou-se 10 mg de BSA

e diluiu-se em Aagua Mili-Q. Completou-se o volume para 100 mL em balao

volumétrico. A cada dia de anélise, esta solucao era preparada.
Determinacgao da curva de calibragao

A curva padrao foi construida com valores de concentragcao conhecidos de 0,02,
0,04, 0,06, 0,08, 0,1 e 0,2 g/L de solugao BSA.

A leitura das amostras foi realizada em triplicata a 595 nm no espectrofotometro.
Com os resultados de absorbancia obtidos, foram calculados os valores da
concentracao de enzima utilizando a curva de calibracao.

As amostras foram preparadas misturando 1 mL da solucao Azul Brilhante de
Coomassie com 0,1 mL da solugao a ser analisada e empregando um tempo de reacao

de 10 min.
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Apéndice B

Determinacao da atividade especifica

da enzima

Preparo das solucgoes

Solucdo 0,2 mol/L de tampao fosfato de potassio pH 7. Pesou-se 34,84 g de

Fosfato de potassio dibasico (KoHPO,) e 27,22 g de Fosfato de potéassio monobasico
(KH,POy). Cada reagente dissolveu-se em 1000 mL de dgua Milli-Q.
Solucao 0,0017 mol/L de perdéxido de hidrogénio. Diluiu-se 1 mL de peroxido de

hidrogénio 30% em 100 mL de agua Milli-Q). Desta solucéo, retirou-se uma aliquota
de 1 mL e diluiu-se em 50 mL de 0,2 mol/L de tampao fosfato de potéssio pH 7.
Solucao 0,0025 mol/L de 4-aminoantipirina com 0,17 mol/L de fenol. Foi

preparada dissolvendo 810 mg de fenol em 40 mL de dgua Milli-Q. Depois foram

adicionados 25 mg de 4-aminoantipirina e avolumou-se para 50 mL com agua Milli-Q.

A mistura de reagdo continha 1,5 mL da solu¢do 0,0017 mol/I. de perdxido de
hidrogénio e 1,4 mL da solu¢ao 0,0025 mol/L de 4-aminoantipirina com 0,17 mol/L
de fenol. A mistura foi incubada em espectrofotometro em 510 nm a temperatura
ambiente, estabelecendo a taxa de branco. Apoés, foi adicionado 0,1 mL da amostra
e registrado o aumento da absorbancia por 5 min. A amostra foi diluida em agua
para obter uma taxa de 0,02 a 0,04 AA 510 nm/min. Isto possibilitou o calculo da
AA 510 nm/min da porc¢ao linear da curva, onde a atividade especifica (U/mg) é
dada pela Equacao [B.1

U AA 510 nm/min (B.1)

= mg proteina
mg 6, 58mL mistura de reagao

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford como
detalhado no Apéndice [A].
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Apéndice C

Determinacao da concentracao de
solidos (SAT, SAF e SAV)

Solidos Aderidos Totais (SAT)

10.

. Colocou-se 2 cadinhos limpos na mufla previamente aquecida a 560°C por 1h

e apos esse tempo, deixou-se esfriar no dessecador;
Pesou-se os cadinhos em balanga analitica (P0);

Colocou-se trés suportes recém-retirados do reator em cada cadinho;

. Levou-se os cadinhos a estufa previamente aquecida a 105°C por 24h e apos

esse tempo, deixou-se esfriar no dessecador;
Pesou-se os cadinhos em balanga analitica (P1);

Procedeu-se a remocao do biofilme macerando os suportes cuidadosamente
com uma pequena quantidade de dgua até completar 10 mL. Posteriormente,
foram colocados os suportes e a agua residual em um tubo tipo falcon. Em
seguida, os tubos foram levados a banho-maria por 30 min vorterizando-os
eventualmente. Depois, foram imersos no banho do aparelho de ultrassom por

mais 30 min;
Descartou-se o produto da extragao;

Colocou-se os suportes ap6s limpeza nos seus cadinhos correspondentes;

. Levou-se a estufa previamente aquecida a 105°C por 24h e apds esse tempo,

deixou-se esfriar no dessecador;

Pesou-se os cadinhos em balanga analitica (P2).
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Solidos Aderidos Fixos (SAF)

1. Colocou-se 2 cadinhos limpos na mufla previamente aquecida a 560°C por 1h

e apos esse tempo, deixou-se esfriar no dessecador;
. L. ’
2. Pesou-se os cadinhos em balanga analitica (P0');

3. Colocou-se o produto da extracao coletado depois da limpeza dos suportes
(item 7 de SAT), em cada cadinho;

4. Levou-se os cadinhos a estufa previamente aquecida a 105°C por 24h e apoés

esse tempo, deixou-se esfriar no dessecador;
. L. ’
5. Pesou-se os cadinhos em balanga analitica (P1);

6. Levou-se a mufla previamente aquecida a 560°C por 1lh e apos esse tempo,

deixou-se esfriar no dessecador;

7. Pesou-se os cadinhos em balanca analitica (P2').

Solidos Aderidos Volateis (SAV)

Os SAV foram determinados pela diferenca entre SAT e SAF, uma vez que a

concentragao desses solidos foi obtida.
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Apéndice D

Curva de calibracao para determinar

a concentracao de proteinas

0.6
0,5 1
0.4 -

Abs (595nm)
<
98]

0.2
y=3,2115x-0.,0273

0.1 R2=0.9947

0,0 T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Concentracao (g/L)

Figura D.1: Curva de calibragao utilizada para determinar a concentracao de
proteinas pelo Método de Bradford.
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Apéndice E

Curva utilizada para calcular a taxa

de reacao

Abs (510 nm)

y=0,0332x + 0,0061
R2=10,9995

Tempo (min)

Figura E.1: Curva utilizada para calcular a taxa de reacao durante a determinacao

da atividade especifica da enzima.
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Apéndice F

Curvas de calibracao do corante azo
CP6R usando E-MEBTI
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Figura F.1: Curvas de calibracao do corante CP6R para diferentes pH.
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Apéndice G

Curvas de calibracao do corante azo
RR239 usando E-MEBTI
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Figura G.1: Curvas de calibragao do corante RR239 para diferentes pH.
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Apéndice H

Curvas de calibracao do corante azo
RR239 usando E-HDR2800
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Figura H.1: Curvas de calibragao do corante RR2399 para pH 4 (a) e pH 7 (b).
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