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RESUMO

A expansdo do parque industrial téxtil no Brasil tem aumentado o consumo de azo
corantes reativos, utilizados no tingimento de algodao. Este aumento é devido a maior
producao deste, devido as condic¢des climaticas, que favorece o seu plantio.

Estudos que esclarecam a biodegradacédo de azo corantes reativos sao necessarios, a
fim de aprimorar os processos de tratamento de efluentes, que ndo tem sido efetivos
para a remogao destes corantes. O objetivo deste trabalho foi isolar microrganismos de
efluentes téxteis, capazes de descolorir e ou degradar os azocorantes reativos RB 220
e RR 198, bem como obter mais informacbes, para aprimorar 0s processos de
tratamentos existentes. Além disso, estudou—se a reducdo da demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), dos meios de cultivo contendo os corantes. Os microrganismos foram
isolados do efluente através da técnica de semeadura em superficie. Uma pré-selecao,
com 62 linhagens de bactérias foi realizada, através de crescimento visual, em meio
liquido e sélido, onde os corantes foram empregados como Unica fonte de carbono a
0,08%. Foram pré-selecionadas 17 linhagens, onde foi feito um estudo e, constatou-se
a necessidade da presenca de uma fonte extra de carbono para auxiliar a
descoloracdo. Trés linhagens foram selecionadas e testadas quanto a descoloracao e,
reducdo da DQO em meio liquido com agitacédo, variando-se o pH, concentragdo de
acucar e introduzindo acido félico. Cinco linhagens foram selecionadas, quanto a
capacidade de descoloragao e reducédo da DQO em condi¢gées microaerdbias variando-
se a concentracdo de glicose, extrato de levedura e acido félico. As andlises de
descoloracdo e ou degradacao foram realizadas por espectrofotometria. Confirmou-se
a degradacao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A descoloracdo e ou
degradacdo dos corantes ocorreu para todas as linhagens, variando a extensdo da
descoloracao. A reducao na DQO pelas bactérias apresentou valores altos, quando em
condi¢cdes aerdbias. Apds estudo as linhagens foram identificadas como sendo Bacillus

sp, Trichococcus sp e Enterobacter sp.
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ABSTRACT

The expansion of the industrial textile park in Brazil has increased the consumption of
azo-reactive dyes, used in the dying of cotton. This increase is due to the greater
production of cotton, owing to climatic conditions, which favour its growth.

Studies, which elucidate the biodegradation of reactive azo dyes, are necessary to
perfect effluent treatment processes, which have not been effective for the removal of
these dyes. The objective of this work was to isolate microorganisms from textile
effluents able to decolourise or degrade reactive azo dyes RB 220 or RR 198 or both,
and to obtain more information to improve existing treatment processes. In addition, the
reduction in the Chemical Oxygen Demand (COD), of the culture media containing dye
was also investigated. The microorganisms were isolated from the effluent using the
surface-seeding technique.

A pre-selection, with 62 bacterial strains, was undertaken, through visual growth, in
liquid and solid media, with dyes as the only carbon source (0.03%). Seventeen strains
were pre-selected and a study carried out, in which it was found that the presence of an
extra carbon source was needed to aid discoloration. Three strains were selected and
tested for their ability to discolour and reduce the COD, when grown in a liquid medium
with agitation, glucose and folic acid. Five strains were selected for their discoloration
capacity, reduction in COD in microaerobic conditions, varying the concentration of
glucose, yeast extract and folic acid vitamin. Either the discoloration or degradation
analyses or both were realised via absorbance and scanning spectrophotometry. The
degradation was confirmed by high-performance liquid chromatography. Some
discoloration occurred for all the strains. A greater reduction in the COD by the bacteria
was observed under aerobic conditions. The strains were identified as Bacillus sp,

Trichococcus sp and Enterobacter sp.
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1. INTRODUCAO

Uma das caracteristicas principais do ser humano é utilizar as forcas e os
materiais do meio ambiente em beneficio proprio. O enorme e rapido crescimento das
populagdes humanas em todo mundo levam a uma necessidade crescente de aumentar
esta producéo.

Devido a moda dos descartaveis e, a tendéncia de possuir sempre os modelos
mais modernos, dos diversos materiais oferecidos para uso, a chamada sociedade de
consumo, somados a necessidade de producao, faz com que as industrias se proliferem,
consumindo quantidades cada vez maiores de matérias primas, gerando poluicao e
outros inconvenientes para 0 meio ambiente.

O processo de industrializacao no Brasil teve seu inicio com a industria téxtil. Suas
raizes precedem a chegada e a ocupacgao do pais pelos portugueses, porém, os indios
que aqui habitavam, j& exerciam atividades artesanais, utilizando-se de técnicas
primitivas de entrelacamento manual de fibras vegetais e, produzindo telas grosseiras
para varias finalidades, inclusive para protec¢ao corporal.

Hoje, a industria téxtil pode ser considerada um dos setores mais importantes da
economia brasileira, com grande peso na balanca comercial. E formada por 30 mil
empresas que geram mais de 1,5 milhées de empregos diretos e, faz do Brasil o 7° maior
produtor téxtil mundial. Em 2003, este setor apresentou um faturamento de US$ 22,7
bilhdes de acordo com o Ministério do Desenvolvimento da Industria e Comércio Exterior
(MDIC).

Sabe-se, no entanto, que as industrias téxteis sdo geradoras de cargas poluentes,
que lancadas ao meio ambiente causam sérios problemas. Estas industrias sdo grandes
consumidoras de agua, utilizada como meio de transporte para os produtos quimicos do
processo téxtil, bem como para a remocao do excesso dos produtos indesejaveis para os
tecidos. Os despejos resultantes destes processos geram efluentes com compostos
organicos como amido, dextrinas, gomas, graxas, pectinas, acidos, sabdes, detergentes
e inorganicos como hidroxido de sodio, carbonato, sulfato e cloreto. Os corantes

sintéticos das secdes de tingimento e acabamento geram grandes problemas para o



gerenciamento de efluentes, pois mesmo em pequenas concentragdes causam coloragao
visivel inaceitavel para a populacao.

Os efeitos sobre o0s organismos vivos presentes no meio ambiente estdo
relacionados a toxicidade aguda ou crbnica, ligados a reproducdo e crescimento. Os
riscos para a saude humana variam com a forma e o tempo de exposi¢cao, bem como as
etapas de biotransformagé&o dos mesmos quando ingeridos.

A implementacao de leis e normas ambientais, cada vez mais restritivas e, a
criacdo de mercados cada vez mais competitivos, vem exigindo que as empresas sejam
mais eficientes, do ponto de vista produtivo e ambiental. Isto levaria a um aumento na
producgao industrial, aliado a um menor gasto de insumos e menor geracao de poluentes.
A partir deste conceito, varias técnicas de tratamento de efluentes para remocao da cor
tem sido empregados.

Os corantes ndao sao degradados pelos tratamentos convencionais de lodos
ativados e, necessitam de tratamento fisico-quimico para remover a cor do efluente.
Métodos como coagulacdo quimica, floculacdo e adsorcdo em carbono ativado sao
usados. Estes, apenas transferem o problema, devido a quantidade apreciavel de lodo
colorido gerado a ser disposto em aterros.

Através da biorremediacao, efluentes e residuos tratados com microrganismos,
aceleram o processo de degradacdo de compostos perigosos e substancias toxicas. A
digestdo anaerdbia de efluentes téxteis tem sido uma técnica promissora, segura
ambientalmente e de baixo custo. Algumas classes de corantes como 0s que apresentam
a funcéo azo, decompdem-se em condigdes anaerdbicas ou microaerdbias, eliminando a
cor do efluente. Os produtos da reducdo podem entédo ser tratados usando tratamentos
biolégicos, tornando seus produtos finais menos prejudiciais. Entre 0os microrganismos
ligados a biorremediacdo e descoloragdo de corantes estdo as culturas de bactérias
puras ou consorcios. Estas sdo capazes de realizar a clivagem redutiva nas ligacdes azo
deste tipo de composto, para a geracao de ATP com isso reduzindo a cor.

Nos ultimos anos, tem se investido o desenvolvimento de tecnologias capazes de
promover a degradagdo de corantes até sua mineralizagdo. A biotecnologia tem grande
potencial nestas aplicagdes ambientais, destacando-se como uma solugéo efetiva para a
remocao da cor em um curto periodo de tempo.



2. REVISAO DE LITERATURA

. Industria téxtil no Brasil e no mundo

O ramo téxtil € um dos setores de maior tradicdo dentro do segmento industrial.
Apresenta uma posicao de destaque na economia dos paises mais desenvolvidos e, é
o carro-chefe de muitos dos chamados paises emergentes, que devem a industria téxtil
um papel de destaque no comércio mundial. Utilizando-se como base os dados da
ITMF (International Textile Manufacturers Federation), entidade que congrega os
representantes dos principais paises produtores, e da OMC - Organizacdo Mundial do
Comércio, verifica-se que o mercado téxtil mundial vem registrando uma significativa
expansao, tanto no que se refere aos montantes produzidos, quanto ao comércio entre
os grandes paises produtores e consumidores. Este crescimento tem sido possibilitado
pela expansdo no numero de consumidores em todo o mundo, pelo aumento da renda
nos paises mais desenvolvidos e, pela abertura dos mercados ao comércio
internacional (TEXTILIA NET, 2004).

A industria téxtil pode ser considerada um dos setores mais importantes da
economia brasileira com grande peso na balanca comercial. E formada por 30 mil
empresas que geram mais de 1,5 milhdes de empregos diretos e, faz do Brasil, o 7°
maior produtor téxtil mundial. Em 2003 este setor apresentou um faturamento de US$
22,7 bilhdes, de acordo com o Ministério do Desenvolvimento da Industria e Comércio
Exterior (MDIC, 2003). Desempenham um papel de grande relevancia no processo de
desenvolvimento do pais, com um faturamento total equivalente a 4,4 % do PIB
brasileiro e emprega cerca de 1,9 % da populacao ativa. Certamente este € um setor de
grande importancia, proporcionando o crescimento da economia interna e, a busca de
novas tecnologias que contribuam para a economia do pais, com forte impacto social e
ambiental (CETESB, 2000).



2.2. O processo téxtil

A extrema diversidade de matérias primas e de processos de producao
empregados pela industria téxtil, causam dificuldades na caracterizagéo dos efluentes.
O processo industrial para o algodao, especificado abaixo, por ser bastante complexo

serve de base as demais industrias.

Matéria prima: O algodao é recebido em fardos que sofrem o processo de abertura e

mescla para a uniformizag¢do da qualidade.

Preparacéo e fiacdo: Limpeza e paralelizacao das fibras, o fio é produzido em filatérios
e enrolados em rolos ou cones.

Tingimento do fio: O fio é submetido a uma lavagem alcalina para a remocao de

gorduras do algodao e, em seguida, passa pelo processo de tingimento, este é o
primeiro local do processo onde encontramos efluentes.

Engomagem: Aplicagcdo de amido para atribuir ao fio resisténcia mecéanica na
tecelagem. A DBO (Demanda Quimica de Oxigénio) do processo € bastante elevada.
Tecelagem: Transformacao do fio em tela plana (pano), € um processo seco.
Chamuscagem e Desengomagem: O tecido é chamuscado ao contato com a chama

direta para a eliminagdo da pelucia. Em seguida, a goma de amido € retirada com
produtos quimicos e enzimas que provocam sua hidrélise.

Acabamento: No acabamento, o tecido passa por trés processos:

a- Pré-lavagem: onde ocorre realmente a desengomagem.

b- Cozimento: banho alcalino com detergentes para remogao dos 6leos orgéanicos do
algodéao.

c- Alvejamento: remocgao da cor natural do algodao com hipoclorito ou peréxido.
Mercerizacdo: O tecido acabado é submetido a um banho alcalino sob tensao, para as
fibras adquirirem resisténcia e brilho.

Estamparia/Tinturaria/Inspecao: Aplicagcdo de cor ou transferéncia de imagens para o

tecido através de corantes e pigmentos e, a inspegao antes de sair da industria
(BRAILE; CAVALCANTI, 1993).



2.3. A industria téxtil e o meio ambiente

A industria téxtil € poluidora e, os poluentes estdo presentes em altas
concentragdes, que associados a grandes vazdes, conferem ao efluente final uma
carga consideravel. A maior parte desta carga € constituida por impurezas inerentes a
matéria prima, como produtos para facilitar os processos de fiacdo e tecelagem e
corantes eliminados durante as diferentes etapas do acabamento. Dentre os poluentes,
existem aqueles que causam efeitos nocivos imediatos sobre o corpo receptor, como:
pH, DBO, temperatura, compostos soluveis em hexana e sélidos. Outros como DQO,
corantes e detergentes podem causar efeitos prejudiciais, dependendo do tempo de
exposicao e, das caracteristicas do corpo receptor. Além dos poluentes citados,
atencdo especial deve ser dirigida aos toxicos, cuja acdo é danosa a vida aquética,
interferindo diretamente no metabolismo, causando desequilibrios no ecossistema
como fendis, outros compostos organicos aromaticos, e metais pesados (CETESB,
2000).

Nos ultimos anos, a exportagdo de corantes no Brasil tem mostrado um aumento
anual de 40%. Devido as caracteristicas climéticas, o Brasil tem sua industria téxtil
predominantemente baseada em algoddao (70%), o que aumenta o consumo de
corantes reativos para o processo deste tecido (GUARATINI; ZANONI, 2000).

As industrias téxteis consomem aproximadamente 15% de agua, devolvendo-a,
depois do processo extremamente contaminada, pois jamais atingem 100% de
conversao da matéria prima em produto, e isto leva a formacao de aguas residuarias. A
agua é usada na industria téxtil como meio de transporte para os produtos quimicos do
processo, bem como para a remocdo do excesso destes produtos considerados
indesejaveis para o fio ou tecido. O tecido absorve, do banho de tingimento, de 50 a
70% das moléculas de corantes. A solucao residual do banho conserva de 20% a 40%
dos corantes apds os enxagles, os quais vao para a descarga dos efluentes
(TUNUSSI; SOBRINHO, 2003). Dentro do contexto de contaminagdo das aguas
naturais, o setor téxtil apresenta destaque, pois gera grandes volumes de efluentes, que
quando nao tratados corretamente causam sérios problemas de contaminagao

ambiental.



2.3.1. Caracteristicas do efluente téxtil e seus principais contaminantes

Os poluentes aparecem nas industrias téxteis em concentracdes elevadas que,
associados a grandes vazdes, conferem aos efluentes uma carga poluente

consideravel.

pH: Em torno de 12 quando chega a estacao de tratamento e deve ser controlado numa
faixa entre 5e 9.

Temperatura: Alcanga 60°C no inicio. O controle até 40C no maxi mo é necessario, pois
com alta temperatura a solubilidade do O, no efluente diminui. A elevagdo de
temperatura no corpo receptor, quando este recebe efluentes, ndo devera exceder a 3
°C (LEGISLAGCAO ESTADUAL, 1986).

DBO: Quantidade de O necessario a oxidagdo bioquimica dos compostos organicos
degradaveis existentes no efluente. Depende muito do processo produtivo, geralmente
€ elevada.

DQO: Medida da quantidade de agente oxidante quimico energético necessario para
oxidar a matéria organica de uma amostra expressa em unidades equivalentes de mg
de Oz por litro. As matérias organicas e inorganicas da amostra sdo oxidadas em meio
acido, por quantidades conhecidas de um agente oxidante forte. A quantidade da
matéria oxidada expressa como equivalente em oxigénio, é proporcional a quantidade
do agente oxidante consumido (ABNT-NBR 10357,1988).

Compostos organicos aromaticos: provém dos espessantes sintéticos e corantes.
(CETESB, 2000).

Cor: Nao se pode atribuir coloracao ao rio (ha padrdes estabelecidos para a qualidade).

Valores acima de 1 mg.L" sdo criticos segundo EDTA (Ecological and Toxicological
Association of Dyes and Organic Pigments Manufactures).

AOX: Produtos organicos halogenados. E uma medida para identificar e quantificar em
mg/L qualquer substancia organica que contenha um halogénio quimicamente ligado,
sendo que o fluor ainda ndo esta contido no grupo. A grande parte dos corantes
reativos contém grupos ciclicos halogenados.



Metais pesados: ions metalicos ligados a moléculas de corantes (Cu, Cr, Co e Ni).

Regulados por leis que fixam os limites de concentragcdo que nao devem ser
ultrapassados; Ex: Cu - 250 ppm, Cr - 100 ppm, Co - 500 ppm e Ni - 200 ppm (SALEM,
1995).

2.4. Processos de tratamento em efluentes téxteis

A implantacdo de uma estacdo de tratamento de esgotos tem por objetivo a
remocao dos principais poluentes presentes nas aguas residuarias, retornando-as ao
corpo d’agua sem alteracdo de sua qualidade. As aguas residuarias de uma cidade
compoem-se dos esgotos sanitarios e industriais, sendo que estes, em caso de geracao
de efluentes muito tdxicos, devem ser tratados nas préprias industrias (INFORME
INFRA-ESTRUTURA, 1997).

Os processos empregados para tratamentos de efluentes liquidos podem ser
classificados genericamente como: primarios ou mecanicos, secundarios ou biolégicos
e terciarios ou fisico-quimicos que sdao empregados na industria téxtil (Tabela 1). A
escolha do processo, ou sequéncia de processos, depende das caracteristicas do
efluente, qualidade requerida apds o tratamento, custo, disponibilidade de area e de
tecnologia adequada. Os efluentes gerados nos processos da industria téxtil
apresentam elevadas cargas organicas, para o qual se recomenda o processo biolégico
(UNEP, 1994).

O tratamento dos despejos das industrias téxteis devem considerar como
alternativas de redugéao: um menor consumo de agua e produtos, realizar modificacdes
no processo e, manter boa manutencdo. Devem ser cuidadosamente planejados,
devido as variagdes subitas de vazao e de produtos quimicos empregados no processo
(BRAILE; CAVALCANTI, 1993).



Tabela 1. Processos de tratamento de efluentes

Tratamento Tipo de processo Operacao Unitaria

Primario Fisico Equalizacado, Gradeamento,
Clarificagao/Sedimentagao
e Flotacéo.
Quimico Neutralizacao

Coagulagao/Precipitacao.

Secundéario Bioldgico Lodos ativados, Lagoas de

Estabilizacdo e  Filtros

Bioldgicos.
Fisico/Quimico Carvao ativado
Terciario Quimico Coagulacao/Precipitacao

Ozonizacgéao e Cloragao
Fisico Clarificacao (Carvao
ativado)’

Ultrafiltragéo.

Avancado Fisico Osmose Reversa

Fonte;UNEP-United Nations Enviroment Programme- Technical Report n.16 — “The Textile Industry

and Environment”,1994.

2.4.1. Tratamento de efluente primario

O tratamento primario é dividido em trés etapas, sendo elas, o gradeamento,
equalizagao e clarificagao.

O gradeamento tém como fungdo remover os soélidos grosseiros e em
suspenséo, evitando o entupimento de tubulagbes e bombas. A etapa de equalizacéo é
necessaria devido as grandes variagoes dos efluentes téxteis. Consiste em um tanque
onde o efluente bruto fica estacionado por um curto periodo de tempo. Na clarificacao

ou sedimentacao ocorre a remoc¢ao de solidos por gravidade, onde pode estar acoplada



a neutralizagédo, coagulagéo e precipitagcdo. Nessa operacao ocorre remogéo de 5 a 15
% da DBO e uma por¢ao consideravel de sélidos em suspenséo.

A coagulacdo quimica e a precipitagdo pode ser uma etapa do tratamento
primario ou terciario; trata-se da adicao de compostos quimicos como sulfato de
aluminio, soda ou sais de ferro, para a remogao de coldides e materiais organicos ou
inorganicos em suspensao. Corantes dispersos podem ser removidos por coagulacao
enquanto que os reativos ndo sdo afetados (PERES; ABRAHAO, 1995). No processo
de flotagdo ocorre a separagao de so6lidos em suspensao e de éleos e graxas, auxiliada
pela introducdo de finas bolhas de ar, onde os sélidos se fixam nas bolhas e flotam.
Esses sélidos sdo removidos por raspadores superficiais de lodo (NEOTEX, 1998).

2.4.2. Tratamento de efluente secundario

O tratamento de efluente secundério remove solidos em suspensdo, matéria
organica nao sedimentavel e, nutrientes como nitrogénio e fésforo. Ocorre através de
processos bioldgicos, onde a agdo de microrganismos pode ser feita por via aerdbia ou
anaerdbia. Apds essa fase, a remocdo da DBO deve alcancar 80% ou 60mg.L"
conforme o padrdo de langamento previsto na legislagcdo ambiental. Os mais utilizados
sdo os processos de lodos ativados, filtros bioldgicos e lagoas de estabilizagdo. O
sistema de lodo ativado é mecanizado e aer6bio, onde a remog¢ao da matéria organica
¢é feita pelas bactérias que crescem no tanque de aeragdo e formam uma biomassa a
ser sedimentada no decantador. O lodo do decantador é retornado, por bombeamento,
ao tanque de aeracgdo, para aumentar a eficiéncia do sistema. O oxigénio € fornecido
por aeradores mecanicos, tubulacbes de ar no fundo do tanque ou O liquido. No
tratamento por filiros biolégicos a estabilizacdo da matéria organica é realizada por
bactérias que crescem aderidas a um suporte de pedras ou materiais sintéticos. O
efluente é aplicado na superficie através de distribuidores rotativos, percola pelo tanque
e sai pelo fundo. A matéria orgéanica fica retida pelas bactérias do suporte, permitindo
uma eficiéncia na remogédo da DBO de 80 a 93% e, a eliminacdo de patégenos entre 60

e 90%, porém, ha a necessidade de tratamento do lodo gerado.



As lagoas de estabilizacdo exigem uma &rea extensa para a instalagdo, onde o
efluente sofre o processo aerobio, devido a existéncia de plantas verdes, que oxigenam
a agua. A remogao da DBO fica entre 70 e 90% e de coliformes de 90 a 99%. Sofre
variagbes das condigdes atmosféricas e produzem maus odores (INFORME INFRA-
ESTRUTURA, 1997).

Bioreatores anaerdbicos podem ser usados pelo menos parcialmente para
tratarem efluentes, fornecendo algumas vantagens significativas. A caracteristica mais
atrativa é a descoloracdo de muitos corantes. Este tipo de tratamento também produz
muito pouco volume de lodo quando comparado ao aerdbico, sendo que a aeracao nao
é necessaria, 0 que representa um processo com grande potencial econdmico (DELEE
et al.;1998).

2.4.3. Tratamento de efluentes terciario

Para os tratamentos terciarios e avancados utilizam-se métodos como
coagulagado quimica, ozonizagdo, cloracao, e osmose reversa. S4o empregados para a
remocao da cor dos efluentes do tratamento secundario, bem como a remocao de
sélidos em suspensdo e matéria organica residual (PERES; ABRAHAO, 1995). O
emprego do carvao ativado, juntamente com o processo de lodo ativado, sdo os mais
difundidos na &rea téxtil. As propriedades adsortivas do carvao dependem do tamanho
de seus poros e do tempo de contato para a obtencéo do equilibrio. Este é eficiente na
remocao de anilinas, nitrobenzenos, fenois volateis e corantes azbicos (SHEN; ZHAO,
1991). Nos tratamentos de osmose reversa utiliza-se uma forca mecénica elevada para
fazer o solvente, usualmente a agua, passar através de uma membrana, retendo os
componentes dissolvidos para concentrar os mesmos € purifica-los. A ultrafiliracao
utiliza pressdes menores e é similar a osmose reversa. A evaporacao consiste na
vaporacgao de liquidos de uma solugao ou lama para concentrar o substrato (NEOTEX,
1998). Outras técnicas envolvem oxidacdo quimica usando hipoclorito de sédio para
remocao da cor, entretanto, liberam grandes quantidades de aminas arométicas que
sao carcinogénicas ou outros compostos toxicos o que, conseqlientemente, agravam o

problema (PORTER, 1990). Em todos os exemplos citados tem sempre uma carga
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organica residual ndo removida e presenca de cor em quase todos os efluentes. Os
corantes ficam de forma soluvel nos efluentes e muitos se adsorvem no lodo gerado
nas mais variadas etapas do tratamento, sendo somente transferidos da fase liquida
para a sélida. Por esse motivo muitas vezes preconiza-se a aplicacdo de métodos
combinados (PERES; ABRAHAO, 1995).

2.5. Corantes téxteis e sua liberacao no ambiente

Os corantes geralmente apresentam um grupo cromoéforo que da cor ao
composto pela absorcdo de uma parte de energia radiante. Sao classificados de acordo
com sua estrutura quimica, (antraquinona, azo e etc) ou de acordo com o método pelo
qual ele é fixado a fibra téxtil natural ou sintética. De acordo com esta classificagao
podem ser reativos, diretos, azéicos, anibnicos (acidos e basicos) a cuba, de enxofre,
dispersivos, pré-metalizados e branqueadores (CIENCIA HOJE, 2001).

Os corantes reativos sao extensivamente usados nas industrias téxteis, por
possuirem uma ampla variedade de cores, alta solubilidade em agua, estabilidade, facil
aplicacdo, com um consumo minimo de energia (ASPLAND, 1997). Além do algodao
sdo usados para coloracdo de |a e fibras sintéticas, como as poliamidas (TAYLOR,
2000). O uso destes corantes estd aumentando e pode chegar a marca dos 50 % no
ano de 2004 (YOUNG; SPYROS, 2004). A molécula do corante reativo pode ser
definida pelos seguintes sistemas estruturais: sistema cromoférico, que é parte
responsavel pelo fendbmeno da cor; um grupo sulfonato, responsavel pela solubilidade e
carater aniénico do corante; e um grupo reativo, que pode formar ligagdes covalentes
com as fibras de celulose por reacdes de adicdo ou substituicdo nucleofilica
(ZOLLINGER, 1991). Estes grupos reativos sao capazes de formar ligagdes covalentes
com grupos hidroxila das fibras celulosicas, com grupos amino, hidroxila e tidis das
fibras protéicas e também com grupos amino das poliamidas.

Existem numerosos tipos de corantes reativos, porém os principais possuem a
funcéo azo e antraquinona como grupo cromoforo e, 0os grupos clorotriazina (Figura 1) e

sulfatoetilsulfonila (Figura 2) como grupo reativo. Neste tipo de corante, a reagao
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quimica se processa diretamente através da substituicdo do grupo nucleofilico pelo
grupo hidroxila da celulose (GUARATINI; ZANONI, 2000).

R N O- celulose
o

Celulose - OH N

/ f Ligacao no Tecido
R, ~ N \\(CI 2
N Z N OH-
Y \
R N OH
- o
N

Y Forma Hidroxi - OH
R2

Figura 1. Grupo reativo clorotriazina.

OH~
R-80;-CHy-CHy - 0SO3Na —> R-S0;- CH = CHy + NagS04

R-S807-CH = CHj + O - celulose 6;: R-S0;-CHy-CHy- O - celulose

Figura 2. Grupo reativo sulfatoetilsulfonila.

De acordo com a estrutura quimica, os corantes mais importantes possuem a
ligacdo azo como grupo cromoforo e sao caracterizados pela presenca de uma ou mais
ligagdes azo — N=N —; ligados a sistemas aromaticos (Figura 3), (MARMION, 1991).

Sao responsaveis por 65 % dos corantes usados em produtos téxteis, de
borracha, verniz, plastico e tinta de impressado. Eles também s&o usados na industria
alimenticia, farmacéutica, cervejaria e cosméticos (COLLIER; STORM;, BRONAUGH,
1993; DILLON; COMBES; BRONAUGH, 1994).

Os corantes azo incluem uma ampla classe de corantes comercialmente
produzidos e nao sao prontamente degradados pelos microrganismos (PASZCZYNSKI;
CRAWFORD, 1995).
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Figura 3. Estrutura quimica do corante azo vermelho reativo RR 198.

O corante vermelho reativo (Reactive Red 198) é bifuncional, possui um grupo
vinilsulfona ligado ao cromoéforo através do grupo clorotriazina que funciona como uma
ponte. A principal caracteristica de um corante bifuncional esta ligada a utilizacao de
baixas temperaturas no tingimento (60C), é estavel a hidrélise acida e sdo mais
eficientes quanto ao poder de fixacdo (ORCO, 2004). Estes corantes liberam cloro, que
pode contribuir com 1,3% em peso para o valor de AOX das aguas residuarias
(DYSTAR, 2002).

Outro corante muito utilizado na industria téxtil, o azul brilhante remazol
(Reactive Blue 220) tem como grupo cromoforo a ligagdo azo e o grupo vinilsulfona
(Figura 4) como reativo. Esses corantes possuem 4,0% de cobre de complexo metalico
(DYSTAR, 2002), com isso promovem a interacdo entre o metal e os grupamentos
funcionais, portadores de pares de elétrons livres, como os presentes nas fibras
protéicas. Sua desvantagem ecoldgica esta associada ao alto grau de cobre nas aguas
de rejeito (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Sendo sua concentracao limite, para ndo ocorrer inibicao da atividade biolégica, de 1,5
mg.L”" (NEOTEX, 1998), e, seu valor maximo admissivel pela legislacao federal de 1,0
mg.L" (RESOLUCAO CONAMA, 1986).
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Figura 4. Estrutura similar ao corante azul reativo RB 220.

Sob condicdes tipica de tingimento, pH = 10, temperatura = 60C e 60 a 100 g L ™
de sais, 20 - 50% destes corantes permanecem no banho na forma hidrolisada e nao
sao fixados a fibra, resultando em efluentes coloridos (LEWIS,1999).

Devido a sua proépria natureza, os corantes sao altamente detectaveis a olho nu,
sendo visiveis em alguns casos em concentragdes tio baixas como 1mg L ' causando
mudanca de coloragdo nos rios sendo facilmente detectada pelo publico e autoridades
controladoras (ZOLLINGER, 1991).

A toxicidade e carcinogenicidade de certos corantes azos em mamiferos
relacionam—-se com a formacdo de radicais livres e aminas aromaticas durante a
azoreducao (COLLIER; STORM; BRONAUGH, 1993).

2.5.1. Formagao de aminas aromaticas

Aminas aromaticas sdo compostos quimicos, que apresentam em sua estrutura
molecular, um ou mais anéis aromaticos, carregando um ou mais substituintes amino.
Pode ser uma simples anilina ou uma molécula mais complexa, com estrutura
heterociclica, ou aromaticos conjugados (Figura 5). A maior fonte de aminas no meio
ambiente inclui varias industrias do setor quimico, como as refinarias de 6leo, polimeros
sintéticos, corantes, farmacéuticas, pesticidas e explosivos (ENVIRONMENTAL
PROTETION AGENCY, 2004).
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Figura 5. Aminas aromaticas derivadas da degradagéo de corantes.

A primeira preocupagdo com a exposicdo humana a aminas aromaticas
carcinogénicas esta nas industrias de corantes, devido a possibilidade dos azocorantes
serem quebrados durante o uso de seus constituintes nessas aminas. Isto tem sido
demonstrado por uma variedade de condigbes ecoldgicas, incluindo as condi¢coes
encontradas no trato digestivo de mamiferos (CHUNG; CERNIGLIABE,1992). O
processo de reducdo dos azocorantes a aminas aromaticas é um dos modos de
degradacao. Outros sdo através da foto-degradacdo e biodegradacao por meio de
hidroxilacao, oxidacao e hidrdlise (PIELESZ, 1999). Devido a associagdo da toxicidade
do corante com seu carater hidrofébico, baixa toxicidade foi alcancada através da
introducdo de uma parte polar na estrutura do corante, resultando em alta solubilidade.
Para isso a sulfonagao tem sido amplamente utilizada. Entretanto estas caracteristicas
podem impedir sua remocao nas estagbes de tratamento através da adsorcdo na
biomassa microbiana (BENIGNI; PASSARINI, 2002).

Os azocorantes sdo conhecidos pela sua resisténcia a biodegradacdo em
condicdes aerdbias, com excecao de poucos corantes. A caracteristica recalcitrante dos
azocorantes é atribuido a presenca dos grupos sulfonados e das ligacées azo, ambos
considerados xenobioticos (RIEGER et al., 2002). As aminas aromaticas formadas em
condigdes anaerdbias podem ser posteriormente degradadas sobre condi¢cdes aerdbias
(O'NEILL et al., 2000). Mustafa e Sponza (2003) observaram a formacdo da amina
aromatica benzidina apo6s degradacdo anaerdbia do corante Preto Direto 38, por
linhagens de E. coli. As mesmas benzidinas ndo foram detectadas apds condicdes
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aerobias, indicando que foram degradadas sob estas condigdes. Ao mesmo tempo
microrganismos aerébios removeram uma quantidade significante de DBO e DQO do
efluente (YU et al., 2000).

2.6. Métodos de descoloracao utilizados

Os corantes reativos sao altamente soliveis em 4&gua e, ligam-se
covalentemente com os grupos OH da celulose do algodao e, com os grupos NH. das
fibras de 1a e poliamidas. Também reagem com os grupos OH da molécula de agua,
que nao se ligara a fibra, indo para o do efluente. Uma grande quantidade de NaCl e
Na.SO4 sdo adicionados nos processos de tingimento para facilitar a ligagdo na fibra
téxtil, contribuindo para um efluente com alta carga poluente (ZOLLINGER, 1991).

A coloracao da agua poluida com corantes pode ser reduzida, quando ocorre a
clivagem de ligagcbes — C = C—, — N = N — ou nos anéis aromaticos heterociclicos. A
absorcao da luz pela associagdo das moléculas muda do visivel para a regidao UV do
espectro eletromagnético (STRICKLAND; PERKINS, 1995).

Até o momento trés tipos de tratamento de efluentes para a remogao da cor sao
conhecidos: métodos fisicos, quimicos, e bioldgicos.

Os métodos fisicos de tratamento mais comuns incluem a precipitagdo (coagulagéo,
floculagéo, sedimentagao); adsorcao (carvao ativado, lodo bioldgico, silica gel); osmose
reversa (filtragao), (KURBUS; SLOKAR; LE MARECHAL, 2002). A adsor¢do em carvao
ativado € o mais comum para a remo¢ao de corantes, € mais efetivo para corantes
mordentes e corantes acidos e menos efetivo para corantes reativos, dispersos e
diretos. A remocao pode ser aumentada usando altas doses de carvao, porém, a cada
regeneragao, ocorre reducao na performance (RAGHAVACHARYA, 1997). Outros
materiais como lascas de madeira, misturas de cinza e carvao, silica gel, palha de arroz
e milho, também tem sido usados como adsorventes, sendo os dois Ultimos
economicamente atrativos pelo custo e por ndo necessitar de regeneracédo, podendo
ser usados posteriormente em fermentacdo semi-sélida, para producdo de proteina
enriquecida. A utilizagdo de tecnologias de membranas, como osmose reversa, tem se

tornado muito atrativo, pois possibilitam o reuso da agua no processo industrial,
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separando o corante do efluente. As membranas resistem a temperatura, compostos
quimicos e ataque microbiano. O residuo produzido, apls separacdo, apresenta
problemas de disposicéo e, o entupimento das membranas ainda é um fato critico
sendo, porém, um método adequado para efluentes com baixa concentracdo de
corantes (ROBINSON et al., 2001).

Os métodos quimicos incluem a oxidacao, reducao e troca de ions. Em métodos
quimicos o principal agente oxidante utilizado é o H>O,, porém, necessita ser ativado
com outros compostos como luz ultravioleta. Muitos métodos de descoloracao quimica
variam dependendo do modo como o H>O», é ativado (SLOKAR; MARECHAL, 1997). A
ozonizagdo € um processo oxidativo, no qual a forma triatdmica do oxigénio se
decompde rapidamente a oxigénio e espécies radiculares. O ozbénio € mais poderoso
quando comparado com o HxO2, permitindo sua reagdo com uma numerosa classe de
compostos. E capaz de degradar hidrocarbonetos clorados, fendis, pesticidas e
hidrocarbonetos aromaticos, mostrando uma preferéncia para as duplas ligacdes
presentes nos corantes, permitindo um efluente sem cor e com baixa DQO (XU;
LEBRUM, 1999). A vantagem da aplicacao desta técnica é que o 0zdnio é aplicado no
estado gasoso, ndo aumentando o volume de efluente e lodo, porém, tem um tempo de
vida curto de aproximadamente 20 minutos, podendo diminuir se corantes estéo
presentes. Tém sua estabilidade afetada pela presenca de sais, pH e temperatura
(SLOKAR; MARECHAL, 1997). A maior desvantagem na utilizacdo do oz6nio ainda é o
custo (XU; LEBRUM, 1999).

Os métodos bioldgicos envolvem tratamentos aerdbios e anaerdbios (VONCINA;
MARECHAL, 2003). Existem dois métodos diferentes de tratamentos biolégicos para a
remogao da cor de efluentes téxteis. O mais utilizado é o tratamento aerdbio por lodo
ativado, que consiste na agitacdo dos efluentes na presenga de microrganismos e ar,
durante o tempo necessario para metabolizar e flocular uma grande parte da matéria
organica. E utilizado com maior freqiiéncia para tratar compostos persistentes, pois, sdo
eficientes e operam em grande escala. O sistema apresenta uma eficiéncia
relativamente alta, permitindo a remoc¢do de aproximadamente 80% da carga de
poluentes, porém, o teor de compostos adsorvidos pelos microrganismos como, por

exemplo, corantes, sdo bastante elevados impedindo qualquer possibilidade de
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reaproveitamento. E bastante susceptivel a composicdo do efluente (cargas de
choque), além de produzir um grande volume de lodo colorido (BORSOI, 1997).

Azocorantes reativos ndo sao removidos pelo tratamento aerdbio e sao
problematicos nos efluentes téxteis. A clivagem redutiva anaerdbia dos corantes azo
tem-se mostrado adequada, a desvantagem deste processo tem sido a produgéo
incerta de intermediarios aromaticos carcinogénicos (BAUGHMAN; WEBER, 1994),
levando um grande numero de pesquisadores a estudar os compostos formados
durante a degradacao anaerobia.

Alternativas recentes para o tratamento de efluentes com compostos resistentes
a degradacao, referem-se ao uso de agentes quelantes naturais, produzidos por alguns
fungos e bactérias. Estes compostos, denominados sideréforos, apresentam uma alta
afinidade por metais, principalmente ferro, formando complexos de alta estabilidade. A
funcao biolégica dos sideroforos é sequestrar ferro em ambiente com deficiéncia deste
(MACHUCA; AOYAMA; DURAN, 1999). Sendo alguns corantes complexados com
metais, este também pode ser um método de remocao destes (OSES et al., 1998).

Para o tratamento de um dado efluente, muitas vezes, a solucéo é a utilizacao de
processos combinados para uma melhor eficiéncia do sistema. Estes métodos podem
ser utilizados de maneira complementar, de tal forma que possam suprir deficiéncias
apresentadas pelos processos quando aplicados isoladamente (KUNZ; ZAMORA,
2002). A combinacao de processos bioldgicos anaerdbio-aerdbios é Util, pois permitem
a efetiva descoloracao do efluente, quando azocorantes estiverem presentes (O’'NEILL
et al., 2000).

Um estudo realizado por Luangdilok e Panswad (2000), mostraram que a
remogdo da DQO, juntamente com 20 mg. L " de um corante diazo antraquinona, foi
efetivo usando um reator aerdbico-anaerébico. Um total de 90% de DQO e 45% de cor
foram removidos. Segundo Zaoyan (1992), 65% de remocgao de cor € 74% de reducao
de DQO em um sistema aerébio-anaerdbio de biodisco foi possivel. Este sistema foi
capaz de remover a cor em 8 horas e uma carga organica de 45 g DQO m?® por dia.
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2.7. Biodegradacao dos azocorantes por microrganismos

A descoloracao por tratamentos biolégicos tem motivado pesquisadores devido
ao grande numero de compostos capazes de serem degradados a baixo custo
operacional.

Os fungos de podriddo branca como Phanerochaete chrysosporium, sao
capazes de degradar a lignina, polimero estrutural da madeira e, outros compostos
complexos, como dioxinas, PCBs e outros organoclorados (CHAO; LEE, 1994). Kirby
(1999), mostrou que P. chrysosporium tem habilidade para descolorir efluentes téxteis
contendo corantes artificiais em até 99% em 7 dias. A utilizagdo de outros fungos como
Trametes versicolor e Pleorotus ostreatus também tem sido estudada para degradacao
de corantes (ABADULLA et al., 2000). Embora os fungos de podriddo branca
degradarem corantes em fermentagdes liquidas, a producdo de enzimas é incerta. A
utilizagdo destes fungos no meio ambiente natural é mais efetiva com fermentagéo
semi-sélida (ROBINSON et al., 2001). Alguns autores como Swamy e Ramsay (1999),
relataram a desvantagem de se utilizar fungos, pois, estes requerem baixos pHs para
uma atividade enzimatica 6tima e um longo tempo de retencdo hidraulica para a
completa descoloracao.

Culturas bacterianas, de uma ampla variedade de habitats, estdo sendo usadas
por pesquisadores para descolorir corantes. Consoércios microbianos podem realizar a
biodegradacdo com mais sucesso do que uma linhagem individual, porém, os
resultados ndo sao facilmente reproduzidos, dificultando uma interpretacado efetiva
destes. Por esta razédo, pesquisadores tem realizado trabalhos envolvendo uma anica
cultura bacteriana (CHANG; LIN, 2000).

Um mecanismo simples de remocgao da cor por células bacterianas é a adsorcao
do corante na biomassa (BRAS et al., 2001). Entretanto este mecanismo é similar a
muitos outros métodos fisicos para remogao da cor e nao é adequado para tratamentos
longos. Durante a adsorcdo o corante é concentrado na biomassa, que se torna
saturada com o tempo, necessitando de disposicdo adequada (SOUTHERN, 1995).

Os processos de biodegradacdao podem ser anaerdbios, aerébios ou envolver a
combinagcdo dos dois. Considerando a reagado entre célula bacteriana e azocorante,
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deve-se notar que ha diferengcas significantes entre a fisiologia e crescimento dos
microrganismos sobre essas duas condi¢cdes. Para bactérias aerébias é necessario
uma adaptagao para ocorrer processos redutivos significantes. Esta adaptacao envolve
um longo tempo de crescimento aerdbio em culturas continuas na presenga de um
composto azo simples. A bactéria sintetiza uma azoredutase especifica para estes
compostos, que sob condi¢cdes controladas, podem clivar o grupo azo na presencga de
oxigénio. A reducdo bacteriana sobre condi¢cdes anaerdbicas € inespecifica, com
relacdo aos compostos azo envolvidos, e este tem sido o tipo de remogao de cor mais
estudado para efluentes e, ainda nao esclarecido (STOLZ, 2001).

Segundo Carliell; Barclay e Buckley (1996), a biorremediagcdao anaerdbia permite
a descoloracao de azocorantes e outros corantes solUveis em agua. Esta descoloracao
envolve uma reagdo de oxido-reducdo. Azocorantes agem como oxidante para o FAD
reduzido. Para haver descoloracdo é necessaria uma fonte adicional de carbono. Este
carbono adicional pode ser convertido a metano e CO; liberando elétrons. Estes
caminham pela cadeia de transporte de elétrons e, neste caso, o aceptor final é o
azocorante reativo e ndo a molécula de O.. A reacdo dos elétrons com o corante
reduzem as ligacdes azo causando a descoloracao.

Gingell e Walker (1971), demonstraram que o0 baixo peso molecular de
mediadores redutores pode agir como transportadores de elétrons entre o azocorante e
o NADH dependente de azoredutase que pode estar situada na membrana externa.

Segundo Moutaouakkil et al. (2003), a biodegradacdo microbiana de
azocorantes, s6 é possivel, quando a ligacdo azo € quebrada. A clivagem redutiva
destas ligacbes é catalisada pela azoredutase, enzima chave na degradacdo destes
corantes. Esta enzima tem sido estudada como sendo induzida por uma flavoproteina,
que utiliza NADH e NADPH como doadores de elétrons para as ligagdes azo em
condi¢des microaerdbias.

Chang et al. (2001), determinou que ocorreu inibigdo enzimatica na redugao de
um azocorante por Pseudomonas luteola relacionado a azoredutase. A inibigdo foi
atribuida a competicéao pela utilizacdo do NADH na respiragao aerébia, a qual provoca a
transferéncia de elétrons do NADH para o O; para formar ATP. Nesta reacao o NADH

age como um doador de elétrons para a redugdo das ligagbes azo, o que leva a
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descoloracdo bacteriana destes corantes. O consumo de NADH pela fosforilagdo
oxidativa pode resultar em um efeito negativo sobre a descoloracao pela azoredutase.

Russ, Rau e Stolz (2000), sugeriram que as membranas bacterianas sao
barreiras eficientes para a passagem dos corantes azo sulfonados e, também, sao
raramente permeaveis para os cofatores FAD e, entretanto, limitam a transferéncia dos
elétrons das flavinas do citosol de células bacterianas ndo autoclavadas, para os
corantes azo sulfonados adsorvidos a membrana. Desta forma em células ativas com
membranas celulares intactas, outros sistemas enzimaticos e ou outros mediadores séo
possivelmente responsaveis pela reducdo dos azocorantes. Em bactérias que possuem
o sistema de transporte de elétrons em suas membranas como as aerdbias ou
anaerbbias facultativas, a transferéncia de elétrons para a cadeia respiratoria das
membranas celulares pelos transportadores, podem ser feitas diretamente. Se as
redutases forem intracelulares este processo pode estar envolvido com mediadores
diferentes dos cofatores FAD. Um pré-requisito para estes mediadores pode ser uma
alta facilidade de atravessar a membrana bacteriana quando comparadas aos
transportadores FAD.

Um mecanismo diferente para a reducdo dos compostos azo sulfonados que
também ndo requer o transporte dos corantes pela membrana foi sugerido por Rafii,
Franklin e Cerniglia (1990), que isolaram diferentes bactérias do intestino humano (ex.
Eubacterium sp, Clostridium sp, Butyrivibrio sp, e Bacteroides sp.), que descoloriram
azocorantes sulfonados durante o crescimento em meio sélido ou liquido, mostrando
que pelo menos uma parte da atividade da azoredutase foi extracelular, pois o
sobrenadante da cultura foi capaz de descolorir os corantes sobre condi¢coes
anaerobias.

Outra possibilidade para a reducdao extracelular de azocorantes por
microrganismos € a acdo de compostos organicos reduzidos (Fe?*, H»S) que sdo
formados como produtos finais de certas bactérias estritamente anaerdbias. Nestes
casos 0s mediadores podem ter uma importante funcdo (GLAUS et al., 1992).
Dependendo das condigcbes ambientais ou dos processos biotecnoldgicos, diferentes
reacOes catalisadas por bactérias podem executar a reducdo dos compostos azo
(RUSS; RAU; STOLZ, 2000).
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Em estudos de escala laboratorial a glicose tem sido usada para fornecer uma
fonte de carbono extra, esta adigcdo pode ser um fator limitante em pequena escala. A
degradacao anaerdbica de corantes téxteis alcanga somente a reducdo das ligacoes
azo sendo que a mineralizagdo nao ocorre. Para ocorrer um processo de descoloragao
eficiente e esclarecer o problema de instabilidade nesses processos, sdo necessarios
mais estudos para conhecer 0s mecanismos relacionados com azo redugédo
(NUTTAPUM et al., 2004).

2.8. Corantes e saude humana

Os riscos toxicolégicos dos corantes a saude humana estao intrinsicamente
relacionados ao modo e tempo de exposicao como: ingestdo oral, sensibilizacdo da
pele e vias respiratérias (CLARKE; STEINLE, 1995). Os corantes portadores de grupos
reativos, grupos cromoéforos diazo e sulfonados sdo configurados quimicamente para
agirem eficientemente com substancias que possuem grupos amina e hidroxila,
presentes nas fibras naturais, porém, presentes também em todos os organismos vivos
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

Alguns compostos nado incorporados totalmente ao tecido podem causar
dermatites, sobretudo em darea do corpo sujeitas a transpiracdo. Os problemas
respiratorios mais relatados sdo asma e rinite alérgica. Esses riscos, entretanto, séo
pequenos quando comparados a ingestao destes. Os riscos crénicos destes corantes
estéo relacionados as etapas de biotransformac¢do dos mesmos, referentes as rotas do
metabolismo destes nos organismos. Podem gerar substancias carcinogénicas e
mutagénicas como aminas aromaticas, toluidinas, benzidinas, radicais ativos entre
outros. Alguns corantes com alto poder de fixagdo, usados para tingir pecas de algodao
ou seda, podem ser nocivos aos seres vivos. Durante a etapa de tintura da fibra, alguns
corantes como os pré-metalizados, chegam a liberar substdncias toxicas e altas
concentragdes de metais pesados. Outros podem ser acumulados por plantas expostas
a efluentes da industria téxtil e conseqlentemente passar para a cadeia alimentar,

contaminando outros organismos (Ciéncia Hoje, 2003).
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Experimentos clinicos realizados no final do século XIX na Alemanha com um
corante industrial relataram que alguns empregados apresentaram cancer de bexiga
(SABBIONI; RICHETER, 1990). Em industrias onde os operarios ficaram expostos a
poeira de corantes foram detectados benzidina e seus metabdlitos na urina dos
trabalhadores. Inalagido de 2mg por m® durante 8 horas provoca a eliminagdo de 14 a
24 ppb destes compostos na urina. Segundo estimativas, uma eliminacao de 100 ppb
de benzidina e seus metabdlitos aumenta o risco deste tipo de cancer. Na inalagcao das
poeiras as particulas maiores que 7 ym sao depositadas nas narinas, garganta,
traquéia e broénquios, passando para o aparelho digestivo, as menores penetram nos
pulmdes. Entretanto, ha indicios justificados de suspeita de efeitos carcinogénicos
causados por determinados corantes azo, os quais podem ser metabolizados no
organismo em aminas aromaticas, comprovadamente cancerigenas (ALINKER, 1986).

2.9. Legislacao brasileira para coloracao das aguas
Divisdo das aguas doces conforme seu uso:

Classe Especial - aguas destinadas:
a) abastecimento doméstico sem prévia ou com simples desinfecgéao.

b) a preservacéo do equilibrio natural das comunidades aquaticas.

Classe | - aguas destinadas:
a) ao abastecimento doméstico apds tratamento simplificado;
b) a protecdo das comunidades aquaticas;
c) a recreacao de contato primario (natacao, esqui aquatico e mergulho);
d) a irrigacao de hortalicas que sao consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam
rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula;
e) a criacao natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a alimentacao
humana.

Nesta classe de aguas os corantes artificiais devem estar virtualmente ausentes e
com nivel de cor natural do corpo de 4gua em mg P/l
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Classe 2 - aguas destinadas:
a) ao abastecimento doméstico, apds tratamento convencional;
b) a protecdo das comunidades aquaticas;
Cc) a recreagao de contato primario (esqui aquatico, rotacao e mergulho);
d) a irrigacao de hortalicas e plantas frutiferas;
€) a criacao natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas a alimentacao
humana.

Em aguas de classe 2 nao sera permitida a presenca de corantes artificiais que
nao sejam removiveis por processo de coagulacdo, sedimentacdo e filtracao
convencionais. A cor no corpo d’agua nao deve ultrapassar 75mg Pt/I.

Classe 3 - aguas destinadas:
a) ao abastecimento doméstico, apds tratamento convencional;
b) a irrigacdo de culturas arbéreas, cerealiferas e forrageiras;
c) a dessedentacao de animais.

Em aguas de classe 3 ndo sera permitida a presenca de corantes artificiais que
nao sejam removiveis por processo de coagulacdo, sedimentacdo e filtracao
convencionais. A cor no corpo d’agua ndo deve ultrapassar 75mg Pt/

Classe 4 - aguas destinadas:
a) a navegacao;

b) a harmonia paisagistica;

C) aos usos menos exigentes.

Nesta classe de agua os corantes devem estar virtualmente ausentes.
Nao ha padrdes de coloracao para efluentes, apenas para os corpos receptores,

porém os efluentes ndo poderdo conferir ao corpo receptor caracteristicas em
desacordo com o seu enquadramento (RESOLUGAO CONAMA, 1986).
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3. OBJETIVOS

> Isolar microrganismos do efluente téxtil capazes de descolorir azocorantes;

> Verificar se as linhagens bacterianas selecionadas necessitam de uma fonte
extra de carbono para degradacao dos azocorantes;

> Determinar a capacidade destes microrganismos em degradarem os azocorantes
azul reativo 220 (RB 220) e vermelho reativo 198 (RR 198) sob condicbes aerbbias e
microaerdbias;

> Avaliar a capacidade de reducdo na DQO durante a degradacdo dos meios de
cultivo contendo azocorantes pelos microrganismos selecionados

> Avaliar o efeito da agitacdo na degradacado dos corantes apds crescimento em

microaerobiose;
> Propor uma identificacdo das melhores linhagens bacterianas utilizadas neste

trabalho para aplicacdo em processos de biodegradacdo de efluentes téxteis

contaminados com azocorantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sistematica e Fisiologia
Microbiana/Departamento de Ciéncia de Alimentos na Faculdade de Engenharia de
Alimentos/Unicamp na cidade de Campinas-SP.

4.2. Materiais

4.2.1. Pontos de amostragem da estacao de tratamento de efluentes

Ponto 1: Entrada bruta;

Ponto 2: Tanque de equalizagao;
Ponto 3: Tanque de aeracgéao;
Ponto 4: Recirculacao de lodo.

4.2.2. Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram isolados de amostras de
efluente, a partir de varios pontos (item 4.2.1) da estacdo de tratamento de uma

industria téxtil, localizada na cidade de ltatiba-SP, na regido de Campinas.

4.2.3. Corantes utilizados

Foram empregados os corantes sintéticos, Remazol Azul Brilhante BB 133% (C.I.
RB 220) e Remazol Vermelho RB (C.l. RR 198) ambos da Dystar. Estes foram cedidos
gentilmente pela industria téxtil em estudo na forma em que esta os adquire. A
concentragdo de corante empregada nos experimentos foi de 0,01%, (p/v) para meio
liquido e 0,03% (p/v) em meio sélido.
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4.2.4. Meios de cultura e solucdes utilizadas

4.2.4.1. Meio nutriente (Agar e Caldo)

4.2.4.2. Glicose, extrato de levedura, amido e solugao comercial de acido fdlico.
Glicose e amido foram utilizados como substrato para auxiliar na descoloracao
dos corantes e, o extrato de levedura e o acido félico, como fonte de vitaminas e

nitrogénio.

4.2.4.3. Composic¢ao da solugao de vitaminas de acido félico comercial

Solucao que contém acido folico, ambnia, metal alcalino e sais de metal alcalino
terroso que pode conter na mistura como estabilizador o acido dihidrofélico ou o acido
hidroxipolicarboxilico. Nesta condigdo de solubilidade pode ser estocado na presenca
de oxigénio por varias semanas sem ocorrer diminuicdo na sua bioatividade (BLUM,
1990). Esta vitamina foi utilizada nos testes de descoloragdo em substituicdo ao extrato

de levedura.

4.2.4.4. Meio minimo de sais minerais para bactérias (PELLIZARI,1995)

KoHPO4.o i 1,69
KH2PO4.o e 0,29
(NH4)2SO04. e 1,09
MgSO4. 7H20 ... 0,29
FeSO4. 7HoO.... e 0,01g

NN F= 1O 0,19
CaClo. 2HoO...oeeeeeeeeee e 0,02¢g
Agua destilada.............coveverreeeeenn. 1000 mL
PH final.....c e 7,0
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Este meio foi empregado como base para os testes de selecdo das bactérias em
meio liquido e soélido, acrescido de 2% de agar, juntamente com 0,03% (p/v) dos
corantes em estudo como Unica fonte de carbono. Também foi usado nos ensaios de
descoloracdo em meio liquido, acrescido de 0,5 % de glicose e 0,1 % de extrato de

levedura.

4.2.4.5. Meio de cultivo

Para o crescimento do indculo foram empregados meio minimo de sais minerais,
e extrato de levedura a 1% (p/v). Foi utilizado 3% de in6culo de um volume final de 30
mL.

4.2.4.6. Solugao tampao fosfato de potassio

Foi empregado tampao fosfato de potassio a 0,05 M nos ensaios em condi¢des

aerobias para manter o pH final do meio em torno de 6,8.

4.2.4.7. Solugao tampao fosfato de sddio

Foi empregado tampao fosfato de sédio a 0,075 M como composi¢cdo da fase

mével para CLAE.

4.2.4.8. Testes bioquimicos para identificacao de bactérias

- tioglicolato de sédio

- O/F Oxidacao e fermentacao para Gram+ e Gram -
- VP (Voges-Proskauer)

- VM (Vermelho de Metila)

- reducéo de nitrato a nitrito

- hidrélise da gelatina
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- hidrélise da esculina

- TSI (Triple Sugar Iron Agar)

- citrato Simmons

- teste de indol

- motilidade

- urease

- produgéao de 4cido a partir de: manose, manitol, ramnose, arabinose, sacarose,

glicose, xilose, e galactose.
4.2.4.9. Coloragdes utilizadas

- coloracao de Gram
- coloracéo de esporos

4.2.4.10. Reagentes utilizados:
Determinagao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO):
- HgSO4 (sulfato de mercurio)
- HoSO4 (4cido sulfarico concentrado) com AgSOq4 (sulfato de prata)

- K2CR20y7 (solucéo de Dicromato de Potassio 1,0 N)

Teste do KOH para confirmagéo do Gram:
- KOH a 3%.

Teste de catalase
- HzOz a 3%.

Teste de oxidase: reagente de Kovac’s
- solugdo 1% de Cloridrato de N,N,N,N-p-fenilenodiamina
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4.3. Métodos

4.3.1. Inéculo

Quando necessario, as culturas crescidas em meio agar nutriente inclinado e sob
refrigeracdo a 4<C, foram reativadas em agar nutrie nte, vertidos em placas de Petri.
Apoés 24 horas de crescimento em estufa BOD a 30C, foram transferidas para o meio
de sais minerais (item 4.2.4.4) contendo 1% de extrato de levedura em Erlenmeyer de
125 mL com 30 mL do meio, e incubadas em shaker a 150 rpm, por 24 horas a 30<T.
Apoés este tempo foi utilizado 3% de 30 ml como indculo em cada experimento.

4.3.2. Andlise da descoloracao por espectrofotometria

Inicialmente, observou-se a absorbancia maxima para cada corante, através da
obtencao do espectro de absorcao. Para tanto se tomou uma aliquota de 1 mL de cada
um dos corantes diluidos em agua Milli Q, na concentracao de 0,01% (p/v).

No final do periodo de sete dias de incubacdo, amostras em condicdes
(aerdbias, microaerdbias e microaerdbias seguidas de agitacdo), foram retiradas e, as
células bacterianas foram separadas por centrifugacdo a 20.000 g por 15 minutos a
4°C. Utilizou-se 1 ml do sobrenadante para andlise de descoloragdo em
espectrofotbmetro UV/VIS (2101 Shimadzu) através da diminuicdo da absorbancia
(ABS), no comprimento de onda especifico de cada corante (518 nm para Reactive Red
198 e 609 nm para o Reactive Blue 220) descritos na literatura e confirmados nos
testes preliminares de varredura. Amostras sem microrganismos no meio, e com a
presenca de corantes foram utilizados como controle abiético.

A porcentagem de descoloracdo ou degradacao sera dada através da seguinte

formula:

% descoloragdo = Abs da amostra X 100

Abs do controle
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4.3.3. Determinacao do potencial hidrogenioénico

Ap6s 30 dias de incubacdo, determinou-se o pH em meio liquido nas trés
condicdes descritas no item 4.4.5 e 4.4.6, para isto, empregaram-se tiras plasticas
indicadoras de pH de 0 — 14 (MERCK).

4.3.4. Andlise da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Para esta analise, 2,0 ml das amostras centrifugadas (20.000 g por 15 minutos a
4C) obtidas do meio cultivado com bactérias, foram colocadas em frascos apropriados
para analise, previamente adicionados de: 0,04 a 0,059 de HgSO4 (sulfato de mercurio),
2,5 ml de uma mistura de H2SO4 (acido sulfarico concentrado) com AgSOs (sulfato de
prata), 0,3 ml de H>O destilada e 0,5 ml de K.CR207 (solugdo de Dicromato de Potassio
1,0 N). Os reagentes foram adicionados na ordem descrita acima e homogeneizados. A
amostra foi adicionada por ultimo com o tubo inclinado a 45° Cada frasco foi colocado
em um reator durante 120 minutos ja pré-aquecido a 150°C. Passado este tempo, os
frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente durante 40 minutos, e as
amostras foram colocadas em frascos HACH (devidamente limpos). Para possibilitar a
leitura no aparelno DR 2010 da HACH, foram utilizados o programa 435 e o
comprimento de onda de 620 nm. O branco foi feito com a adicao de 2,0 ml de agua
destilada no lugar da amostra e, mais os reagentes para DQO (ABNT-NBR
10357,1988). Foi necessario diluir as amostras (1:10) para possibilitar a leitura. Os
valores de porcentagem de reducdao da DQO foram determinados através da
comparagdo dos resultados, entre o controle e as amostras através da seguinte

formula:

% reducao da DQO = (DQO amostra X 100 / DQO controle) - 100

31



4.3.5. Analise da curva de crescimento bacteriano

A curva de crescimento microbiana foi monitorada pelo aumento da biomassa da
cultura, por medida de densidade Optica em espectrofotdmetro UV/VIS (2101
Shimadzu). Aliquotas foram retiradas periodicamente até completarem 30 dias de
cultivo. As absorbancias das culturas foram medidas em um comprimento de onda de
600 nm.

Para este experimento utilizou-se como branco uma amostra livre de células de
cada cultura, para cada intervalo de tempo monitorado, para isto, as amostras foram
centrifugadas (20.000 g por 15 minutos a 4°C) e o espectrofotdbmetro zerado com o
sobrenadante livre de in6culo (MORETT]I, 2002).

4.3.6. Andlise de adsorcao dos corantes

Para analise de adsorcao dos corantes, células bacterianas crescidas no meio
descrito no item 4.3.1 foram autoclavadas (121C por 15 minutos) e, centrifugadas a
20.000 g por 15 minutos a 4C. O sobrenadante foi d esprezado e, as células mortas

foram resuspendidas em agua e utilizadas como in6culo.

4.3.7. Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os melhores resultados verificados através da descoloragcdo em
espectrofotdbmetro item 4.3.2 e redugdo da DQO item 4.3.4 pelas linhagens
selecionadas, foram analisados por CLAE.

A verificagdo da degradacao dos corantes por CLAE foi realizada através da
comparacao dos cromatogramas das amostras com o controle livre de inéculo.

Para separacao isocratica dos corantes foi utilizada como fase moével metanol:
tampao Na,POs — NaHPOg, (1:4 v/v) com pH final de 6,7 a 0,075 M. A fase mdével foi
previamente filtrada em membrana Millipore e utilizaram-se diferentes comprimentos de

onda para a deteccao.
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Estudos preliminares foram feitos variando—se a fase mdvel, vazdo e
comprimento de onda, visando melhor resolugdo dos picos e separagao corantes. Para
o corante RB 220 foram utilizados dois comprimentos de onda, 350 nm e 254 nm. Para
o RR 198, o melhor comprimento de onda foi de 272nm.

A extensdo da degradacdo, bem como mudangas ocorridas nos picos dos
cromatogramas, foram avaliadas no 7° dia de incuba¢do microaerdbia e no 7° dia de
incubacgao aerdbia.

A extracao e limpeza das amostras foram feitas por centrifugacao a 20.000 g por
15 minutos a 4°C. Estas foram filtradas em membrana Millipore 0,22 um e injetadas em
cromatégrafo Shimadzu, equipado com um detector UV e uma coluna de fase reversa
C 18 (4,6 x 150 mm), com fluxo de 0,6 mL/min (ZGHAL et al., 1995). Devido a uma
melhor separacdo do corante azul para o comprimento de onda de 254 nm, a vazao
nesta condicao foi de 1,0 mL.min"".

A confirmacao do tempo de retengédo de cada corante foi feita através da injecao

de padrées dos corantes (100 mg.L™" em agua Milli Q) e do controle livre do inéculo.

4.4. Experimentos
4.4 1. Isolamento dos microrganismos

Foram isoladas linhagens bacterianas, coletadas de diferentes pontos (P1, P2, Ps,
P4) do processo biolégico de lodos ativados (ETE) de uma industria téxtil na cidade de
Itatiba-SP (Figura 6).

P1. Entrada bruta da ETE, sem equalizacdo com temperatura até 60°C e pH entre 9 e
12;

P.. Entrada equalizada, com temperatura corrigida para um maximo de 40°C;

Ps. Tanque de aeragéo, efluente com pH corrigido para 7,0, temperatura de 36°C e Oz a
3mg. L";

P4. Recirculagéo, local onde o lodo do decantador retorna ao tanque de aeragéo.
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Estacao de tratamento de efluentes da industria téxtil em estudo

Py

Tanque de aeracao

A
> P,

A

, | Decantad
P

Figura 6. Fluxograma simplificado da estacdo de tratamento de efluentes da industria

téxtil em estudo, localizada em ltatiba -SP

As amostras foram coletadas em frascos plasticos estéreis e acondicionadas em
gelo. No laboratério os microrganismos presentes nas amostras foram isolados por
plaqueamento em superficie e, sofreram as seguintes diluicdes: 10", 102, 103,10 10°
e 10® conforme ilustrado na Figura 7. Aliquotas de 0,1 ml das diluicdes, foram
esgotadas em Placas de Petri na superficie do meio de cultura Agar Nutriente e, foram
incubadas sob condigdes de crescimento de 30°C por periodos de 1 a 3 dias. Foi
adicionada nistatina (anti fungico) ao meio. As colbnias foram isoladas de acordo com
suas caracteristicas morfolégicas, onde as semelhantes presentes na mesma placa
foram desprezadas. As bactérias isoladas foram posteriormente repicadas, para
manutengao destas, em tubos de ensaio inclinados contendo meio agar nutriente, e

mantidas sob refrigeragéo a 4°C.
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1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

10! 102 107 10 107 10°¢

Amostra de efluente ; .
Método de superficie

Incubacio a 30°C

Figura 7. Metodologia de isolamento dos microrganismos a partir do efluente industrial.
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4.4.2. Pré-selecdo dos microrganismos

A pré-selecdo dos microrganismos isolados foi realizada através do crescimento
visual destes em meio de sais minerais (item 4.2.4.4) contendo azocorantes, como
unica fonte de carbono. O meio foi preparado e esterilizado a 121<C por 15 minutos e,
colocado em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 30 ml do meio liquido, ou vertidos em
placas de Petri, contendo 20 mL do meio adicionado de agar a 2%. Os azocorantes
estudados foram acrescidos ao meio na concentracao de 0,03% (p/v) e analisados sob
duas condicoes de pH e temperatura (30 °C e pH 7) e (45C e pH 9), o pH foi ajustado
para 9 com adicdo de NaOH. Foi utilizada agitacdo (150rpm) em shaker, para o
experimento em meio liquido e, cultivo estatico, em estufa BOD, para os
microrganismos em meio sélido. Ambos foram incubados por um periodo de sete dias
nas condi¢Oes descritas acima.

Os microrganismos foram inoculados através de uma alca de platina para os
meios de cultivo. O crescimento foi observado em meio liquido pela turbidez do meio de
cultura e em meio solido pelo tamanho e quantidade de colénias formadas. O
crescimento foi observado da seguinte maneira; segundo ASTM (1990) e PAVARINA
(2002).

+ = pouco crescimento; pouca turvacdo em meio liquido e pouco crescimento de
coldnias;

++ = moderado crescimento; turvagdo em meio liquido e crescimento de coldnias;

+++ = Otimo crescimento; boa turvagcdo em meio liquido e bastante crescimento de
coldnias;

O controle abiético foi feito utilizando-se Erlenmeyers e placas de Petri, contendo
0 meio minimo de sais minerais com 0,03% dos corantes individualmente, sem indculo,

nas mesmas condi¢des de cultivo.

4.4 3. Selecao de um substrato como fonte de carbono

A fim de se verificar a necessidade de um indutor para degradacao dos corantes,
foram utilizados dois diferentes substratos. Glicose e o amido a 0,5% (p/v), foram
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suplementados individualmente, ao meio minimo de sais descrito no item 4.2.4.4, com
os corantes separadamente a 0,01% (p/v), sendo o pH final do meio 7,0. Os
Erlenmeyers foram incubados sob agitagdo, a 150 rpm na temperatura de 30°C por 7
dias e o crescimento visual e a descoloracdo dos corantes foram avaliados
individualmente. A escolha do melhor substrato foi realizada em espectrofotdmetro
UV/VIS (2101 Shimadzu), conforme descrito no item 4.3.2. O substrato escolhido para
integrar o meio de descoloracdo foi adicionado de 0,1% (p/v) de extrato de levedura

como fonte de vitaminas e nitrogénio para os testes subseqientes.

4.4.4. Selegao de microrganismos em condigdes aerdbias e microaerdbias

A selecao foi realizada através do crescimento e capacidade de descoloracao
dos microrganismos pré-selecionados, em meio liquido contendo sais minerais (item
4.2.4.4), 0,5% (p/v) do substrato selecionado no item anterior, extrato de levedura a
0,1% e os azocorantes na concentracdo de 0,01% (p/v). A mistura foi autoclavada a
121<C, durante 15 minutos. Em condi¢des aerbbias, a s bactérias foram inoculadas em
Erlenmeyers de 125ml, contendo 30 ml do meio. O crescimento destas linhagens foi
realizado sob agitagcéo, (150 rpm) a 30°C por sete dias. Sob condi¢ées microaerdbias
as linhagens foram cultivadas no mesmo meio, em tubos com capacidade de 50 ml,
contendo 30 ml do meio, e incubadas em jarras herméticamente fechadas contendo
unidades de Anaerobac (Probac), para manter a concentracdo de oxigénio na
atmosfera reduzida a 1% resultando em niveis de di6xido de carbono entre 9 e 13 %.
As amostras foram incubadas a 30°C por 7dias. A selecdo foi feita em
espectrofotébmetro UV/VIS através da diminuicdo da absorbancia no comprimento de
onda especifico para cada corante (item 4.3.2). A andlise de pH foi realizada conforme
descrito no item 4.3.3.

Observacoes diarias foram feitas para detectar o inicio da descoloracdo até o
final do periodo de incubacao.
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4.4.5. Crescimento das linhagens sob condigdes aerdbias em diferentes meios de

cultivo

As linhagens selecionadas sob condi¢cdes aerdbias foram cultivadas em meio

conforme descrito no item 4.4.4, em 3 experimentos distintos:

1. sem adi¢do de tampao ao meio

2. com adicao de tampao fosfato de potassio a 0,05 M com pH final 6,8

3. com adigao de vitamina soltvel de &cido folico a 0,25% (v/v) em substituicao a 0,1%
de extrato de levedura.

Os frascos foram incubados sob agitacdo a 150 rpm, na temperatura de
crescimento de 30T por 30 dias.

Apos incubacdo foram realizadas andlises espectrofotométricas (item 4.3.2),
reducao da DQO (item 4.3.4), andlise de pH (item 4.3.3) e curva de crescimento (item
4.3.5). Na condicdo que permitiu obter melhor resultado na descoloracdo, foi feita a
varredura para verificar a ocorréncia de mudancas no espectro de absorcdo dos
corantes.

O controle abidtico foi realizado utilizando—se Erlenmeyers com 0os mesmos
meios utilizados nestes experimentos, sem indculo, nas mesmas condigdes de cultivo
das amostras.

Para avaliar se ocorreu adsorcdo dos corantes as células bacterianas, foi
realizada analise de adsorcao (item 4.3.6), incubadas nas mesmas condicdes descritas
neste item. Com isso pode-se verificar se o corante foi degradado pela bactéria ou
apenas adsorvido pela mesma.

4.4.6. Crescimento das linhagens sob condi¢gdes microaerdbias em diferentes meios de

cultivo

As linhagens selecionadas sob condigbes microaerobias foram cultivadas em

meio descrito no item 4.4.4 em 2 experimentos distintos:
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1. andlise da influéncia da glicose (na concentragao de 0,1% p/v) e auséncia do extrato
de levedura

2. analise da influéncia da adi¢ao de acido fdlico (0,25% v/v), glicose (na concentragao
0,5% (p/v)) e auséncia do extrato de levedura.

As condicbes em que se desenvolveram estas analises foram de incubacao
microaerobia em jarras herméticamente fechadas contendo unidades de Anaerobac
(Probac), em estufa BOD por sete dias a 30°C. Apéds incubacdo foram realizadas
analises espectrofotométricas (item 4.3.2) e reducao da DQO (item 4.3.4).

4.4.7. Efeito da agitacdo nas linhagens inoculadas em condi¢ées microaerdbias

As linhagens bacterianas selecionadas para descoloracdo dos corantes em
condi¢des microaerdbias, no final do 7°dia de incu bagao, foram agitadas durante mais
sete dias para estudo da reducdo da DQO (item 4.3.4). Amostras foram retiradas
diariamente para se obter um grafico de reducdo da DQO. A absorbancia no
comprimento de onda de cada corante e, 0s espectros de absor¢do de 200 a 700 nm,
em condicbes microaerébias seguidas de agitacdo, também foram analisados para
observar se houve variagbes no espectro de cada amostra (item 4.3.2). As amostras
que apresentaram os melhores resultados foram também analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (item 4.3.7).

O controle da adsorcao do corante na massa celular bacteriana foi feito através
de células autoclavadas de cada linhagem, como descrito no item 4.3.6. O meio de

descoloracao foi 0 mesmo descrito no item 4.4.4.

4.4.8. Identificagcéo das linhagens selecionadas

As melhores linhagens isoladas e selecionadas no estudo, com capacidade de
descoloracao/degradacdo dos corantes e reducdo da DQO, foram identificadas de
acordo com a caracterizacdo morfoldégica (cocos e bacilos), coloracdo diferencial
(Gram-positivas e Gram-negativas), coloracdo de esporos (esporulado ou néo
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esporulado) e testes bioquimicos de acordo com Bergey’s Manual. A série bioquimica
foi efetuada, utilizando-se os seguintes testes: utilizacdo do citrato; hidrélise da
esculina; hidrolise da gelatina; TSI fermentacdo de agucares (glicose, lactose e
sacarose); producao de gas; producdo de HoS (sulfeto de hidrogénio); reducdo do
nitrato; Teste do KOH; utilizacdo das enzimas catalase e citocromo oxidase; teste de
Vermelho de Metila / Voges-Proskauer; producéo de Indol; requerimento de oxigénio
através do meio com tioglicolato; teste de motilidade; teste de O/F (Oxidagédo e
Fermentacao da glicose) e utilizagdo dos seguintes carboidratos: D-manose, D-manitol,
ramnose, arabinose, sacarose, glicose, D-xilose e D-galactose conforme descrito no
manual de Bergey’s (1974) e Mac Faddin (1980).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento dos microrganismos

Foram isoladas 62 microrganismos, com maior predominio de bactérias sendo
bastonetes Gram positivos, (Tabela 1, apéndice) dos quatro diferentes pontos (P1, P2,
P3 e P4) de amostragem da estacao de tratamento de efluentes, da industria téxtil em
estudo. De acordo com os resultados uma menor quantidade de microrganismos foi
isolada do ponto 1 (entrada bruta da estacdo de tratamento de efluentes), onde ainda
nao ocorreu a corre¢cao do pH, que gira em torno de 9 e da temperatura, em torno de
60<C, podendo ser encontrados apenas microrganismos resistentes a estas condicoes.

5.2. Pré-selecao dos microrganismos

Dos 62 microrganismos isolados 17 bactérias foram pré-selecionadas, e
denominadas de: VN-3, 7, 8, 9,11, 12, 26, 29, 31, 35, 39, 41, 44, 45, 46, 50, e 62. A
capacidade de crescimento destas linhagens em meio liquido e sélido, contendo
azocorantes como unica fonte de carbono, foi analisada. O teste foi realizado sob duas
condi¢des de incubacao, pH 7,0 e temperatura de 30°C, e pH 9,0 a 40<C. Considerando
o crescimento de cada bactéria, por andlise visual, estas foram classificadas de acordo
com seu crescimento em: + = pouco crescimento, ++ = moderado crescimento € +++ =
6timo crescimento como indicado na Tabela 2.

As demais linhagens isoladas ndo apresentaram crescimento satisfatorio nestas
condicbes, ou levaram mais de sete dias para iniciar o crescimento na presenca dos

corantes.
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Tabela 2: Crescimento visual das 17 linhagens selecionadas em meio minimo de sais

minerais contendo azocorantes como unica fonte de carbono em meio liquido e sdélido.

Meio liquido Meio sdlido
pH7,0 e 30C pH 9,0 e 40C pH7,0 e 30C pH9,0e 40C
bactérias RR 198 RB220 RR198 RB220 RR198 RB 220 RR 198 RB 220

VN-3 +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
VN-7 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
VN-8 +++ +++ ++ ++ +++ +4++ ++ ++
VN-9 + ++ + + +++ +++ ++ ++
VN-11 ++ ++ ++ ++ +++ +++ + +
VN-12 ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
VN-26 ++ + + + + + + +
VN-29 + + + + +++ +++ +++ +++
VN-31 ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++
VN-35 ++ ++ + + ++ ++ + +
VN-39 +++ +++ + + +++ +++ + +
VN-41 ++ ++ + + + + ++ ++
VN-44 ++ ++ + + + + ++ ++
VN-45 ++ ++ + + ++ ++ + +
VN-46 +++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ ++
VN-50 ++ ++ + + +++ +++ ++ ++
VN-62 ++ ++ + + ++ ++ ++ ++

Os melhores resultados foram obtidos com crescimento das linhagens em meio
sélido. Isto pode ter ocorrido devido a presenca do &gar, e das condicbes de
oxigenagao do meio, no qual a incubagéo foi estatica.

As mudangas constantes de pH e temperatura que ocorrem na estacdo de
tratamento de efluentes, devido a complexidade do processo produtivo, bem como a
presenca de corantes em meio liquido (efluente) e sélido (lodo) foi o motivo da escolha
destes parametros para pré-selecao.

Com relagdo a descoloragdo dos meios contendo os corantes, nenhuma das
linhagens descoloriram aparentemente. Nigam et al. (1996) também nao observaram
descoloracao de azocorantes reativos em condigdes aerdbias utilizando agitacdo a 200
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rpm ou em placas incubadas estaticamente, porém cinco de suas linhagens bacterianas

isoladas foram capazes de crescer em meio mineral contendo os corantes.

5.3. Selecao do substrato como fonte de carbono

Apds os resultados obtidos no item 5.2, onde ndo ocorreu descoloragcao nas
amostras contendo corantes e sais minerais, foi avaliada a necessidade da presenca de
um substrato como um indutor para ocorrer a descoloragao ou degradacao.

Glicose e amido foram adicionados isoladamente na concentragao de 0,5% (p/v),
ao meio de sais minerais, como substratos necessarios para 0 crescimento e
descoloracao.

Todas as linhagens cresceram satisfatériamente, porém, com a glicose, o
crescimento foi visualmente maior.

A porcentagem de remogéao da cor do meio para o corante RR 198 foi melhor na
presenca de amido como substrato para as linhagens VN-3, 8, 9, 12, 26, 29, 35, 39, 41,
50 e 62, porém, este deixou 0 meio turvo apds sete dias de experimento e, com muitos
sélidos suspensos. Na presenca de glicose as linhagens VN-7, 11, 31, 44, 45 e 46
apresentaram bons resultados em meio contendo corante RR 198, com uma

porcentagem de redugao de cor préximo ao substrato amido (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Porcentagem de descoloracao dos corantes na presenca de glicose como
substrato pelas linhagens pré-selecionadas.

Linhagens RR 198 RB 220
Y%reducao Y%redugao

VN-3 5,73 35,33

VN-7 73,07 76,51

VN-8 36,90 55,68

VN-9 0,37 4,052
VN-11 61,16 41,65
VN-12 71,94 78,73
VN-26 20,27 35,16
VN-29 74,63 87,58
VN-31 34,66 93,63
VN-35 0,76 94,46
VN-39 61,97 94,81
VN-41 69,27 70,10
VN-44 34,95 81,13
VN-45 73,62 39,34
VN-46 77,30 73,37
VN-50 19,92 59,65
VN-62 5,71 77,55

44



Tabela 4. Porcentagem de descoloragdo dos corantes na presenca de amido como
substrato pelas linhagens pré-selecionadas.

Linhagens RR 198 RB 220
Y%redugao %redugao

VN-3 25,55 7,96
VN-7 29,29 69,58
VN-8 47,66 11,72
VN-9 16,83 4,586
VN-11 74,11 69,72
VN-12 77,70 75,20
VN-26 75,88 44,20
VN-29 78,74 73,10
VN-31 23,07 18,37
VN-35 24,25 1,37
VN-39 77,22 73,31
VN-41 81,74 51,34
VN-44 21,61 39,03
VN-45 68,22 71

VN-46 12,32 53,10
VN-50 46,22 6,41

VN-62 74,27 31,96

Na presenca de glicose foi observada 6tima remocao da cor em meio contendo
corante RB 220 (Figura 8), sendo que sob a mesma condi¢cdo na preseng¢a de amido o
resultado foi insatisfatorio, onde somente trés linhagens VN-11, 26 e 45 apresentaram

remocgao da cor significativa na presenca deste substrato (Figura 9).
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Figura 8. Porcentagem de descoloragao dos corantes pelas linhagens pré-selecionadas

na presenca de glicose como substrato
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Figura 9. Porcentagem de descoloragao dos corantes pelas linhagens pré-selecionadas

na presenca de amido como substrato
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A escolha do amido como substrato, para compor o meio deste estudo, pode ser
justificada pelo uso deste composto em larga escala nas industrias téxteis. Ele é usado
para atribuir resisténcia aos fios durante o processo de engomagem, quando estes séo
transformados em tecido plano nos teares, sendo gerador de uma grande quantidade
de DBO e soélidos suspensos.

A glicose tem sido utilizada amplamente em varios experimentos como um
indutor para descoloracdo de corantes, Padmavathy et al. (2003), observaram
descoloracao 91-94% para o corante RR 198 e reducao de 95% da DQO com este
substrato. Quando utilizou o amido, a eficiéncia na remogado da cor para 0 mesmo
corante foi de 75-95% e 79% de reducdo de DQO, encontrando, porém, nestes dois
substratos, valores muito proximos. Nigam et al. (1996), observaram em seus
experimentos que o meio suplementado com glicose e lactose apresentou melhores
resultados na remogao da cor de varios corantes reativos. Donlon et al. (1997),
obtiveram 82% de descoloragdo com a glicose e apenas 52% com o0 amido.
Considerando estes resultados, o substrato escolhido para compor o meio de cultura foi
a glicose.

A remocgao da cor do meio com estes dois substratos pode ter ocorrido pelo
mecanismo de adsorg¢ao, pois as células bacterianas ficaram intensamente coloridas no
final da incubagéo. De acordo com Knapp e Newby (1995), Sani e Banerjee (1999), a
descoloracdo de corantes por bactérias pode ser devido a adsorcdo nas células
microbianas ou a biodegradacdo. A adsor¢cao do corante pode ser facilmente verificada
através da observacdo das células bacterianas que se apresentam intensamente
coloridas. Luangdilok e Panswad (2000), obtiveram como resultado de seus
experimentos, a adsorcdo de um corante reativo sobre a massa bacteriana. Pagga e
Brown (1986), estudaram a degradacao de diferentes corantes e relataram que houve
descoloracao aerobia, porém esta ocorreu parcialmente por mecanismos de adsorgao.
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5.4. Selecao dos microrganismos sob condicoes aerdbias e microaerdbias

No experimento para a escolha de um substrato para integrar o meio de cultura,
houve intensa remogdo do corante do meio, porém, por adsor¢do nas células
bacterianas. Por isso, utilizaram-se as 17 linhagens selecionadas, para serem avaliadas
novamente em meio aerdbio, sob agitacdo a 150 rpm e em condi¢cdes microaerdbias,
em estufa de BOD, conforme descrito no item 4.4.4 na presenca de 0,1% de extrato de
levedura. Sob condicbes aerdbias todas as linhagens apresentaram crescimento no
meio utilizado e em geral o crescimento foi melhor do que quando comparado ao meio
contendo somente glicose. Com relacdo a descoloracao, o resultado foi ligeiramente
melhor em meio contendo somente glicose. Provavelmente a adicdo de 0,1% de extrato
de levedura no meio pode ter mudado o metabolismo microbiano ou, ter produzido
metabdlitos que impediram a melhor adsor¢éo dos corantes nas células, como mostra a
Figura 10. As linhagens selecionadas sob condi¢cbes aerObias com melhor taxa de
descoloracao foram: VN-12, VN-29 e VN-39.

2,50
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1,50 -

1,00

Absorbancia

0,50 -

0,00 -
Cl 3 7 8 9 11 12 26 29 31 35 39 41 44 45 46 50 62

VN-linhagens

\-ngs m RB 220 ‘

Figura 10. Descoloracdo dos corantes pelas linhagens selecionadas sob condi¢des

aerébias
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Os resultados referentes ao comportamento das linhagens sob condi¢coes
microaerobias, podem ser observados na Figura 11. Quanto ao crescimento, observou-
se visualmente que este foi bem menor para todas as linhagens testadas, onde a
massa bacteriana ficou depositada no fundo do tubo.

Quanto a descoloracao, avaliada através da absorbancia em espectrofotometro e
andlise visual constatou-se que a mesma foi quase total para os corantes RR 198 e RB
220, para as seguintes linhagens: VN-3, VN-11, VN-31, VN-39 e VN-46. Para a
linhagem VN-11, a descoloracao foi de 89,5% para o corante RR 198, e ocorreu em
apenas 24 horas, iniciando com formacdo de uma faixa de descoloracao no fundo do
tubo. Para o corante RB 220, a mesma linhagem mostrou um resultado de 98%
descoloracao e ocorreu em 28 horas. As demais linhagens selecionadas apresentaram
dias diferentes de descoloracdo para os dois corantes sendo que o corante RR 198
descoloriu primeiro para todas as linhagens, e o RB 220 desapareceu do meio até a
incubacdo completar sete dias. O pH do meio ndo teve alteragdes significativas,
variando de 6,6 a 7,2. As demais linhagens isoladas nao apresentaram descoloracéao
satisfatoria até o 7° dia de incubagcdo. Neste experimento ndo ocorreu adsor¢do do
corante na célula bacteriana, pois estas permaneceram com sua cor original.

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que a degradagédo na
presenca de quantidade excessiva de oxigénio foi inadequada, provavelmente exista
uma outra rota preferencial para degradagao dos azocorantes.

Os experimentos também mostraram que a descoloragdo dos corantes nao
esteve associada ao crescimento microbiano, pois as linhagens incubadas sob
condi¢des microaerdbias cresceram muito pouco em relagdo as incubadas sob agitagao
a 150 rpom. Chen e Chen (2002), concluiram em seus estudos com azocorantes
reativos, que linhagens bacterianas de Pseudomonas luteola necessitam de uma
pequena quantidade de oxigénio para manter as atividades celulares basicas para
degradacao, indicando que a repressdo de oxigénio é uma caracteristica necessaria
para ocorrer a descoloragdo devido a uma enzima chamada azoredutase, sensivel a
este.

Nigam et al. (1996), concluiram em seus experimentos com 0s azocorantes
reativos e diazo, que ndo houve descoloragcao em placas incubadas aerobicamente com
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culturas isoladas de efluentes e, que a descoloragéao sé ocorreu em cultivos anaerobios,
sendo que a descoloracao foi mais rapida, e alcangou uma porcentagem melhor com a

presenca de 0,5 g. L' de glicose e 0,5 g. L™ de extrato de levedura no meio.
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cl 3 7 8 9 11 12 26 29 31 35 39 41 44 45 46 50 62
VN-linhagens
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Figura 11. Descoloracdo dos corantes pelas linhagens selecionadas sob condi¢des

microaeroébias

5.5. Crescimento das linhagens sob condicoes aerdobias em diferentes meios de

cultivo

As linhagens VN-12, VN-29 e VN-39, selecionadas aerobicamente foram
testadas em trés diferentes meios liquidos quanto ao comportamento de descoloracao
e/ou adsorgao. Experimentos:

1. meio de sais, contendo 0,5% de glicose, 0,1% de extrato de levedura e 0,01% dos
corantes separadamente, pH final 7,0;

2. 0 mesmo meio com adicdo de tampao fosfato de potassio a 0,050 M com pH final
6,8;

3. meio de sais contendo 0,5% de glicose e acido folico a 0,25% em substituicdo ao
extrato de levedura, e 0,01% dos corantes separadamente, pH final 7,0.
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Todos foram incubados sob agitacao a 150 rpm a 30 € por 30 dias.

A escolha de uma solugdo de vitaminas, para integrar um dos meios, em
substituicdo ao extrato de levedura, pode ser justificado pelo uso continuo deste
complexo vitaminico na E.T. E. em estudo, demonstrando 6timos resultados de redugéao
de DQO e, geracao de lodo in situ.

Os resultados obtidos mostraram que ocorreram diferencas significativas entre
0s meios utilizados, referentes a adsorcdo. Essas diferencas foram avaliadas em
espectrofotbmetro e através da curva de crescimento dos microrganismos, medido por
densidade dtica.

A reducao da DQO nos trés experimentos com meios distintos apresentaram

resultados similares como apresentados a seguir.

5.5.1. Comportamento das linhagens em meio de sais nao tamponado

Nas condicbes deste ensaio, o corante RB 220 mostrou—se mais apto a
adsor¢ao na parede celular bacteriana do que o corante RR 198.

No inicio do experimento o pH estava em 7,0, chegando no final do 30° dia de
incubacdo em torno de 5,0 a 4,3. O pH dos meios com ambos os corantes, tratados
com a linhagem VN-12, atingiu no final do experimento um valor de 4,5. Para a
linhagem VN-29 o pH final foi de 4,3 para o RB 220 e 4,4 para o RR 198. Na linhagem
VN-39 o pH final foi de 4,2 para o RB 220 e 5,0 para o RR 198 (Tabela 5). Esta
mudanca no pH provavelmente se deu devido ao ndo tamponamento do meio, e a
producdo de acidos organicos e CO. pela respiragdo celular bacteriana, devido a
presenca de glicose como substrato.

A reducao da DQO foi bastante significativa para as trés linhagens (Figura 12).
Somente para a linhagem VN-39, no corante RR 198 a redugéo foi menor, e alcangou
somente 37 %.
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Tabela 5. pH final do sobrenadante das linhagens no meio ndo tamponado

Valor de pH
linhagem RR 198 RB 220
Cril 7,2 7.2
12 45 4,5
29 4.4 4,3
39 5,0 4,2
6000 -
=l
g: 4500 - 37%
O 3000 - 53% >
8 77% 85% 71% °

0
crtl VN-12 VN-29 VN-39

linhagens
m RB 220 m RR198

Figura 12. DQO das linhagens selecionadas apds crescimento em meio de sais ndo

tamponado.

A curva de crescimento das linhagens nestas condigdes, (Figura 13) mostram
uma queda no crescimento aproximadamente a partir de 48 hs de incubacao, enquanto
a descoloragdo do meio teve inicio imediatamente apds a incubacdo para ambos os

corantes, sendo mais intensa em 24°hs.
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Figura 13. Curva de crescimento X descoloragao das linhagens em meio de sais

nao tamponado contendo os corantes RR 198 (linha vermelha) e RB 220 (linha azul)
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De acordo com as figuras 14 e 15 pode se verificar que as linhagens
apresentaram retirada do corante do meio, sendo mais intensa para o corante azul RB
220. Os espectros UV-VIS mostram que somente ocorreu diminuigdo no valor da
absorbancia, sendo que variagdes no comprimento de onda dos corantes ndo foram
observadas, permanecendo 609 nm para o RB 220 e 518 para o RR 198. Comparando
a absorbancia dos controles com as amostras inoculadas, a melhor linhagem para o
corante azul foi VN-39 (Figura 14), apresentando também o menor pH final de 4,2. A
mesma linhagem VN-39, para o corante vermelho, foi a menos eficiente quanto a
remocao da cor (Figura 15), sendo que o pH final no valor de 5,0 foi o maior para todas
as linhagens.
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Figura 14. Espectros UV-VIS apos crescimento das linhagens selecionadas em meio

nao tamponado contendo corante azul RB 220
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Figura 15. Espectros UV-VIS apos crescimento das linhagens selecionadas em meio

de sais nao tamponado contendo corante RR 198

O experimento com células bacterianas autoclavadas a 121C por 15 minutos,
para medir a adsor¢ao abidtica, mostrou que os corantes foram adsorvidos, porém, em
quantidades bem menores do que as células bacterianas ndo autoclavadas no meio
néo tamponado (Figura 16). O pH inicial e final do meio contendo as células bacterianas
autoclavadas permaneceu em torno de 7,0, diferentemente do meio sem tamp&o que foi
reduzido de 7,0 para 5,0 ou 4,0 dependendo da bactéria em estudo. Provavelmente o

pH do meio teve uma forte influéncia na adsor¢ao dos corantes nas células bacterianas.
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Figura 16. Comparagdo dos graficos obtidos a partir do experimento com células
bacterianas ndo autoclavadas (A) e autoclavadas (B) para verificar adsor¢do abidtica

em meio ndo tamponado
5.5.2. Comportamento das linhagens em meio tamponado com fosfato de potassio

Para confirmar se o pH influéncia na descoloracao, uma solucédo tampao fosfato
de potassio foi adicionado ao meio. Nas condicdes deste ensaio o corante azul RB 220
foi muito pouco adsorvido na célula bacteriana, removendo somente pequena parte da
corante do meio. Ja o corante vermelho RR 198 praticamente ndo apresentou adsorcao
na parede celular nem descoloragao.

No inicio do experimento o pH se manteve em torno de 6,8. Ao final de 30 dias
de incubagéao este estava em 7,0, para todas as linhagens. A néo alteragdo do pH pode
ter sido um forte indicio para as células nao descolorirem o0 meio com 0s corantes
(Tabela 6).

A reducado da DQO foi bastante significativa para as trés linhagens, alcangando
um maximo de reducédo de 83% para a linhagem VN-12 na presenca do corante azul
RB 220, e um minimo de 59% para o vermelho RR 198 (Figura 17).
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Tabela 6. pH final do sobrenadante das linhagens no meio tamponado

Valor de pH
linhagem RR 198 RB 220
Cril 7,0 7,0
12 7,0 7,0
29 7,0 7,0
39 7,0 7,0
7500
6000
|
? 4500
o 59%
(<]
a 3000
80%
o o 76% 81%
: N
crtl VN-12 VN-29 VN-39
linhagens

Figura 17. DQO das linhagens selecionadas apds crescimento em meio de sais

@ RB 220 m RR198

tamponado com fosfato de potéssio

A curva de crescimento e descoloracdo das linhagens nestas condicoes,
mostram fases diferentes para cada espécie. A
crescimento praticamente durante todo o experimento. Na linhagem VN-29 observou-se
o inicio da fase estacionaria em 36 hs, e uma fase de declinio, tendo inicio apds 288 hs
de incubagédo. J4 a linhagem VN-39 apresentou crescimento até 96 hs, onde teve inicio
a fase estacionaria que se manteve até o final do experimento. Este comportamento foi
muito parecido para os dois corantes frente as suas respectivas linhagens. J& referente

a descoloracao, foi observado que ocorreu uma leve adsorcédo do corante azul RB 220,
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diminuindo sua concentragcdo no meio. Para o corante vermelho RR 198, ndo houve

adsorcao nem diminui¢ao significativa da concentracao de corante no meio (Figura 18).
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Figura 18. Curva de crescimento X descoloragdo das linhagens em meio de sais
tamponado contendo os corantes RR 198 (linha vermelha) e RB 220 (linha azul)
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O experimento com células bacterianas autoclavadas a 121<C por 15 minutos, a
fim de medir a adsorcdo abibtica nestas condi¢cdes, mostraram que o corante azul RB
220 foi adsorvido em proporgdes praticamente iguais para as células bacterianas nao
autoclavadas e para as autoclavadas. No vermelho RR 198 as células bacterianas nao
autoclavadas adsorveram menos corante (Figura 19). O pH inicial e final do meio

contendo as células autoclavadas permaneceu em torno de 7,0.

A B
3
o 2,5 3
5 8 o5
c 2 ;.:) 5
«©
2 15 S 15
2 ! 2
2 05 2 05
0 0
crtl 12 29 39 crtl 12 29 39
VN-linhagens VN-linhagens
‘-Rszzoangs‘ ‘-Rszzoangs‘

Figura 19. Comparagdo dos graficos obtidos a partir do experimento com células
bacterianas ndo autoclavadas (A) e autoclavadas (B) para verificar adsorcdo abiética

em meio tamponado

5.5.3. Comportamento das linhagens em meio de sais com adicao de acido félico

Com relacédo a descoloragdao do meio, os corantes azul RB 220 e vermelho RR
198 foram pouco adsorvidos na parede celular bacteriana, ocorrendo nos ultimos dias
do experimento um aumento na absorbancia destes para todas as linhagens.

No inicio do experimento o pH manteve-se em torno de 7,0, no final do 30°dia de
incubacao, este variou conforme as linhagens. Para a linhagem VN-12 o pH final foi de
6,2 para ambos os corantes, ja para a linhagem VN-29 o pH permaneceu em 7,0
durante todo o experimento. O pH para a linhagem VN-39, no final do experimento
diminuiu para 5,0. Houve alteracdo do pH com relacdo ao primeiro dia de incubacao,
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porém, os corantes ndo foram adsorvidos na célula bacteriana, e tampouco
descoloridos (Tabela 7).

Nas condi¢cbes deste ensaio, a reducdo da DQO foi boa para as trés linhagens
conforme observado na Figura 20, alcancando um maximo de remocao de 70% para a

linhagem VN-12 no corante azul RB 220, e um minimo de 58% para a linhagem VN-29.

Tabela 7. pH final do sobrenadante das linhagens no meio com adi¢ao de acido félico

Valor de pH no meio com acido folico

linhagem RR 198 RB 220
Crtl 7,0 7,0
12 6,2 6,2
29 7,0 7,0
39 5,0 5,0
9000 -
7500 -
- 6000 -
o))
€ 4500
8 68%  cgor 68%  60% 69%
o 3000 - 70% ° ° ° °
1500 -
0
crtl VN-12 VN-29 VN-39
linhagens

O RB 220 m RR198

Figura 20. DQO das linhagens selecionadas apds crescimento em meio de sais

contendo acido folico
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A curva de crescimento bacteriana nas condigdes descritas neste item, mostram
fases diferentes para cada linhagem. A linhagem VN-12 apresentou crescimento
praticamente durante todo o experimento. Na linhagem VN-29 observou-se um inicio da
fase estacionaria em 36 hs e uma fase de declinio tendo inicio apés 288 hs de
incubagao.

Ja a linhagem VN-39 apresentou crescimento até 96 hs de incubagao, onde teve
inicio a fase estacionaria que se manteve até o final do experimento. Este
comportamento foi muito parecido para os dois corantes frente as suas respectivas
linhagens (Figura 21).
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Figura 21. Curva de crescimento X descoloracao das linhagens selecionadas em meio

de sais contendo acido félico com os corantes RB 220 (linha azul) e RR 198 (linha

vermelha)

62



O experimento com células bacterianas autoclavadas a 121C por 15 minutos,
com a finalidade de medir a adsor¢do abidtica, mostraram que o corante azul RB 220
foi adsorvido em proporgdes praticamente iguais para as células bacterianas nao

autoclavadas e para as autoclavadas. (Figura 22).
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Figura 22. Comparagdo dos graficos obtidos a partir do experimento com células
bacterianas ndo autoclavadas (A) e autoclavadas (B) para verificar adsor¢do abidtica

em meio com 4cido félico

5.6. Discussao sobre a descoloracao e reducao da DQO nos corantes testados
nos diferentes meios de cultivo

Dos resultados obtidos, observou-se que o pH apresentado pelos diferentes
meios propostos teve uma forte influéncia na remocao da cor dos corantes. Para o meio
nao tamponado, a adsorgéo foi alta para as linhagens que atingiram um pH ao redor de
4,5. Para a linhagem VN-39 a adsorcéo foi minima para o corante RR 198 e, o pH foi o
menos alterado, atingindo minimo de 5,0.

Esta alteragdo do pH no meio de cultura, ocorreu devido a degradacdo de
compostos como a glicose presente no meio. E caracterizada pela glicélise e ciclo dos
acidos tricarboxilicos, para geracao de energia (ATP) para as necessidades da célula,
quando bactérias aerdbias ou facultativas estdao presentes. Produz acidos organicos e
CO2 na presenca de oxigénio, causando diminuicdo do pH, impedindo a partir dai, a
continuidade do crescimento microbiano e a descoloracdo através da degradacao.
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Provavelmente isto tenha ocasionando a adsorcdao do corante na massa celular devido
a diferenga de carga.

Para comprovar a influéncia do pH na adsor¢cdo dos corantes, utilizou-se meio
tamponado com fosfato de potassio que ndo apresentou adsor¢cdo nem descoloragao,
ficando o corante soluvel no meio, sendo que o crescimento bacteriano continuou por
mais tempo. Resultados semelhantes foram observados por Chen et al. (2003) onde
concluiram, que quando o pH da cultura caiu para 4,5, as células bacterianas de
Aeromonas hydrophila ficaram intensamente coloridas pela adsor¢cdo dos corantes,
atribuida a inibicao causada pela concentracdo de glicose no meio através de sua
conversao biolégica para éacidos organicos. Entretanto quando o pH do meio foi
ajustado para 7,0 com adicao de NaOH e a incubacdo passou a ser estatica, notou que
a descoloracdo do RR 198 aumentou de 25 para 90% em 2 dias e a coloragdao da
superficie celular mudou visualmente de vermelho para branco.

A adsor¢ado do corante na superficie da célula pode estar relacionado com um
mecanismo de neutralizacdo de carga. Normalmente, os corantes reativos apresentam-
se carregados negativamente devido a presenca de grupos SO™ 3. Segundo Glasauer,
(2001), as células bacterianas tém cargas negativas em pH neutro, porém, em solucao
a baixo pH tendem a possuir cargas positivas. Assim as células podem ter alta
afinidade pelos corantes, que sdo carregados negativamente, formando com estes
ligagOes idnicas e covalentes.

Embora a DBO seja uma das analises mais importantes para monitorar a
quantidade de matéria organica presente no meio (efluente), medida pela quantidade
de oxigénio consumido pelos microrganismos, a analise € muito demorada, e exige 5
dias de incubacao em estufa de BOD. Um método indireto, mais rapido para estimar a
DBO é a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), sendo determinada em apenas 3
horas (KIMBALL, 1991).

O ensaio realizado em meio contendo &cido félico em substituicdo ao extrato de
levedura foi utilizado para observar se ocorria maior eficiéncia na descoloracdo e
reducao da DQO. Foi observado, porém, que os resultados de DQO foram semelhantes
nas trés condi¢des estudadas.
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A descolorag@o ocorreu em quantidade minima. Pode se notar que nos ultimos
dias de incubagédo a bactéria parece ter eliminado a pouca quantidade de corante que
foi adsorvido.

Com relagdo a curva de crescimento na presenca de acido folico, observou-se
que as linhagens VN-12 e VN-39 apresentaram comportamento praticamente
semelhante, ndo apresentando declinio apds a fase estacionaria. Verificou-se aumento
do crescimento por volta de 120 hs de incubacéo, este coincidindo com um aumento na
concentragdo de corante no meio, como se 0s mesmos estivessem sendo dessorvidos
das células bacterianas. Em relacdo a linhagem VN-29 praticamente ndo ocorreu fase
estacionaria, sendo que o declinio da concentragao celular coincidiu com uma leve
dessorcao dos corantes. Observou-se também uma estabilizacdo na fase de declinio,
juntamente com o aumento na concentracdo dos corantes no meio. Estes resultados
podem ser explicados pela presenca do acido félico, sendo conhecido por aumentar a
atividade bacteriana, responséavel pela degradagao orgéanica do efluente através de um
incremento no seu metabolismo enzimatico. Segundo Lemmer et al. (1998),
preparacdes de vitaminas estdo sendo usadas em tratamento de efluentes industriais a
fim de compensar a deficiéncia de fatores de crescimento, aumentando a eficiéncia
bacteriana e purificagdo do efluente. Em seus estudos, concluiram que dos efluentes
testados de industrias de papel, petroquimicas e quimicas, oS microrganismos
presentes requerem vitaminas do complexo B como tiamina, biotina, acido félico entre
outros para aumentarem sua atividade enzimatica.

Os resultados obtidos nestes experimentos com o objetivo de descolorir os
corantes, revelaram que a capacidade de adsor¢cdo € maior em meio acido e que a
principal interagdo com o adsorvente (célula) pode ser de natureza eletrostatica.

5.7. Crescimento das linhagens sob condicoes microaerébias em diferentes

meios de cultivo

Apbs ter verificado a necessidade de um substrato e, de condi¢des reduzidas de
oxigénio para que as bactérias tenham capacidade de degradar os corantes, 0 meio
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com sais minerais e corantes a 0,01% foi testado com concentragdes de 0,1% glicose,
inferior a utilizada em todos os ensaios que foi de 0,5% e, sem a presenca do extrato de
levedura. Em um segundo ensaio, a concentragao de glicose foi mantida (0,5%) e o
extrato de levedura foi substituido por acido félico (0,25%).

Estes experimentos foram realizados a fim de avaliar a capacidade de
descoloracdo dos corantes pelas bactérias, de modo a melhorar a degradacgao e,
reduzir a concentragdo de substratos, para aumentar a eficiéncia na remocao da DQO.
As condicoes desta andlise estao descritas no item 4.4.6.

5.7.1. Comportamento das linhagens em meio de sais contendo 0,1 % de glicose

Dos resultados obtidos, observou-se que, quando apenas 0,1% de glicose
estava disponivel no meio, a descoloracao apresentou-se muito inferior em relacao a
presenca de 0,5% de glicose e 0,1% extrato de levedura. Este comportamento foi
observado na maioria das linhagens, e na presenca de ambos corantes. Apenas as
linhagens VN-11 e VN-31, com relacdo ao corante vermelho RR 198, apresentaram
valores de absorbancia reduzidos em relacdo ao controle, resultando 96,6%
descoloracdo para a linhagem VN-11, e 62% para a linhagem VN-31 (Figura 23).
Segundo Carliell et al. (1995), o extrato de levedura é essencial para regenerar o NADH
que age como transportador de elétrons para a redugéo das ligagdes azo presente nos
corantes. Chen et al. (2003), observaram que aumentando a concentragdo de extrato
de levedura de (0 para 10 g. L™ ), obteve uma descoloragdo 90% maior para o corante
RR 198.

Diferentes concentracdes de glicose tém sido usadas por diferentes autores para
melhorar o desempenho na descoloragédo, entretanto outros autores relataram que a
glicose inibiu a atividade bacteriana de descoloracéo. Estas variabilidades podem estar
relacionadas as diferentes estruturas dos corantes, bem como das caracteristicas do
metabolismo de cada bactéria (CARLIELL et al., 1995).
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Figura 23. Descoloracao apds crescimento das linhagens em meio contendo 0,1%
de glicose

Nos resultados observados para DQO, notou-se uma significante redugcdo em
mg/L no valor do controle. Maior, ou similar eficiéncia de redu¢cao na DQO, dependendo
da linhagem, foi constatada, quando a condi¢ao foi de 0,1% de glicose no meio (Figura
24). Isto deve ter ocorrido devido a diminuicdo no valor da concentragdo de agucar no
meio. Observou-se para a linhagem VN-11 em ambos os corantes, um aumento no
valor da DQO com relagao ao controle (Figura 24), fato este que pode estar ligado ao
metabolismo desta bactéria, ou a diminuicdo no numero de células viaveis, impedindo o

consumo de substancias organicas.
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Figura 24. DQO apds crescimento das linhagens em meio contendo 0,1% de

glicose

Estes resultados foram comparados com os valores de redugcédo obtidos quando
0 meio de descoloracdo apresentava 0,5% de glicose e 0,1% de extrato de levedura
(Figura 25).
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Figura 25. DQO apos crescimento das linhagens em meio contendo 0,5% de

glicose e 0,1% de extrato de levedura em condi¢gdes microaerobias.
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Segundo o trabalho de Mustafa e Sponza (2003), que reduziram a concentragao
de glicose no meio de 2500 mg. L™ para 250 mg. L™ observaram que a eficiéncia na
remocdo da DQO pelas linhagens presentes no efluente, foi quase a mesma,
alcancando 100 e 96% respectivamente, depois de cinco dias de incubacao anaerdbica.
O aumento na DQO em seus experimentos ndo afetou a remogéo da cor, porém teve

uma reducao praticamente nula até o 5° dia de experimento.

5.7.2. Comportamento das linhagens em meio de sais contendo acido félico e auséncia
do extrato de levedura

Para o experimento contendo 0,5% de glicose e 0,25% de acido félico, observou-
se um aumento na descoloracdo dos corantes, em relacdo ao meio com 0,1% de
glicose, sem extrato de levedura. Estes resultados mostram a influéncia da
concentracdo de glicose para a descoloragdo, ou a necessidade de &cido félico como
vitamina para acelerar o metabolismo enzimatico, que pode estar ligado a descoloracao
por algumas linhagens.

A linhagem VN-3, 11 e 31, para o corante RR 198, apresentaram excelentes
resultados na auséncia de extrato de levedura, descolorindo o meio com este corante,
em um tempo minimo de 8 horas de incubacao para a linhagem VN-11 e 18 e 24 horas
respectivamente para as linhagens VN-31 e 3 (Figura 26). Estes valores reduzidos nos
tempos de descoloragdo sdo muito curtos em relacdo ao tempo levado para 0 mesmo
efeito nas mesmas linhagens incubadas com 0,5% de glicose e 0,1% de extrato de
levedura, levando nestas condigbes, quatro dias para descolorir o corante tratado com a
linhagem VN-31, e 7 dias para a linhagem VN-3. A linhagem VN-11 apresentou um
tempo de descoloracéo de 24 hs nestas condicoes.

O corante azul RB 220, nao apresentou bons resultados de descoloragdo na
presenca de 0,1% de glicose (Figura 23). Quando o extrato de levedura foi substituido
pelo acido folico e a concentragdo de glicose voltou a ser de 0,5%, houve um
incremento na porcentagem de descoloragdo para as linhagens VN-3, 11 e 31 (Figura
26).
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Figura 26. Descoloracao apds crescimento das linhagens em meio contendo 0,5% de

glicose e 0,25 % de acido folico

A efetiva descoloracdo de corantes, depende da complexidade e estrutura
destes, da posicdo dos substituintes nos anéis aromaticos, bem como sua interacao
com as ligagdes azo. Entretanto, ainda ndo esta clara a relagdo entre a posi¢cao dos
substituintes nos anéis aromaticos. Nos estudos publicados com as estruturas dos
corantes, constatou-se que os corantes monoazo sao descoloridos mais rapidamente
que os diazo e antraquinona (PODGORNIK; GRGIC; PERDIH, 1999). A estrutura
quimica do corante azul reativo RR 220 ndo esta disponivel para o dominio publico, o
que dificulta o estudo do mecanismo de descoloracdo deste corante através de sua
estrutura.

Nos dados obtidos para reducdo da DQO em presengca de acido félico, os
valores de reducdo, foram os mais inferiores. A linhagem VN-31 na presenca do
corante RB 220 apresentou apenas 11% de reducgéo, e para o RR 198 esta reducéao foi
de 17 % (Figura 27). Levando em consideragdo, que neste meio s6 faltou 0,1% de
extrato de levedura, este deve ter sido o motivo pelo qual as linhagens nao
conseguiram uma boa redugao na carga organica.

O extrato de levedura apresenta em sua composicao, proteina, de 31 a 48 %,
elevados teores de vitaminas como riboflavina, niacina, biotina, tiamina e piridoxina,
minerais, que incluem macro e microelementos e carboidratos entre 25-35% (HALASZ;
LASZTITY, 1991). Com relagdo ao acido félico, este pode ser especifico para
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determinadas reagdes enzimaticas, ndo relacionado com a redugcédo na DQO (Figura
27). Com estes resultados, podemos supor que exista a necessidade de um co-
substrato em concentragbes adequadas com relacdo a quantidade de corante no
efluente, para ocorrer a descoloracao, e que nutrientes como acido folico e extrato de
levedura podem ser essenciais para melhorar o metabolismo bacteriano frente a

descoloracao (acido félico) e reducao da carga organica do meio.
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Figura 27. DQO apds crescimento das linhagens em meio contendo 0,5% de glicose e
0,25% de &cido félico
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5.8. Efeito da agitacao na descoloracao e DQO apds crescimento das linhagens
sob condi¢c6es microaerobias

Nos experimentos realizados, foi verificada a importancia de condicdes
microaerdbias para ocorrer descoloragdo dos corantes estudados, bem como, a
necessidade de agitacao para uma melhor eficiéncia na redugao da DQO.

De acordo com esses resultados, as linhagens selecionadas VN-3, VN-11, VN-
31, VN-39 e VN-46, ap6s o 7° dia de incubacdo no meio contendo corantes em
condi¢cbes microaerdbias, onde ocorreu a descoloragdo dos corantes nas amostras,
foram agitadas por mais sete dias, para verificar a reducao da DQO. Esta foi medida no
final do experimento microaerdbio e, durante os sete dias de incubacdo em condicdes
de agitacdo. Este ensaio foi realizado para verificar qual o tempo necessario para a
degradacdo dos compostos organicos, onde podem estar incluidas as aminas
aromaticas, formadas na degradacao dos corantes em condi¢ées microaerdbias, bem
como outros metabdlitos de degradacao.

O meio utilizado para realizar este experimento, foi aquele onde ocorreu maior
descoloracao dos corantes, que apresentava: meio minimo de sais minerais, 0,5% de

glicose, 0,1% de extrato de levedura e os corantes separadamente a 0,01%.

5.8.1. Efeito da agitagdo na descoloracao

De acordo com os resultados obtidos referentes a descoloracido, todas as
linhagens descoloriram os corantes em diferentes extensdes, sob condigbes
microaerobias (Figura 28). Para o corante RB 220, a linhagem VN-11 apresentou um
6timo percentual de descoloragdo, mas o meio manteve-se levemente azulado. Depois
da aeragao esta coloracdo desapareceu do meio. O percentual de descoloracdo para
as linhagens VN-31 e 39 foi de praticamente 100%, e apds aeragcado, permaneceram
com o0s mesmos valores de absorbancia. As linhagens VN-3 e 46 atingiram 75% e 62%
de descoloracdo respectivamente (Figura 28). Como no final do experimento estatico,
estas duas linhagens ainda permaneciam com o meio levemente azulado, devido a

presenca de pequenas concentragdes do corante, quando foram aeradas, houve um
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incremento no percentual de reducao da cor, para 92% e 90% respectivamente (Figura
28). Porém, no 7° dia de agitacdo, notou-se que as células bacterianas estavam
coloridas, devido a presenca do corante adsorvido por estas. A descoloragdo abibtica
através de células mortas autoclavadas a 121C por 15 minutos, nao apresentou
adsorc¢ao significativa, as células da linhagem VN-39 foram as que mais adsorveram 0s
corantes (Figura 28).

Os resultados com o corante vermelho RR 198, no final da incubacgéo
microaerdbia, apresentaram descoloracao de 98, 95 e 93%, paras as linhagens VN-11,
31 e 46 respectivamente, foram as que mais degradaram o corante. As linhagens VN-3,
e 39 apresentaram descoloragcdo de 84 e 89%. Depois de aeradas, tiveram estes
valores aumentados para 93 e 96%, porém, também ficaram com as células coloridas
de vermelho, no final do experimento aerébio em shaker (Figura 28).
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Figura 28. Descoloracao apds crescimento das linhagens em meio de sais contendo
corante RB 220 e RR 198 sob condicbes microaerdbias seguidas de agitacdo e

adsorcao abidtica nas células bacterianas autoclavadas
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Os dados obtidos confirmam que a concentra¢do de oxigénio transferido ao meio
por agitacdo inibiu a descoloracdo dos corantes, nas linhagens que nao tinham
apresentado um valor de remocgao acima de 90 %, em incubacgéo estatica.

A produgdo de enzimas redutivas, envolvidas no processo de descoloragéo
destes corantes, pode apresentar inibicdo na presenca de altas concentragbes de
oxigénio. Embora estas linhagens tenham apresentado capacidade de descoloracdo em
ambiente microaerdbio, como néo o fizeram por completo, as condigbes seguintes de
aeracao, nao foram favoraveis para a degradacao da molécula do corante.

As outras linhagens, que descoloriram em mais de 92 % o0s corantes em cultivo
microaerdbio, ndo apresentaram coloracéo nas células, devido a degradagcéao do grupo
croméforo, responsavel pela cor de um composto, podendo, entretanto ter formado
compostos secundarios sem cor, toxicos para o metabolismo celular. Por esta razéo a

DQO foi monitorada no final do experimento em condicdes microaerdbias e da agitacao.

5.8.2. Efeito da agitagdo na DQO

Os tratamentos fisico-quimicos, biolégicos e mesmo pré-tratamentos, reduzem a
toxicidade de efluentes industriais e domeésticos. Brito, 1996 investigando a toxicidade
de refinarias de petréleo, revelou que existe uma correlacdo positiva e altamente
significativa entre DQO e toxicidade nas amostras de efluentes. A reducdo da DQO foi
acompanhada da reducgao de toxicidade.

As Figuras 29 e 30 mostram os resultados da concentragdo da DQO para os
meios contendo os dois corantes separadamente. A DQO foi determinada no 7° dia de
incubacao microaerdbia, para verificar a reducao nestas condicoes e durante os sete
dias em que foram agitadas a 150 rpm. De acordo com as figuras, foi possivel observar
que apds a incubagao microaerdbia, a remogcao da matéria organica foi baixa, com
excegao da linhagem VN-31, no meio contendo corante RR 198, com uma reducao de
59%, n&o ocorrendo o mesmo para o corante RB 220 com a mesma linhagem que teve
uma reducao praticamente nula (Figuras 29 e 30). Levando em consideracao que todos
os experimentos foram feitos em duplicata e que a Unica diferengca dos meios neste

caso foi o tipo de corante, a degradacdo do RB 220 no experimento em condi¢coes
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microaerdbias pode ter produzido metabdlitos téxicos inibindo a redugcéo da DQO pela
bactéria.

A linhagem VN-46, que foi responsavel pela menor porcentagem de reducéo na
descoloracao em condicdes microaerdbias, foi a que mais reduziu a DQO do meio na
presenca do corante RB 220. Neste caso, a producédo de metabdlitos pela degradacéao
deste corante pode nado ter sido suficiente para inibir a utilizacdo da matéria organica
dada pela DQO, pois 0 mesmo nao foi descolorido eficientemente por esta linhagem.

Quando ocorreu agitagdo, pode se observar uma reducao diaria no valor da
matéria organica presente no meio. Para todas as linhagens houve reducéo, que foi
minima para a linhagem VN-11, 41% e maxima para a linhagem VN-3 que reduziu 88%
na presenca do corante RR 198 (Figura 30).

Comparando estes resultados com os obtidos na reducdo da absorbancia,
constata-se que a linhagem VN-11 apresentou o melhor resultado frente a descoloragcao
do corante RR 198 e a menor reducao de DQO.
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Figura 29. DQO durante sete dias de crescimento sob condi¢cdes de agitacdo em meio
contendo o corante RB 220
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Figura 30. DQO durante sete dias de crescimento sob condi¢cdes de agitacao em meio
contendo o corante RR 198

Os resultados obtidos confirmam que ha diferencas entre as espécies
bacterianas isoladas devido aos diferentes comportamentos para descoloracdo e
reducdo da matéria organica. A baixa eficiéncia de remog¢do na DQO quando em
condigdes reduzidas de oxigénio, pode ser devido aos produtos intermediarios de
degradacao, ou ao metabolismo especifico de cada bactéria. O aumento na redugéo da
DQO quando as amostras foram aeradas, comprova que todas a linhagens isoladas
sdo capazes de degradar a matéria organica sob condicoes aerobias e também
descolorir o corante em condi¢bes reduzidas de oxigénio. Os resultados sugerem que
as condi¢des reduzidas de oxigénio, ndo foram efetivas para remover a DQO, embora a
reducao desta ndo tenha mostrado influéncia para a eficiéncia na descoloracao.

Os corantes azo reativos sao recalcitrantes para a degradagdo microbiana, pois
possuem uma estrutura molecular complexa, formada de anéis aromaticos, com um ou
mais grupos sulfénicos como substituintes. O grupo azo presente nestes corantes tem
uma forte propriedade de aceptar elétrons, porém sao inibidos pelas oxigenases. Desta

forma os processos de tratamento convencionais aerdbios, ndo podem descolorir
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efluentes contaminados com corantes (NIGAM et al., 1996). Segundo Moutaouakkil et
al. (2003), a biodegradacao microbiana de azocorantes, s6 € possivel, quando a ligagao
azo é quebrada. A clivagem redutiva destas ligagdes é catalisada pela azoredutase,
enzima chave na degradacao destes corantes. Esta enzima tem sido estudada como
sendo induzida por uma flavoproteina, que utiliza NADH e NADPH como doadores de
elétrons, para as ligagdes azo em condi¢des reduzidas de oxigénio.

As flavoproteinas sdo enzimas que catalisam reagdes de oxidagao-reducao
usando a flavina mononucleotideo (FMN) ou flavina adenina nucleotideo (FAD) como
cofatores. Sao derivadas da vitamina riboflavina. Em muitas flavoproteinas o FAD esta
ligado de maneira muito forte a enzima, por isso sdo chamados grupos prostéticos. Eles
nao transportam elétrons por difundirem-se de uma enzima para a outra; antes, eles
fornecem uma maneira pela qual a flavoproteina pode reter temporariamente elétrons,
enquanto catalisa a transferéncia deles de um substrato redutor para um receptor de
elétrons (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

A melhor degradacédo dos corantes pela maioria das bactérias na presenca de
extrato de levedura ao invés de acido folico, pode ter ocorrido devido ao mecanismo de
transporte de elétrons. A enzima azoredutaze, podendo ser uma flavoproteina, pode
necessitar da vitamina riboflavina para catalisar suas reagdes de descoloragdo. O
extrato de levedura é rico em riboflavina e em outras vitaminas, ao contrario da adicao
da solugdo de vitamina, que s6 contém o &cido félico, que também esta presente no

extrato de levedura.

5.8.3. Efeito da descoloragcdo dos corantes através das mudangas no espectro de

absorcao.

O espectro de absorcao foi monitorado através de espectrofotébmetro UV-VIS em
uma faixa de 200 a 700 nm para verificar se 0s meios de cultivo, contendo os corantes,
foram descoloridos, ocorrendo o desaparecimento do pico de absorcdo do corante no
visivel. O grau de descoloracdo foi determinado no sobrenadante das culturas,
crescidas em condicbes microaerobias durante sete dias, seguidas de agitagcdo por
mais sete dias. As amostras foram analisadas no 7° dia de cada condicao.
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Foi verificado, através dos espectros obtidos, que ocorreu descoloracao dos
corantes e ndo houve adsorgéo e, a maioria das linhagens, apresentaram no final da
incubacao sua cor inicial. Estas observagdes sdo concordantes com as realizadas em
trabalhos de descoloracédo como o de Knapp; Newby (1995) e Belote ( 2000).

Sani e Banerjee (1999), estudaram a degradacdo de corantes téxteis e
pigmentos por linhagens de Kurthia sp, e constataram que a descoloracdo do corante
por bactérias pode ser devido a adsor¢do ou a biodegradacdo. Na adsor¢do, o exame
do espectro, revela o decréscimo proporcional nos valores de absorbancia dos picos,
nos comprimentos de ondas escolhidos. Se a remogao dos corantes € atribuida a
biodegradacdo, o maior valor de absorbancia, obtido no pico do visivel, desaparece
completamente, podendo ou nao aparecer um novo pico.

De acordo com a Figura 31 pode-se observar que a linhagem VN-3 retirou o
corante RB 220 do meio sob condi¢gdes microaerdbias. O pico maximo do corante RB
220 no visivel permaneceu na amostra, 0 que comprova ainda, sua presenga no meio.
Houve um aumento significativo na absorbancia do pico a 299 nm, podendo ser
atribuido a producao de algum metabdlito da utilizagdo do meio ou, da descoloragao do
proprio corante, como as aminas aromaticas. Quando a amostra foi agitada, este pico
de 299 nm, teve uma reducdo de 58% (Figura 31 e Tabela 2). Comportamento
semelhante foi observado para a linhagem VN-46 (Figura 35 e Tabela 6), na presenca
do meio contendo 0 mesmo corante. Para o corante RR 198, dos trés comprimentos de
onda registrados no controle, apenas 0 menor permaneceu nas amostras crescidas
com as linhagens VN-3 (Figura 31 e Tabela 2) e VN-46 (Figura 35 e Tabela 6), podendo
confirmar a degradagao do corante sob condicées microaerdbias. Com a linhagem VN-
11 (Figura 32) sob condigbes microaerdbias para o corante RB 220, um pico em um
comprimento de onda na regidao onde absorve o corante ainda permaneceu, mas, com
uma absorbancia bem menor que o controle. Em condicdes aerdbias, este pico
desapareceu e, as células permaneceram na sua cor original. Esta linhagem foi a mais
eficiente com relagdo ao tempo de descoloragédo para o corante RR 198, apresentando
um minimo de 8 horas para o meio ficar completamente sem cor. Dos trés
comprimentos de onda detectados no controle com o corante RR 198, apenas o de
menor comprimento de onda permaneceu (Figura 32 e Tabela 3).
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Uma observacdo interessante, frente ao comportamento da linhagem VN-31
(Figura 33 e Tabela 4), na presenca do corante RR 198 foi constatada. Ocorreu uma
significante diminuigcdo na absorbéancia do pico de 299 nm com relagdo ao controle.
Algumas linhagens diminuiram a absorbancia na regiao de 270 a 400 nm, quando
foram agitadas, estas regides podem corresponder a absorbancia dos produtos de
degradacao dos corantes.

De acordo com os resultados apresentados pelos espectros, o desaparecimento
do pico de 613 nm, sob condicbes microaerdbias, referente ao corante RR 220, s6
ocorreu com as linhagens VN-31 e VN-39 (Figura 33 e 34). Todas as linhagens foram
capazes de descolorir completamente o corante RR 198, devido ao desaparecimento
do pico, na regiao do visivel, sob condicdes microaerodbias.

Este comportamento, frente ao corante RB 220, pode estar relacionado com a
estrutura do corante, que apresenta em sua molécula 4% de cobre de complexo
metalico, sendo uma classe de composto perigoso para a agua. Segundo a lei alema
das aguas, este composto apresenta uma classificacdo representada por WGK = 2
(DYSTAR, 2002).

Resultados semelhantes foram obtidos por Cheng et al. (2003), que estudaram a
descoloracao de dois corantes reativos em condi¢gdes microaerdbias, onde observaram
que o pico de 515 nm referente ao corante RR 198 desapareceu completamente apo6s
sete dias de cultivo. Para o corante remazol Black B houve uma expressiva diminuigao
da cor a 597 nm e, também, na absorbéancia dos picos a 306 e 370 nm deste corante,
sendo que a linhagem estudada de Aeromonas hydrophila permaneceu sem cor.

Young e Spyros (2004), estudando culturas metanogénicas, isoladas de um
digestor anaerdbio municipal, mostrou o espectro de dois corantes em funcao do tempo
de incubagcao anaerdbia. Para ambos os corantes, o grau de descoloracdo aumentou
com o tempo de incubacdo. Houve um deslocamento do comprimento de onda na
regido do visivel com relacdo ao comprimento maximo dos corantes, o que foi atribuido
aos respectivos produtos de descoloracdo dos mesmos.

De acordo com os resultados obtidos nas analises de espectrofotometria de
varredura, a remocao da cor pelas linhagens selecionadas, pode ser atribuida a
biodegradacdo, pois o0s picos referentes aos corantes na regido do visivel,
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desapareceram completamente, para algumas linhagens e a adsor¢cdo na superficie

celular foi praticamente nula.
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crescimento com a linhagem VN-3 no 7°dia de incuba ¢do microaerdbia e no 7°dia de
agitacao onde (C) controle e (A) amostra
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Tabela 8. Comparacdo dos valores de absorcdao dos picos presentes no controle
contendo corante apds crescimento com a linhagem VN-3

Corante azul Cl: Reactive Blue 220

Condicdes Condicdes de Células
microaerdbias agitagéo autoclavadas
linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 613 0,716 610 0,815 - -
304 0,581 302 0,594 - -
VN-3 615 0,199 594 0,047 613 0,645
299 1,243 299 0,525 304 0,624
Corante vermelho Cl: Reactive Red 198
linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 524 1,435 520 1,458 - -
374 0,566 377 0,583 - -
299 1,661 299 1,668 - -
VN-3 ND ND ND ND 523 0,948
ND ND ND ND 377 0,464
300 1,202 294 0,962 302 0,704

(ND) N&o detectado
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Tabela 9. Comparacdo dos valores de absorcdo dos picos presentes no controle

contendo corante apds crescimento com a linhagem VN-11

Corante azul Cl: Reactive Blue 220

Condicdes Condicdes de Células
microaerdbias agitacdo Autoclavadas
linhagem A ABS A ABS A ABS
Cril 613 0,716 610 0,815 - -
304 0,581 302 0,594 - -
VN-11 619 0,041 ND ND 613 0,640
302 0,600 313 0,427 303 0,444
Corante vermelho Cl: Reactive Red 198
linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 524 1,435 520 1,458 - -
374 0,566 377 0,583 - -
299 1,661 299 1,668 - -
VN-11 ND ND ND ND 523 1,423
ND ND ND ND 370 0,699
297 1,333 296 1,487 300 1,765

(ND) Nao detectado
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Figura 33. Espectro de absorcdo do meio contendo o corante RB 220 e RR 198 apos
crescimento com a linhagem VN-31 no 7°dia de incub agao microaerébia e no 7°dia de
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Tabela 10. Comparagdao dos valores de absorcao dos picos presentes no controle
contendo corante apés crescimento com a linhagem VN-31

Corante azul Cl: Reactive Blue 220

Condigées Condicoes de Células autoclavadas
microaerobias agitacao
linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 613 716 610 815 - -
304 581 302 594 - -
VN-31 ND ND ND ND 614 583
303 528 314 499 304 513

Corante vermelho Cl: Reactive Red 198

linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 524 1435 520 1458 - -
374 566 377 583 - -
299 1661 299 1668 - -

VN-31 ND ND ND ND 524 1413

ND ND ND ND 373 593

298 129 302 732 299 1710

(ND) N&o detectado
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Tabela 11. Comparacao dos valores de absorcao dos picos presentes no controle

contendo corante ap6s crescimento com a linhagem VN-39

Corante azul Cl: Reactive Blue 220

Condicdes Condicdes de Células autoclavadas
microaerobias agitacao
linhagem A ABS A ABS A ABS
Crl 613 0,716 610 0,815 - -
304 0,581 302 0,594 - -
VN-39 ND ND ND ND 613 0,489
302 0,626 302 0,342 302 0,581

Corante vermelho Cl: Reactive Red 198

linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 524 1,435 520 1,458 - -
374 0,566 377 0,583 - -
299 1,661 299 1,668 - -

VN-39 ND ND ND ND 523 0,997

ND ND ND ND 372 0,584

302 0,718 299 0,583 300 1765

(ND) Nao detectado
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Figura 35. Espectro de absorcdo do meio contendo o corante RB 220 e RR 198 apos
crescimento com a linhagem VN-46 no 7°dia de incub agao microaerébia e no 7°dia de
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Tabela 12. Comparacao dos valores de absorcao dos picos presentes no controle

contendo corante ap6s crescimento com a linhagem VN-46

Corante azul Cl: Reactive Blue 220

Condigdes Condigdes de Células
microaeroébias Agitacao autoclavadas
Linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 613 0,716 610 0,815 - -
304 0,581 302 0,594 - -
VN-46 614 0,366 610 0,125 613 0,622
302 1,115 303 0,558 303 0,440

Corante vermelho Cl: Reactive Red 198

Linhagem A ABS A ABS A ABS
Crtl 524 1,435 520 1,458 - -
374 0,566 377 0,583 - -
299 1,661 299 1,668 - -

VN-.46 ND ND ND ND 522 1,403

ND ND ND ND 370 0,642

299 1,547 298 1,454 300 1,765

(ND) Nao detectado

5.8.4. Andlise cromatografica da degradacao dos corantes

Varios métodos utilizando diferentes técnicas analiticas s&o utilizados para

analise de corantes. A CLAE é uma das técnicas mais utilizadas, principalmente pelo

seu alto poder de separacdo e capacidade de detectar niveis muito baixos (PRADO;

GODOY, 1998).

As linhagens VN-3, VN-31 e VN-39 foram selecionadas, para serem avaliadas

por CLAE, por apresentaram os melhores resultados na descoloragdo dos corantes,
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bem como, na redugdo da DQO. Os resultados obtidos por esta andlise, tiveram a
finalidade de fornecer informagdes confirmativas e complementares das observadas,
empregando o espectrofotébmetro UV-VIS.

Os resultados encontrados ap6s a utilizagado da CLAE, foram coerentes com os

valores referentes as analises de espectrofotometria de varredura.

5.8.4.1. RB 220

Os resultados obtidos ap6s crescimento da linhagens VN-3, VN-31 e VN-39 em
meio contendo corante RB 220, estdo apresentados na Figura 36. No comprimento de
onda de 350 nm, depois do tratamento microaerdébio com a linhagem VN-3, o pico
referente ao corante (tempo de retencao de 13,5min), desapareceu. Os picos iniciais do
cromatograma do controle, referente aos componentes do meio, sofreram mudancas,
sendo que houve um aumento da maioria dos picos, depois da incubacado microaerdébia,
indicando a producédo de metabdlitos a partir da degradagdo do meio e do corante.
Quando ocorreu agitacdo desta amostra, por mais sete dias, a maioria dos picos
diminuiram, indicando que a produg¢do de metabdlitos produzidos na fase microaerobia
podem ter sido degradados sob condicoes aerdbias por esta bactéria. O
comportamento observado para a linhagem VN-31 foi o mesmo da linhagem VN-3,
apresentando 6tima degradacao do corante.

O pico referente ao RB 220 desapareceu apds cultivo com a linhagem VN-39 sob
condigdes microaerébias e foi observado um aumento nos picos iniciais do
cromatograma. Quando a amostra foi agitada, apresentou redugdo nos picos iniciais
produzidos na incubagao microaerébia (Figura 36).
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Figura 36. Cromatogramas obtidos a partir da degradacao do corante RB 220 no 7°dia
de incubacao microaerdbia e apds o 7°dia de agitac a0 com as linhagens VN-3, 31 e 39
no A de 350 nm
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A fim de monitorar o aparecimento e permanéncia de novos compostos
produzidos pelo processo de biodegradacdo do corante azul RB 220, um outro
comprimento de onda foi utilizado. Moutaouakkil et al. (2003), utilizaram comprimento
de onda de 254 nm para detectar produtos de degradacdo do azocorante Metil Red,
formados por linhagens de Enterobacter agglomerans isolada de lodo contaminado com
corante. Chang e Lin (2000), estudaram os produtos de degradacao do corante téxtil
Reactive Red 22 e usaram CLAE com um detector UV-VIS no comprimento de onda de
254 nm. Kirby, 1999 detectou por CLAE, a 254 nm, um metabdlito sem cor nao
identificado, no 6° dia de incubacao estatica, produzido pela degradacado do corante
Remazol Black B por P. tremellosa.

O comprimento de onda utilizado neste estudo foi o de 254 nm. Este
comprimento de onda é utilizado pela maioria dos pesquisadores que estudam a
degradacao de corantes, pois esta faixa é a regido de absorbancia no detector UV, de
varias aminas aromaticas (PINHEIRO; TOURAUD; THOMAS, 2004).

A linhagem VN-3 apresentou sob condi¢gdes microaerdbias a formacao de picos
a 254 nm, que diminuiram quando a amostra foi agitada. As linhagens VN-31 e 39
foram as que mais reduziram os picos formados sob condicbes microaerdbias, quando
as amostras foram agitadas (Figura 37).

As analises realizadas por CLAE durante a fase microaerébia seguidas de
agitacao, mostram a evolugdo dos metabdlitos, que podem ter sido produzidos pelos
componentes do meio, ou pela degradagdo do corante. As mudangas podem ser
explicadas pela utilizacdo do meio de cultivo, ou pelas modifica¢gdes estruturais das
moléculas dos corantes devido a redugcdo da ligacdo azo, podendo ter produzido
metabdlitos, como as aminas aromaticas. Os picos de metabdlitos detectados, nédo
foram identificados, pois nenhum padréo foi empregado.
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5.8.4.2 RR 198

De acordo com a Figura 38 pode se verificar o comportamento das trés
linhagens selecionadas na degradacao do corante RR 198. Realizou-se um estudo em
varios comprimentos de onda para separacdo deste corante, sendo escolhido o
comprimento de 272 nm para realizacdo dos experimentos. Os resultados obtidos em
CLAE apés crescimento da linhagem VN-3 sob condigdes microaerdbias mostrou que o
pico referente ao corante (tempo de retencdo de 14,3 min) desapareceu, mostrando
uma degradacao total do pico referente ao corante. O perfil do cromatograma para o
corante RR 198 mostrou que houve modificagdes, quando a amostra foi agitada,
reduzindo a concentracdo da maioria dos picos. O comportamento observado para a
linhagem VN-31 e 39 (Figura 38) com relacdo a degradacao do corante foi idéntica a
linhagem VN-3. A incubacdo microaerdbia para estas duas linhagens mostrou um
comportamento parecido quanto a produgdo de metabdlitos. Quando houve agitagdo
destas amostras a linhagem VN-39 apresentou uma maior capacidade de diminuir os
picos formados na incubagdo microaerdbia, onde podem estar incluidas as aminas

aromaticas.
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Chang e Lin (2000), em seus experimentos de descoloragdo com Pseudomonas
luteola, constataram através de analise em CLAE, que o corante Reactive Red 22, no
inicio da incubacéo estatica, apresentou um pico A, com um tempo de retencao de 9
minutos. No decorrer do experimento, a intensidade do pico A diminuiu, acompanhado
com um aumento na intensidade de dois outros picos, que chamou de B e C, com
tempo de retencao de 6 e 5 minutos respectivamente. Como concluséo do seu trabalho,
sugeriu que a linhagem de P. luteola causou a clivagem da ligacdo azo do corante, que
sofreu decomposi¢ao para formar aminas aromaticas. Através da continuidade de seu
estudos, confirmou-se que o pico B teve o0 mesmo tempo de retencdo de 6 minutos de
um padrao referente a uma amina aromatica sulfonada.

Baseando-se no trabalho de Nuttapun et al. (2004), o aumento no numero de
picos ou da absorbancia destes, presentes nos meios contendo os corantes RB 220 e
RR 198 em relacdo ao controle, pode ter ocorrido como resultado da reducédo das
ligagbes azo pelas bactérias, produzindo metabdlitos de descoloragdo. A diminuicdo no
tamanho dos picos ou de sua absorbancia, quando as amostras foram tratadas
aerobicamente pelas linhagens, pode ter sido um indicio, que estes metabdlitos de
degradacao tenham sido utilizados pelas bactérias como fonte de energia.

Exemplos das amostras incubadas com as linhagens selecionadas para este
estudo, com a inten¢do de descolorir/degradar os corantes RB 220 e RR 198, podem

ser observados nas figuras 39 e 40.
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Figura 39. Sobrenadante do meio apds crescimento com as linhagens bacterianas que
descoloriram o corante RB 220, visualizadas em condi¢gdes microaerdbias (M) e apos

agitacao (A) em relagao ao controle (Crtl).
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Figura 40. Sobrenadante do meio apds crescimento com as linhagens bacterianas que
descoloriram o corante RB 198 visualizadas em condigdes microaerébias (M) e apds

agitacao (A) em relacgao ao controle (Crtl)
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5.9. Identificacao das linhagens selecionadas

O estudo de um isolado favoravel para o desenvolvimento de um bioprocesso de
descoloracao eficiente € muito importante. Para este fim as linhagens selecionadas com
maior capacidade de descoloragédo e reducado da DQO foram identificadas através de
microscopia oOptica e testes bioquimicos. De acordo com a Tabela 7, pode-se observar

os resultados obtidos nos testes utilizados para identificagao.

Tabela 13. Resultados dos testes de identificagdo bioquimica e fisiologica das
linhagens VN-3, 11, 31, 39 e 46.

Caracteristicas Linhagens
VN-3 VN-11 VN-31 VN-39 VN-46
Morfologia bastonete Cocos bastonete Cocos bastonetes

Coloragao Gram (+) (+ ) (+) (+)
KOH
Coloragéo esporo
Motilidade (+)
Crescimento aerdbico (+) (+

®

(+
8
(

+

x

L) L) R
—
'

T <

-

Crescimento anaerdbico (+) (+

z

Redugéao de Nitrato
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z
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x

Citocromo oxidase
Citrato

x
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=
| =] =] | | 2| = =
[
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(
(
Hidrolise da esculina (-
)
(
(

)

)

)
Oxidagao/fermentagéo (-)/(-) (+)/

)

)

Vermelho de metila

A
[

| ~| ~| =—| ~| ~| ~| —~

O O O | o T O

Voges Proskauer (-) (-) (-) (-)
*TSI V/IV/H,S A/A A/A/Gas V/A VIV
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Manose

Manitol

Ramnose

Arabinose

Glicose

Xilose

Galactose
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(
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* TSI: Triple Sugar Iron.

A/A: base acida (amarelo) e apice alcalino (amarelo) - metabolizagdo dos agucares liberam produtos
acidos.

Gas: Producéo de gas: Acido férmico através da enzima formiase forma CO, + H,.

Produgao de H2S:- Tiossulfato de sddio é a fonte de S. - Metabolizagdo de fontes de S que combinam-se
com ions Ferro-sulfeto de Ferro produzindo um precipitado preto insoltvel.

V/V: base alcalina (vermelha) e apice alcalino (vermelho) - Nao ocorre utilizagao dos carboidratos, mas
sim dos compostos nitrogenados.

V/A: dpice alcalino: vermelho (metabolizacdo aerdbica da glicose e compostos nitrogenados).

Base acida: amarela (metabolizagdo anaerébica da glicose com produgao de &cidos).

De acordo com os resultados obtidos nos testes morfologicos e bioquimicos, a
linhagem VN-3 pode ser caracterizada como sendo Bacillus sp, a linhagem VN-11
Trichococcus sp. e a linhagem VN-31, Enterobacter sp de acordo com o manual
Berger’s.

O género Bacillus apresenta a caracteristica de produzir esporos. Abrigam um
grande numero de espécies com caracteristicas bastante diferentes. Podem ser
encontrados em solo, agua, material fecal e diversos alimentos (FRANCO; LANDGRAF,
2001). Vérios sao os trabalhos que demostram que estes microrganismos podem atuar
na degradacao de corantes. Bacillus subtilis foi relatado por (ZIZI; LYBERATUS, 1996)
sendo capaz de degradar o corante P-Aminoazobenzeno (PABA), na presenca de
glicose e nitrato, sob condi¢gbes andxicas, produzindo anilina como metabdlito de
degradacao. Trichococcus sp, foi descrito inicialmente por produzir cadeias de cocos,
sendo responsavel pela formagéo de bulking flamentoso em esta¢des de tratamento de
lodos ativados. O bulking é responsavel por produzir um lodo volumoso. Algumas
espécies de Trichococcus sp podem apresentar formas nao filamentosas em certos
meios. Moutaouakkil et al, 2003 isolou uma espécie de Enterobacter agglomerans de
um lodo contaminado com corante, produtora de azoredutase, a qual foi capaz de
descolorir o azocorante téxico Vermelho de Metila sob condices aerdbias.
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6. CONCLUSOES

> Dos 62 microrganismos isolados do efluente da industria téxtil foram pré
selecionadas 17 linhagens bacterianas que apresentaram a capacidade de crescer em

meio de sais minerais e os azocorantes RR 198 e RB 220 como Unica fonte de carbono;

> Das 17 linhagens pré-selecionadas, trés bactérias denominadas VN-12, 29 e 39
apresentaram maior capacidade em descolorir os corantes sob condi¢coes aerdbias. Ao
contrario do esperado a descoloragdo ocorreu através do mecanismo de adsorcao
celular em pH &cido;

> Das 17 linhagens pré-selecionadas, cinco bactérias denominadas VN-3, 11, 31,
39 e 46 apresentaram grande capacidade em degradar os azocorantes estudados sob
condi¢des microaerdbias, variando a degradacao conforme a linhagem;

> Todas as linhagens bacterianas selecionadas em condicdes aerdbias e
microaerdbias necessitaram de uma fonte extra de carbono para promoverem a
descoloracao por adsorgcao e a degradacao dos meios de cultivo contendo azocorantes.
Neste caso o substrato utilizado foi 0,5 % de glicose. A linhagem VN-11 degradou o

corante RR 198 com somente 0,1 % de glicose;

> As linhagens apresentaram O6tima capacidade de redugdo na DQO sob
condigdes aerdbias quando comparadas a condigbes microaerdbias, isto pode ter
ocorrido devido ao fato das linhagens em condicbes aerbbias utilizarem primeiro a
glicose e extrato de levedura presentes no meio e nao os corantes, ja que as bactérias

nao apresentaram degradacao dos corantes nesta condicao;
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> Quando comparadas as condigbes de agitacdo e microaerobiose verificou-se
que a DQO apresentou altas porcentagens de redugdo em condigdes aerdbias, porém
nao houve degradacédo dos corantes. Sob condicdo de microaerobiose as linhagens
foram capazes de degradar os corantes, porém valores baixos de reducdao na DQO
foram obtidos. Na condicdo em que realizou-se agitagdo apds crescimento em
microaerobiose (7 dias em microaerobiose seguidos de 7 dias de agitagdo) observou-se
degradacao dos corantes e reducdao na DQO para todas as linhagens, mostrando ser
esta condicdo a mais favoravel para degradagcdo do meio de cultivo contendo

azocorantes;

> Os microrganismos mais eficientes na degradacdao dos azocorantes RB 220 e
RR 198 foram identificados como Bacillus sp (VN-3), Trichococcus sp (VN-11) e
Enterobacter sp (VN-31);

> Concluiu—se que as linhagens isoladas tém um grande potencial para degradar
0s azocorantes deste estudo em condicbes microaerdbias, reduzindo também a DQO
em condicoes aerdbias, podendo ser aplicadas futuramente em processos de
biorremediacao de efluentes téxteis.
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APENDICE

Tabela 1. Distribuicdo dos microrganismos isolados nos diferentes pontos de

amostragem, evidenciando T<, pH, data e local da c oleta.

. . Data da TC de . Coloracao Local de
microrganismos pH de coleta morfologia
coleta coleta de Gram coleta
VN-1 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-2 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-3 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 2
VN-4 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 2
VN-5 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 2
VN-6 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-7 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-8 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-9 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 2
VN-10 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-11 25/2/2003 400 7 coCcos G+ Ponto 2
VN-12 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 2
VN-13 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 4
VN-14 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 4
VN-15 25/2/2003 400 7 bastonete G+ Ponto 4
VN-16 25/2/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-17 25/2/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 2
VN- 18 25/2/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-19 25/2/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-20 25/2/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 3
VN-21 25/2/2003 40° 7 levedura Ponto 1
VN-22 2/4/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 1
VN-23 2/4/2003 40° 7 bastonete G+ Ponto 4
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VN-24

VN-25

VN-26

VN-27

VN-28

VN-29

VN-30

VN-31

VN-32

VN-33

VN-34

VN-35

VN-36

VN-37

VN-38

VN-39

VN-40

VN-41

VN-42

VN-43

VN-44

VN-45

VN-46

VN-47

VN-48

VN-49

VN-50

VN-51

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

18/2/2003

11/3/2003

11/3/2003

11/3/2003

11/3/2003

11/3/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

30¢

30°

30°

30°

30¢

30°

30¢

30°

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

30¢

60°

40°

60°

30¢

40°

400

400
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bastonete

bastonete

bastonete

Cocos

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

cocos

bastonete

Cocos

Cocos

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

cocos

bastonete

bastonete

bastonete

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 3

Ponto 3

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 3

Ponto 2

Ponto 2

Ponto 3

Ponto 3

Ponto 3

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 4

Ponto 3

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 3

Ponto 2

Ponto 2

Ponto 2



VN-52

VN-53

VN-54

VN-55

VN-56

VN-57

VN-58

VN-59

VN-60

VN-61

VN-62

18/2/2003

2/4/2003

18/2/2003

2/4/2003

18/2/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

2/4/2003

40°

60°

40°

60°

40°

400

60°

60°

60°

400

40°

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

bastonete

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 3

Ponto 3

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 1

Ponto 3

Ponto 3
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