L S NIV 5 Sy i R A

Universidade Estadual de Campinas
Instituto de Quimica

Tese de Doutorado

REMEDIACAO DE EFLUENTE TEXTIL:
COMBINACAO ENTRE PROCESSO
QUIMICO (OZONIO) E BIOLOGICO

(P. CHRYSOSPORIUM). /

AIRTON KUNZ
Orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero

Campinas, setembro de 1999



onoaoe R Gh

N o?mofl:mm P
K"IGLJ’L_._,___

V. .

TOMBO Bcj'zj _8,‘.373’.‘1;_
PROC. <2 ¥8/0°
¢ l:} o | X

co 34,00
N Y XDY-Y
VR ¢ o S

CM~-00138995-3 FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA
UNICAMP

Kunz, Airton

Remediac3o de efluente téxtil:combinagao entre

processo quimico(ozdnio) e biolégico (P. chrysosporium) /
Airton Kunz. -- Campinas, SP: [s.n.}, 1999.

K964r

Orientador; Nelson Eduardo Duran Caballero.

Tese (doutorado) — Universidade Estaduai de
Campinas. Instituto de Quimica.

1. Ozébnio. 2. Phanerochaete chrysosporium.
3. Efluente téxtil. 4. Tratamento combinado.
. Duran Caballero, Nelson Eduardo. II. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Quimica. Ill. Titulo.




AGRADECIMENTOS

- Ao prof. Dr. Nelson Duran pelas facilidades colocadas para desenvolver

esta tese sempre propiciando uma grande liberdade para a realizagio do trabalho,
pelas oportunidades e pela amizade que desenvolvemos durante este trabalho de
tese.

- Aos professores Jaime Baeza, Juanita Freer, Hector Mansilla e todo o
pessoal do Laboratério de Recursos Renovables (Concepcion — Chile) por se
demonstrarem sempre t3o prestativos durante o periodo de meu estagio.

- Aos amigos chilenos, Carolina, Lili, Sami, Romulo e Jaime Tellez,

- Ao pessoal do laboratério, Ana Olivia, Chico, Daniel, Darcio, prof. Juan,
Mariangela Santiago, Mariangela Burgos, Natalia, Renato, Ronaldo, Rosana e

Sandra pela convivéncia sempre muito agradvel.

- Aos colegas do grupo do prof. Rittmer (especialmente a Silvana e ao
Rinaldo). |

- A FAPESP pela bolsa concedida durante a realizagdo deste trabalho de tesc,

~ Ao Instituto de Quimica e seus funcionarios pelo apoio técnico e material.,



pg

Abreviaturas UtHZadas..............c..oo..ovveeeeeeeeeees oo 1
RESUMO. ..o e I
ADSITACK. ..o 11
1-Introdugio 1
1.1-O problema do efluente téxtil...............occooomvorveeeeo 2
1.2-Classificag@io dos corantes................cocovrovooeoe 5
1.3-O uso do oz6nio no tratamento de efluentes. ... 7
1.3.1-0%1daga0 HIEta. ........o..oeeeeeeeceeeceeceeeeeeeeeeeeeeoeeoeeoeoosooo 9
1.3.2-Oxidagdio indireta...................oooooerermemeeoeooeo 9

1.4-A utilizagdio de fungos no tratamento de efluentes........................... 11
L4, 1-PeroxXidases..........ceuveceeeuoeeeeeeeeeeeeeesee e 12
1.4.1.1-Lignina Peroxidase.................ooovmooremreooo 13
1.4.1.2-Manganés Peroxidase...................cooovvemooooooooo 14
1.5-A integaragdo de processos quimicos e biolégicos.............................. 15
2-Objetivos do trabalho S 18
3-Parte experimental — w19
3.1-Coleta do efluente t&xtil.................coovooomeeereoioooeoo 19
3.2-Amostras de corantes utilizados.................ooooooooooo 19
3.3-Estudos preliminares no trat. de efluente téxtil com o fungo P.
CRPYSOSPOTIUM. ...t 19
3.3.1-Cultivo do fungo em meio s6lido...............ocooovovooo 19
3.3.2-Cultivo do fungo em meio liquido.................oooooooooeo 20
3.3.2.1-Preparagfo da suspensio de esporos................o..ooooooo..... 20
3.3.2.2-Inoculagdo da suspensio de esporos no efluente.............. 20
3.4-Experimentos realizados no LRR.............cooooovomooooo 21
3.4.1-Ozonizagdo das solugdes de corantes...................ooooooooovov 21
3.4.1.1-Produgdo e medida de 0zonio..................ooovovovooe 21
3.4.1.2-0ZONIZAGHO. ........corveeereieeeeeeeeeeee e eeee e 21

3.4.2-Testes de toxicidade dos intermediarios formados.................... 21
3.4.3-Métodos analiticos utilizados nos experimentos realizados no

LRR et et et et 22
3.4.3.1-Determinacdo da demanda quimica de oxigénio............. 22
3.43.2-Andlises POT CLAE. ........ooovooeemeeeeeeeeeeeeeeeeeo 22
3.4.3.3-Determinacio de sulfato.................oo.oooveeeemoeooi 23

3.4.3.4-Determinagdo de cobre total por especrtometria de
ADSOTGAO ALOMUCA. .. .....e.eeeeeceieeceeee e 23



3.5-Tratamento do efluente téxtil com o fungo P. chrysosporium............ .. 23

3.5.1-Preparagiio da suspensao de €SPOTOS.............o.oveeevoeoeoeoool 23
3.5.2-Inoculagfo da suspensdo de esporos no efluente.......................... 23
3.5.3-Meio sintético para crescimento do fango......................cocoooooo... 24
3.5.3.1-Preparagdio da solugio de elementos trago........................ 24
3.5.3.2-Preparagdo da solugfio de vitaminas..................o.ocooooo... 25
3.5.3.3-Preparagéo da solugio tampHo............o...oovevooovooee 26
3.6-Tratamento COM OZOMIO.............vcereeeeereeeeeeseeeeseeoeeeeoeeeeeeooeooee s 27
3.6.1-Gerago e medida de 0zONIO.............ooveeervereeoeeo 27
3.6.2-OZOMIZAGHD........eveeveeeeeeneee oo 27
3.7-Métodos analiticos utilizados nos itens 3.3;3.5€ 3.6..noreovor 30
3.7.1-Determinagfio de agticares redutores..................oooooooomoooo . 30
3.7.2-Determinagdo da atividade da enzima lignina peroxidase........... 30
3.7.3-Determinagdo da atividade da enzima manganés peroxidase......31
3.7 4-Determinaciio de fendis totais.................coooeveeoo 31
3.7.5-Determinagio de metais totais por espectrometria de absor¢do
BEOIIHICA. ........oovvoirceteecee ettt e e es e ee e eeeeeeee e s 32
3.7.6-Determinagio de proteina solavel....................ooooooooo 32
3.7.7-Determinag#o de CO..............cooeeumueeeovsoooo 33
3.7.8-Determinagio de cloretos..............oovveveovemeoeeeeoooo 33
3.7.9-Determinagio da distribuigio da massa molecular do efluente
BEXUL ..ottt 33
3.7.10-Determinagéo de carbono orginico total..................coooooo... 34
3.8-Estudos de transferénica de massa no reator de ozémio................... 35
3.8.1-Preaparagdo da solugfo do reagente indigo.......................... 35
3.8.1.1-S0luGa0 MAE.........ceveeeeececeeeeeeeeee e 35
3.8.1.2-Solug@io indigo L.........coooevemmmeemeeeeeemeeoo 36
3.8.1.3-Solugfo indigo IN............oovvovoeeoeeooe 36
3.9-Ensaios de toxicidade..................oo.ovvevmeeememeeoeeooeeeoeoeoeoeo 36
3.9.1-Ensaios de toxicidade com a alga S. subspicatus................. 36
39.1.1-Culturadaalga...............coooeomemomereeeeeereo ] 36
3.9.1.2-Preparagio domeio A..............coovevmeeeeeemeeeeere] 37
3.9.1.3-Condigdes do ensaio............ccoewoeeeeeereeerrrrrn . 38
3.9.1.4-Medida da concentragdo da alga................................. 40
3.9.1.5-Expressdo dos resultados do ensaio............................ 41
3.9.2-Ensaio de toxicidade com a bactéria E. coli...............oo.......... 42
3.9.2.1-Cultura da bactéria................oooememeeereeoeoee, 42
3.9.2.2-Preparagio do meio de cultura.................................. 42



3.9.2.4-Realizagd0 do ensaio............ooeeeveveeeveeeoevo, 45

4-Resultados e discussio . 46
4.1-Cultivo do fungo em meio s6HAO...............ov.eevevoeoe 46
4.2-Cultivo do fungo com efluente em meio liquido............. verrenreeneerenns 47
4.3-Resultados obtidos no laboratorio de recursos renovabies............... 51

4.3.1-Ozonizagdo dos COrantes..............ooooovevovevsoeoeoesoeoeeoooooo 51
4.3.2-Toxicidade dos intermediarios formados....................ooooooovvo... 56
4.3.3-Determinag@o de DQO € COT........ooeeveeeeoeeeeeeeoo 59
4.3.4-Analise por CLAE dos compostos formados com a 0zonizagio61
4.4-Montagem e otimizagdo do equipamento para ozonizagio................. 68
4.4.1-Interfaceamenton...................cueeeeeeemeememeeseeeeeseeoeeeoo 68
4.4.2-Medida da produg&o de 0ZOnio...............o..oveveveoe 69
4.4 3-Transferéncia de massa no reator.................o..ooooovvvvooooo 70
4.5-Tratamento COM OZONO...............ovevreeerrereeeeeeeeeoeeoeeooooeooeoeoeo 75
4.6-Tratamento biologico com o fungo P. chrysosporium................ 81
4.6.1-Determinagdo de metais por espectrometria de absor¢do

BEOIUCA. ...ttt e s e e s eeseeeen 89

4.7-Tratamento combinado do efluente t&xtil...............................__ 90
4.7.1-Sequéncia OzOnio-P. chrysosporium................oeoooooooo., 93
4.7.1.1-Pré-tratamento ¢om OZONIO...............o..vvvoeoeeeoeo 93
4.7.1.2-Pés-tratamento com o fungo P.chrysosporium............ 93
4.7.2-Sequéncia P. chrysosporium-ozonio..................oooooeooon.. 102
4.7.2.1-Pré-tratamento com o fungo P. chrysosporium......... 102
4.7.2.2-Pés-tratamento cOm OZONIO...........o.v.reeveeeoere. 105

5-Conclusdes. . 111

6-Perspectivas para trabalhos futuros.. 112

6-Referéncias bibliogrificas 113

7-Atividades desenvolvidas durante o periodo de doutoramento............ 125



coT

DNS

1SO
LIP
LRR
MeV

MnP

R-5
R-19

R-21

ABREVIATURAS UTILIZADAS

American public health association

American type culture colections

Comassie brillliant blue

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Conferéncia das nagdes unidas sobre o meio ambiente e desenvolvimento
Carbono organico total

Cromatografia de permeagio em gel

Dinitricsalycilic acid

Demanda quimica de oxigénio

Espectrometria de absorgéio atémica

Concentracéio de uma substéincia que causa inibigio de 50 % do parimetro observado

Flow injection analysis

Peroxidase de raiz forte
International Standard Organization

Lignina peroxidase

Laboratorio de recursos renovables

Microscopia eletronica de varredura

Manganés peroxidase

Rotagdes por minuto

Corante preto reativo-5

Corante azul reativo-19

Corante azul reativo-21



RESUMO

REMEDIACAO DE EFLUENTE TEXTIL: COMBINACAO
ENTRE PROCESSO QUIMICO (OZONIO) E BIOLOGICO
(FUNGO P. CHRYSOSPORIUM)

Autor: Airton Kunz
Orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero.

Sob o ponto de vista ambiental, a indistria téxtil produz efluentes
ainda altamente impactantes aos corpos aquéticos receptores apos seu tratamento por
processos chamados convencionais. Isto se deve principalmente a presenga de
corantes, que sdo provenientes do tingimento da fibra, onde cerca de 30 % do
corante aplicado se perde no efluente. Isso resulta em residuos altamente coloridos
que podem causar mudangas no ecossistema ao qual seriio langados.

Neste trabalho foram estudados um processo quimico (0zdnio) e um
processo biolégico (fungo P. chrysosporium) primeiramente isolados e
posteriormente combinados avaliando-se qual a methor sequéncia de tratamento
para este efluente.

Pelos dados obtidos das sequéncias ozdnio-P. chrysosboﬁum e
P.chrysosporium-ozonio € possivel concluir que a segunda sequéncia mostra-se mais
adequada principalmente por ser mais efetiva na descoloragdo do efluente, consumo
de ozdnio e toxicidade frente aos organismos teste utilizados. O aumento da
toxicidade durante a ozonizagdo na primeira sequéncia pode estar afetando a
eficiéncia do pés-tratamento com o fungo embora este consiga reduzir a toxicidade

do efluente apos tratamento com 0z6nio.

Palavras-chave: Oz6nio, Phanerochaete chrysosporium, efluente téxtil



ABSTRACT

TEXTILE EFFLUENT REMEDIATION: COMBINATION BETWEEN
CHEMICAL (OZONE) AND BIOLOGICAL PROCESS
(FUNGUS P. CHRYSOSPORIUM)

Author: Airton Kunz
Supervisor: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero.

The textile industry still produces highly impactant effluents to the
receiving aquatic bodies after its treatment by conventional processes. This is mainly
due to the presence of dyes released to the effluent during textile fibber dying. These
results in highly coloured effluents that can cause changes in the ecosystem to which
they will be released.

In this work a chemical process (ozone) and a biological one (2.
chrysosporium fangus) were studied, isolated and afterwards combined evaluating
the best treatment sequence for the effluent.

For the obtained sequence datas ozone-P.chrysosporium and
P.chrysosporium-ozone, it is possible to conclude that the second sequence is mostly
recomended due to its efficiency in the effluent decoloration, ozone consumption,
and toxicity reduction shown to the test organisms. The increase in the toxicity
shown during the ozonization in the first sequence probably affects the efficiency of
the post-treatment with the fungus although the toxicity be reduced at the end of the
process.

Key-words: Ozone, Phanerochaete chrysosporium, textile effluent.



Introdugiio 1

1 - INTRODUCAO

Atualmente passamos por um periodo de transformagdes em nossa
sociedade no que diz respeito ao tratamento das questdes relacionadas ao meio ambiente
que nos cerca. De certa forma parece que, embora muito lentamente, as pessoas estio se
conscientizando de que precisamos preservar o meio ambiente ¢ a biodiversidade que
ainda nos restam, porque a nossa sobrevivéncia e a de geragdes que nos sucederdo estd
diretamente condicionada a isto. Isto faz com que conceitos como qualidade de vida e
desenvolvimento sustentivel estejam cada vez mais em voga, sendo intensamente
discutidos pela sociedade.

Estas transformagdes passaram a ser mais pronunciadas a partir do inicio
desta década, principalmente apés a conferéncia das nagdes unidas sobre meio ambiente e
desenvolvimento (CNUMAD - Rio 92). Uma nova postura foi criada baseando-se na
idéia de que o meio ambiente e o desenvolvimento precisam ser tratados em conjunto; ao
contrario das propostas tradicionais que pregavam um desenvolvimento predador do meio
ambiente sendo gerador de profundos desequilibrios sociais e regionais (Philippi e col,
1998).

O setor industrial parece que também est4 se conscientizando com relagio a
este aspecto, tendo observado que antes de mais nada a preocupagéo com relagio ao meio
ambiente ¢ sobretudo uma questio de sobrevivéncia num mercado cada vez mais
competitivo. Esta preocupagiio estd muito visivel no que se refere, por exemplo, ao
interesse de muitas empresas na implantagio de sistemas de gestdo ambiental e de
interagfio e implementagdo das normas da série ISO 14000 (Kunz, 1997; Petillo ¢ col,
1998).

Dentro deste contexto o setor industrial tem se preocupado em investir em
novas tecnologias para reduzir custos e a poluigiio ao meio ambiente. Atualmente gl'andes
investimentos sdo realizados na pesquisa e aplicagio de tecnologias limpas as quais
através de um Unico investimento, visam a economia energética, de agua e a redugdo da
poluigio (Costa e Martins, 1998).
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A economia de 4gua nos processos produtivos merece uma especial atengio
devido ao seu alto custo, bem como a algumas previsdes de escassez ji para o inicio do
‘préximo século. Pode-se citar, por exemplo, a previsio feita pela Companhia de
Sancamento Bésico do Estado de Sdo Paulo (Sabesp) que estimou que j& em 2010 a
demanda de 4gua deveri ser superior a disponibilidade hidrica do Estado (Furtado, 1997).

Aliadas s novas tecnologias aplicadas no processo produtivo, estados para
reutilizacfio ¢ ou remediagfio de efluentes vem sendo realizados e ja aplicados, visando
diminuir o desperdicio de 4gua e a emisséio de poluentes no mejo ambiente (Silva, 1997).

Quanto ao tratamento dos efluentes, os desafios sdo cada vez maiores e a
busca de novas tecnologias, e a combinagio das j& existentes, para levar a cabo estes
objetivos tem se tornado cada vez mais necessarios. Isto se deve, além dos motivos
expostos acima, a uma legislagdo cada vez mais rigida que obriga as industrias a
aumentarem a eficiéncia de seus sistemas de tratamento de efluentes para se adequarem
aos padrdes exigidos, além da inser¢io da varidvel ecolégica na mentalidade do setor
produtivo. '

1.1 ~ O problema do efluente téxtil:

O aumento do parque industrial instalado em nosso pais e também no

mundo, tem trazido muitos beneficios a populago proporcionando uma sensivel melhora

‘na qualidade de vida. No entanto, isto também tem trazido varios efeitos negativos como
um eminente esgotamento de nossos recursos naturais nio renovéveis e a destrui¢do de
ecossistemas, principalmente em paises chamados de terceiro mundo onde as legislacdes
ambientais ainda ndo sfo suficientemente rigidas e eficientes.

As constantes agressdes ao meio ambiente, principalmente favorecidas pela
gerac#o de grandes volumes de residuos, os quais apresentam composigio cada vez mais
complexa, t€m forgado a busca de novas tecnologias de remediacfo.

O setfor téxtil, dentro do panorama atual, estd em constante crescimento
(TABELA 1) ¢ apresenta um elevado potencial poluente. Uma indistria téxtil de médio
porte apresenta um potencial poluidor de 7000 pessoas (em se tratando de carga
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hidréulica), ou 20.000 pessoas (com relag@o a carga orginica). Além disso, existe o
agravante dos efluentes serem de composi¢do extremamente varidvel, apresentando um

alto potencial de choque ao corpo receptor (Conchon, 1995).

TABELA 1: Consumo per Capita de Téxteis.

1990 1991 1992 1993 1994

Consumo (kg/habitante) [ 6.3 6,7 5,8 7,2 7.7

Fonte: ABIT-Associagio Brasileira da Industria Téxtil

Sem divida, o0 maior problema no tratamento de efluentes téxteis se deve &
presenga de corantes oriundos principalmente da etapa de tingimento, durante os
chamados beneficiamentos secundarios do processamento téxtil (FIGURA 1). Estes
corantes normalmente sdo recalcitrantes (compostos que permanecem num determinado
ambiente de forma inalterada, podendo ser naturais ou xenobi6ticos) ou apresentam uma
cinética de degradagio muito lenta para os processos bioldgicos convencionais e geram
efluentes finais (apds o tratamento) com uma coloragio ainda muito intensa (Bahorsky e
Bryant, 1995; Peres, 1997).

O setor téxtil no Brasil consome atualmente cerca de 20 toneladas/ano de
corantes. Deste montante, cerca de 30 % se perde nos residuos, sendo que a maior parte
passa por estas estagdes chamadas convencionais (normalmente lodo ativado), sendo
descarregadas nos corpos receptores (Copper e col., 1994; Furtado, 1996).

A principio, o volume de corante produzido pode parecer pouco
significativo quando comparado com o parque de maquinas instalado, no entanto
devemos atentar para o alto potencial coloridor destes compostos. O olho humano pode

detectar concentragBes de corantes reativos na ordem de 5 pg L em aguas claras de rios,

particularmente nas regides do espectro entre o vermelho e o parpuro (Pierce, 1994).
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A polui¢do de corpos d’agua com estes compostos provocam, além da
poluigdo visual, alterages em ciclos biolégicos afetando principalmente mecanismos de
fotossintese. Algumas classes de corantes e seus subprodutos, principalmente azocorantes,

podem ser carcinogénicos e/ou mutagénicos (Chung e Cerniglia, 1992; Brown e DeVito,
1993).

1.2 — Classificacio des corantes:

A molécula de um corante utilizado para tingimento da fibra téxtil pode ser
dividida em duas partes principais, o grupo cromoéforo e a estrutura responsivel pela
fixagdo a fibra.

Existem virios grupos cromdforos utilizados atualmente nos corantes mas
sem duvida o mais representativo e largamente utilizado sdo o da familia dos azocorantes
(FIGURA 2). Os azocorantes representam atualmente cerca de 60 % do mercado mundial

de corantes, sendo amplamente utilizados no tingimento da fibra téxtil (Vandevivere e
col.; 1998).

wd
RON=N R

FIGURA 2: Estrutura quimica de um azo corante.

A outra parte da molécula do corante, além do grupo croméforo, é
responsavel pela fixacdo do corante a fibra téxtil. Existem varias classes de corantes
classificados segundo a forma de fixacdo a fibra, como por exemplo, corantes acidos,
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diretos, basicos, a tina, enxofre, etc (FIGURA 3) sendo este altimo o mais utilizado
(Encyclopedia of Chemical Technology, 1990).

Reative Tia Direto Enxofre

classes de corantes
FIGURA 3: Consumo brasileiro de algumas classes de corantes para tingimento de

fibras celulésicas (Mangold, 1995).

Os corantes reativos sdo assim chamados porque possuem a capacidade de
formar ligagtes covalentes com a fibra (FIGURA 4). A isto se deve o fato destes corantes
poderem ser aplicados quase que universalmente com boas caracteristicas de tingimento,
solidez e estabilidade quimica (Mangold, 1995; Alcantara e Daltin, 1996).
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sitio croméforg— S0,CH,CH,080;Na

pH=9-12
temp=30-7OOC

[sitio croméfor¢—SO,CH=—CH,
/ Celulose \OH' » 10
[ sitio croméfor¢— S0,CH,CH,O—cehulose [ sitio croméford— SO,CH,CH,0H

FIGURA 4: Interaglio do corante reativo com a fibra téxtil (Pelegrini e col, 1999).

1.3 — O uso do ozénio no tratamento de efluentes:

O ozdnio, a forma triatdmica do oxigénio, apresenta-se como um gas incolor
e de odor pungente. Em fase aquosa, 0 0zénio decompde-se rapidamente a oxigénio e
espécies radicalares. O ozbmio ¢ um agente oxidante muito poderoso (E° = 2,08 V)
quando comparado a outros agentes oxidantes, como por exemplo H,0, (E° = 1,78 V),
permitindo que esta espécie possa reagir com uma numerosa classe de compostos (Masten
e Davis, 1994; Chamarro, 1996; Kunz e col, 1997a).

Devido a instabilidade do oz6nio, o que impede sua armazenagem, torna-se
necessario sua geragdio “in situ”. Dentre os diferentes processos utilizados para a gerago
de oz6énio, o mais difundido é o método de descarga por efeito corona (FIGURA 5), sendo
atualmente utilizado em praticamente todos os ozonizadores disponiveis comercialmente.
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FIGURA §: Geragéo de 0z6nio por efeito corona (Lin e Yeh, 1993).

Neste método, o ozdnio € gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro
entre dois eletrodos submetidos a uma elevada diferenca de potencial (aproximadamente
10 KV). Isto causa a dissociagiio do oxigénio, sendo a formagsio do ozdnio conseqiiéncia
da recombinagio de espécies radicalares de oxigénio, com moléculas de oxigénio
presentes no sistema. O rendimento deste processo varia entre 1 a 4 % (m/m) ¢ entre 6 a
14 % (m/mm) para sistemas alimentados por ar oun oxigénio, respectivamente (Rice, 1996).

A partir de sua descoberta e considerando-se suas caracteristicas altamente
oxidantes, o ozdnio despertou grande interesse, sendo atualmente empregado para as mais
diversas finalidades. Sua primeira aplica¢dio em escala industrial ocorreu no inicio deste
século, na Franca, sendo utilizado no tratamento de 4dguas de abastecimento (Weber e col,
1986; Glaze, 1987, Mark, 1994).

No entanto, a grailde dificuldade encontrada para utilizagdo de ozdnio em
larga escala foi o alto custo dos sistemas de geragéo deste gas. Contudo, nesta década, o
ozdnio adquiriu novamente importéincia no cenério internacional, principalmente devido
a0 seu emprego na industria de papel, onde vem substituindo o uso de cloro no processo
de branqueamento de polpa celulésica (Rounsaville e Rice, 1997). A principal
caracteristica deste processo € a obteng#io de polpas livre de cloro, o que tem colaborado
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para uma diminui¢éio da contamina¢io do meio ambiente pela indastria de papel. Isso
impulsionou o desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitaram a construgio de
ozonizadores de menor custo e de maior eficiéncia de conversdo. Com isso, o 0zdnio tem
se tornado atrativo para aplicag@o em outros campos, como por exemplo no tratamento de
efluentes, motivado principalmente pelo barateamento de seus custos de geragdo.

A oxidagdio de poluentes através do ozdnio pode ocorrer de maneira direta
ou indireta (Masten e Davis, 1994):

1.3.1 Oxidacdo direta:
Através deste processo a molécula de ozdnio reage diretamente com outras
moléculas orgAnicas ou inorgénicas através de reagdes de adigéo eletrofilica (FIGURA 6).
O ataque eletrofilico pela molécula de 0zdnio pode ocorrer em itomos que carreguem
uma densidade de carga negativa (N, P, O ou carbonos nucleofilicos) ou as ligagdes
duplas ou triplas do tipo carbono-carbono, carbono-nitrogénio e nitrogénio-nitrogénio

(Lin e Yeah, 1993).

NO; + O; - NO; + O,

CN'+ 0; > CNO + O,

SOs* + 05 - SO/ + 0,

R,C=CR; + O; - RCHO; R,CO; RCOOH (onde R = rad. alquila ou H)

FIGURA 6: Alguns exemplos de oxidagdo direta com ozénio (Esplugas, 1995)

1.3.2 - Oxidacfo mdireta:

Indiretamente o ozdnio pode reagir via radical livre (principalmente *OH) que ¢é
gerado pela decomposi¢do do ozbnio (FIGURA 7). O radical hidroxila é um oxidante
poderoso (E° = 2,80V) e ndo seletivo podendo reagir através de trés mecanismos; i)
abstragdo de hidrogénio, ii) transferéncia de elétrons ou iii) adiglio radicalar (FIGURA 8).
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Os radicais secundérios formados durante estas reages podem reagir com o 0zdnio ou
outros solutos.

0; + H,0 2= H,0; + 0,
‘H0, 2% 2°OH

03 + OH —» O, + HO,

03 + HO, —» 20, + "OH

FIGURA 7: Reagdes de decomposicio do oz6nio formando espécies radicalares
(Peleg, 1976; Chamarro e col., 1996).

CLCH +°0H — CLC" + H,0 (sbstragfio de hidrogénio)
COs” + *OH —» CO;" + "OH (transferéncia de elétrons)

H
@ +‘OH — OH (adigio radicalar)

FIGURA 8: Tipos de reagdes iniciadas pelo radical hidroxila (Calvosa e col,
1991). |

Para o tratamento de efluentes téxteis o 0zonio apresenta-se muito atrativo e
com a possibilidade de aplicagéo considerivel. Como os grupamentos croméforos das
moléculas dos corantes geralmente sdo compostos orgdnicos policiclicos com ligagSes
duplas do tipo carbono-carbono, carbomo-oxigénio, carbono-nitrogénio e nitrogénio-
nitrogénio; estas ligagdes podem ser clivadas dando origem a outras moléculas menores,
perdendo suas caracteristicas iniciais.

Neste sentido, vérios estudos tém demonstrado a eficiéncia do ozdnio na
remogdo de cor destes efluentes. Lin e Lin (1994) observaram a descoloragiio de efluente
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téxtil submetido a ozonizaglio em contra-corrente em tempos geralmente inferiores a
cinco minutos. Shu e Huang (1995) estudando uma mistura de oito azo corantes, Liakou e
Liberatos (1998) estudando a degradago do corante azo laranja 2 e Wu e col (1995),
estudando processos alternativos para tratamento de efluentes de uma indistria de
corantes reativos, observaram uma rapida cinética de descoloragio das matrizes em
questio.

1.4 — A utilizac&o de fungos no tratamento de efluentes:

Os estudos envolvendo a biodegradagéo de efluentes toxicos e recalcitrantes
tem aumentado significativamente nos dltimos anos. Uma principal aten¢io vem sendo
dispensada a classe de fungos denominadas basidiomicetos, considerados como a mais
‘evoluida classe de fungos. Estes fangos apresentam aplicagbes na indistria alimenticia, na
producdo de enzimas, na biopolpagio, no tratamento -de efluentes, etc. Eles sfio
classificados de acordo com o tipo de degradagdo que provocam na madeira (Esposito,
1992):

Fungos de decomposiciio macia (“soft rot fungi”): Degradam a lignina a uma
velocidade menor do que os polissacarideos, produzindo um amolecimento caracteristico
na superficie da madeira.

Fungos de decomposiciio marrom (“brown rot fungi”): Degradam a porgio
polisacaridica da madeira, causando limitadas modificagdes na lignina, sem alteragdo do
anel aromatico.

Fungos de decomposic¢iio branca (“white rot fungi”): Atacam indistintamente os
trés componentes da madeira (celulose, hemicelulose e lignina) com velocidades
similares.

Dentre os fungos basidiomicetos de decomposigio branca, Phanaerochaete
chrysosporium, isolado no inicio da década de 70, tem demonstrado resultados muito
promissores na biodegradagdio de compostos e efluentes recalcitrantes (Haimann, 1995;
Reddy, 1995; Zhang e col, 1998 e Swamy e col., 1999).
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O interesse por este fungo se deve principalmente & expressio de algumas
enzimas extracelulares (principalmente lignina peroxidase e manganés peroxidase)
capazes de degradar uma gama de compostos xenobidticos e recalcitrantes (Barr e Aust,
1994).

1.4.1 - Peroxidases:

Esta familia de enzimas é assim chamada porque dependem do peréxido de
hidrogénio para que se tomem ativas. A FIGURA 9 representa o ciclo catalitico de uma
peroxidase. Em um ciclo normal, a forma férrica da enzima ¢ oxidada por peréxido de
hidrogénio ao radical oxi-ferril, conhecido como composto 1. Este composto ¢ entio
reduzido pela transferéncia de um elétron do substrato (ex: lignina) para a forma
conhecida como composto II. Uma subsequente transferéncia de elétron de outra
molécula do substrato para enzima faz com esta retorne a sua forma inicial. O composto
III refere-se a forma inativa da enzima.

0,0, H0
NN
Fe*' > Fe*

FIGURA 9: Ciclo catalitico da peroxidase (Deurzen e col., 1997 e
Timofeevski e col., 1998)
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1.4.1.1 - Lignina peroxidase (LIP)
A lignina peroxidase (FIGURA 10), uma enzima extracelular, foi isolada
pela primeira vez em 1983. Esta enzima ¢ uma hemeproteina de massa molecular entre 38
¢ 43 KDa, com ponto isoelétrico entre 3.2 e 4,7, possui um potencial de oxidagio superior
as peroxidases tipicas, como por exemplo a peroxidase de rabanete (HRP) (Tien e Kirk,
1984; Duran e Esposito, 1997). A lignina peroxidase, devido a sua baixa especificidade,
possut a capacidade de oxidar uma variedade de compostos xenobidticos, dentre eles

compostos aromaticos fenolicos e ndo fenolicos (Ander e Marzullo, 1997).

FIGURA 10: Visdo estérica da lignina peroxidase, mostrando o grupo ferro

protoporfirina (heme) ao centro.
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1.4.1.2 Manganés Peroxidase (MnF)

A manganés peroxidase (FIGURA 11), também uma peroxidase extracelular
for identificada pela primeira vez em culturas de P. chrysosporium no ano de 1984. Possui
massa molecular entre 45 e 47 KDa e ponto isoelétrico entre 4,2 e 4,9. Esta enzima &
dependente do fon Mn”", responsavel pela transferéncia de elétron para enzima durante

seu ciclo catalitico normal (Barr e Aust, 1994).

FIGURA 11: Visdo estérica da manganés peroxidase, com o grupo heme ao

centro.

Trabalhos especificamente relacionados com a degradacdo fungica de
efluentes téxteis sdo pouco frequentes na literatura recente. No entanto, varios estudos que
demonstram a descoloragio e mineralizagio de corantes isolados, especialmente
utilizando-se o fungo de decomposi¢do branca P. chrysosporium tem sido reportados.

Spadaro e col (1992) demonstraram a capacidade de mineralizagdo pelo fungo de uma
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variedade de azo corantes, sendo que a capacidade de degradagdo deste dependeu da
natureza dos grupos substituintes dos anéis aromaticos dos corantes. Kirby e col (1995),
também estudando uma miétura de corantes sintéticos, observaram uma lenta cinética
para redugdo de cor do substrato, sendo necessdrio um tempo de sete dias para sua
reducgiio completa.

Ollikka e col (1993) estudou a descoloragéio de corantes azo, trifenilmetano,
heterociclico ¢ polimérico por isoenzimas da lignina peroxidase (LiP) do P.
chrysosporium. Dez diferentes tipos de corantes foram testados pela enzima bruta com a
redugéio na cor variando entre 50 e aproximadamente 75 %. A habilidade das isoenzimas
para descolorir 0s corantes na presenga de alcool veratrilico, um metabélito secundéario
encontrado em culturas lignoliticas que pode anumentar a atividade de ligninina peroxidase
in vitro, também foi estudada sugerindo que a lignina peroxidase possui um papel
importante na descoloragio dos corantes apresentados acima. Segundo Paszczynski e
Crawford (1991), vérios azo corantes poliaromiticos podem ser decoloridos pelo
P.chrysosporium em culturas lignoliticas, com as taxas de degradacfio individuais
dependendo de suas estruturas, sendo sua degradacgio aumentada com alcool veratrilico.
Banat ¢ col (1996) também reportaram uma eficiente capacidade de descoloragéio de
corantes pelo fungo Phanaerochaete chrysosporium, principalmente quando alcool
veratrilico se encontrou presente no meio. Zhang e col. (1998) utilizando um bioreator de
leito fluidizado observaram uma aita eficiéncia de descoloragdio para o corante téxtil
laranja I1, com o bioreator mantendo-se eficiente apds dois meses de trabalho continuo.

1.5 - A Integraciio de Processos Quimicos e Biolégicos:
Atualmente, estiio a disposi¢éo uma grande variedade de processos fisicos,
quimicos e biologicos, passiveis de utilizagio em rotinas de tratamento de 4guas e
efluentes. Por serem de natureza diversa, cada um destes processos apresenta um copjunto
particular de vantagens e desvantagens, principalmente associado a importantes
pardmetros praticos como por exemplo eficiéncia, versatilidade e custo.
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Os processos fisicos, principalmente representados por operagdes
envolvendo precipitaglio, adsorgfio, “air striping” e filtragdo por membranas, podem ser
bastante eficientes em relagéio a remog#o dos contaminantes de interesse. Estes processos
no entanto nio envolvem a destruicio dos substratos em questio, apenas uma
transferéncia de fase. |

A oxidag#io quimica apresenta-se geralmente muito eficiente, contudo, o
custo dos reagentes ou o dimensionamento de reatores torna muitas vezes o processo
desinteressante sob o ponto de vista econdmico.

Os processos biolégicos siio limitados pela presenca de compostos
recalcitrantes a biodegradagdo, inibitdrios ou toxicos aos microrganismos e pela lenta
cinética de degradacdio (Scott e Ollis, 1995).

Portanto, o tratamento de um dado efluente, levando-se em conta as
limitagGes mencionadas acima, pode requerer a combinagiio de processos para obter-se
resultados satisfatérios a um custo também nfio muito elevado. A combinagiio de
processos quimicos ¢ biolégicos ¢ especialmente atrativa pois o primeiro pode ser usado
na degradagio de compostos recalcitrantes ao segundo, aumentando a biodegradabilidade
do efluente, 0 que ¢ muito Gtil -haja visto que os processos biolégicos normalmente
apresentam um custo mais baixo que os processos quimicos (Esplugas e col, 1996).

A combinacdio de processos quimicos e biolégicos para o tratamento de
efluentes téxteis € de especial interesse, pois os corantes presentes neste efluente
geralmente siio recalcitrantes 2o tratamento biolégico convencional.

Dentre os processos combinados utilizados para o tratamento de efluentes
texteis os que tém sido mais utilizados sdo aqueles envolvendo a adigéio de um floculante
com um posterior tratamento biolégico (Vandevivere e col. 1998). Altinkas e col (1995)
observaram uma eficiéncia de remogéio de 94 % na DQO, utilizando-se uma coagulagio
do efluente com alumina seguido de um tratamento com lodo ativado. No entanto, esta
 alta eficiéncia de remog#o muitas vezes torna-se desinteressante, pois implica na geragéio
de grandes volumes de lodo de dificil disposigao.
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O pré-tratamento com oz0nio apresenta-se¢ como uma alternativa mais
vidvel que o tratamento fisico-quimico, pois nfio apresenta o problema de actimulo de
lodo, apresentando-se igualmente eficiente especialmente na redugio de cor do efluente
téxtil (Churchley, 1994 e Tzitzi e col, 1994).

A existéncia de poucos trabalhos combinando ozoniza¢do com tratamento
biologico (Roy-Arcand e col, 1996) e praticamente a inexisténcia de processos
envolvendo fungos toma este trabalho altamente interessante e com perspectivas muito
promissoras para o proximo século. Haja visto que as duas tecnologias ndo envolvem a
geragdo de grandes quantidades de biomassa sendo portanto tecnologias limpas ndo
envolvendo a produgio de altas quantidades de residuos, de dificil disposi¢do e muitas
vezes ainda com um potencial altamente toxicos oferecendo um grande perigo ao meio

‘ambiente.
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2 - OBJETIVOS DO TRABALHO

O presente trabalho de doutorado apresentou como objetivos principais:

e Otimizagdo das condi¢Ses experimentais para remediacdio do efluente

téxtil de cada um dos processos (quimico ¢ biolégico) isoladamente.

e Sequenciamento dos processos:

- quimico X biologico

- biolégico X quimico.

e Avaliagio da eficiéncia dos processos, isolados e combinados,
principalmente através de:

Carbono orgénico total (COT).

Descoloragio.

Toxicidade.

Fenois totais.

Anélise de intermediarios (principalmente CPG).
Consumo de ozdnio.

Atividade enzimatica (principalmente LiP).
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3 — PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Coleta do efluente téxtil:

O efluente téxtil utilizado para os estudos preliminares foi coletado
junto a uma empresa téxtil situada no municipio de Americana - SP. Foram
coletadas amostras do efluente bruto e tratado. A amostra correspondente ao efluente
bruto foi compostada pela coleta didria de amostras durante uma semana, enquanto
que a amostra do efluente tratado foi coletada pontualmente (sem compostagem) na
saida da estagdio de tratamento de efluentes. As amostras foram armazenadas sob

refrigeragdo a aproximadamente 4 °C.

3.2 — Amostras de corantes utilizados:
Os corantes utilizados para este estudo foram obtidos junto a uma
empresa téxtil situada na regiio de Campinas, ndo sendo realizado nenhum

tratamento prévio de purificagdo.

3.3 — Estudos preliminares no tratamento de efluente téxtil com o P.
chrysosporium:

3.3.1 - Cultivo do fungo em meio sélido:

Prepararam-se trés meios de cultura distintos, conforme mencionado
na TABELA 2. Os meios de cultura foram autoclavados a 1 atm por 15 minutos e
transferidos para placas de petri (em triplicata). O fungo liofilizado (ATCC 24725),
inicialmente reidratado, foi repicado nestes meios (em triplicata) e incubado em
estufa a 37 °C por 5 dias.
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TABELA 2: Meios de cultura utilizados para cultivo do fungo em meio sélido.

meio composiciio

mca extrato de malte (1,5 %) e agar (2%)

mc b efluente bruto ajustado a pH 5 e agar (2%)
me ¢ efluente tratado ajustado a pH 5 e agar (2%)

3.3.2 - Cultivo do fungo em meio liguido:
3.3.2.1 - Preparagdo da suspensdo de esporos:

Preparou-se 250 mL de meio de cultura contendo extrato de malte (1,5
%) e agar (2,0 %). O fungo liofilizado (ATCC 24725) foi reidratado e repicado em
placas de Petri, incubado em estufa a 37 °C por 5 dias.

Apoés o quinto dia, as placas de Petri contendo o meio citado acima
foram lavadas com agua esterilizada e a suspensdo resultante foi filtrada em funil
contendo 12 de vidro previamente esterilizada. Retirou-se 1 mL da suspensdo filtrada
e completou-se a 5 mL, medindo-se sua absorvéncia a 650 nm para determinagdo de
sua concentragdo conforme descrito pela relagfio abaixo (Linko, 1986):

absxleO6
0,1843

nesporos/mL =

3.3.2.2 - Inoculacdo da suspensdo de esporos no efluente:
A suspensdo de esporos obtida conforme descrito acima foi inoculada
a aliquotas de 75 mL de efluente bruto e tratado, sendo todas ajustadas a pH 5,0. A
suspenséio de esporos foi adicionada & concentragio final de 2,2 x 10° esporos mL™,
conforme procedimento adaptado de Linko e Zhong (1987). Todas as amostras
foram previamente esterilizadas ¢ inoculadas em duplicata com amostras controle
(amostras originais sem inoculagdo de esporos) para o efluente bruto e tratado. As



Parte Exprimental 21

amostras foram mantidas sob agitagio a 120 rpm, a 37 °C, por 5 dias e

posteriormente submetidas a determinagdo de agicares redutores e cor.

3.4 - Experimentos realizades no Laboratério de Recursos Naturais
Renovables - LRR (Universidade de Concepcion - Chile)
3.4.1 - Ozonizacido das solugdes de corantes:
3.4.1.1 - Produgdo e medida de ozénio:
O ozdnio foi gerado a partir de oxigénio puro, utilizando-se um
ozonizador marca OZOCAV ZT-2 (Inter Ozone Ingenieria Ecologica, Santiago-
Chile). O oz6nio produzido foi determinado espectrofotometricamente fazendo-se

passar a corrente gasosa que contém a mescla de oxigénio e 0z6nio por uma célula

de fluxo a 258 nm (€ = 3000 L mol™ cm™) (Chiou e col., 1995).

3.4.1.2 - Ozonizagdo:

As solugbes de corantes foram submetidas a ozonizagio em pH 7 e 11,
temperatura ambiente, num reator tubular de 500 mL com dispersor de vidro
sinterizado liberando o gas da base do reator. O volume de amostra ozonizado foi de
400 mL, a vazdio de entrada do gas foi ajustada a 15 (= 1) L de O, h"', obtendo-se
concentragdo de O; no gis de 13 (1) mg L, observando-se um tempo de 10
minutos antes do inicio da ozonizagfio para que o equipamento atingisse o estado
estacionario (Kunz e col, 1999). Os intermediarios de reagdo formados foram

submetidos a analises por CLAE, toxicidade (microtox®), DQO, cor e COT.

e ——— — ———————— e e e e e s e o N

A toxicidade aguda do efluente antes e ap6s a ozonizagdo foi avaliada
utilizando-se bactérias bioluminescentes, método este conhecido como microtox®.
Este bioensaio utiliza como organismo teste a bactéria marinha Vibrio fisheri. Essas

bactérias emitem luz como mecanismo de liberagdo de energia durante seu
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metabolismo normal. A intensidade de luz emitida é, portanto, uma medida da
atividade metabélica destas bactérias. Quando estas bactérias sio expostas a uma
amostra“toxica a atividade enzimitica da enzima luciferina (responsivel pela
luminescéncia) ¢ inibida (Ronco, 1992). Os resultados sdo expressos em termos de
EC50, que significa a concentragdo que causa uma redugio de Inz de 50 % na
emissdo de luz. Depende do tempo de exposi¢do, da temperatura e logicamente da
natureza quinica dos contaminantes presentes na amostra.

Os valores de EC50 foram obtidos utilizando-se regressdo linear
mediante incubagdo da solugfio de bactérias a temperatura de 15 °C e tempo de 15
minutos. Uma solugfio de fenol foi utilizada como padrdo positivo para o controle
de toxicidade.

3.4.3 — Métodos analiticos utilizados nos experimentos realizados no LRR:
3.4.3.1 - Determinagdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO):

As determinagdes de DQO foram realizadas segundo o método da
digestdio em meio acido e sob aquecimento com uma concentragéio conhecida de
dicromato de potassio e posterior titulagio do dicromato remanescente com sulfato
ferroso amoniacal utilizando-se ortofenantrolina como indicador (APHA, 1989).

3.4.3.2 - Andlises por CLAE:

As andlises de CLAE foram realizadas num cromatégrafo Shimadzu
modelo D - 6000. A fase mével foi composta de Metanol:H,O (50:50) contendo 1
mol L de acido acético, todos os reagentes utilizados foram grau CLAE, todas
amostras submetidas a analise tiveram seu pH pré ajustado a 7. Utilizou-se uma
coluna Lichrospher 100 RP-18 (5 um), com temperatura mantida a 40 °C durante a
eluigio a 0,8 mL min™'. O volume injetado foi de 20 pL e a detecglio realizada a
254 nm (Shu e Huang, 1995).

»
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3.4.3.3 - Determinagdo de sulfato (SO*):

O sulfato foi determinado utilizando-se 0 método turbidimétrico que se
baseia na precipitacio de BaSO, ¢ na medida da turbidez resultante a 450 nm e
posterior comparagio com uma curva de calibragdo de sulfato (Hatch, 1991).

Um pré-tratamento na amostra inicial fez-se necessario (extragdo
liquido-liquido) para retirar o corante da matriz, haja visto que este estava
adsorvendo-se no precipitado de BaSO, formado, fazendo que a amostra
apresentasse uma absorgdo menor que o branco. Varios solventes foram testados

tendo o acetato de etila se mostrado mais eficaz para o sistema em questdo.

3.4.3.4 - Determinagdo de cobre total por espectrometria de absorcdo
atomica (EAA): |
A determinagéio de cobre foi realizada utilizando-se um espectrometro
GBC 908 AA em chama ar-acetileno utilizando-se uma lampada de cobre de catodo
oco para detec¢do. Todas amostras foram analisadas em triplicata.

3.5 — Tratamento do efluente téxtil com o fungo P. chrysosporim:

3.5.1- Preparacéo da suspensio de esporos:
De acordo com o procedimento descrito no item 3.3.2.1

3.5.2 - Inoculagéio da suspensio de esporos no efluente:

A suspensdo de esporos obtida conforme descrito no item 3.3.2.1 foi
inoculada em Erlenmeyers contendo 75 mL de efluente (com pH previamente
ajustado a 4,5) e 1,7 g de nylon (marca 3M), como suporte, cortado em pedagos de
0,5 x 1,0 x 1,0 cm. A suspensdo de esporos inoculado foi a correspondente a 2,2 x
10° esporos mL™. Os Erlenmeyers foram posteriormente incubados sob agitagdo
(150 rpm), a 37 °C, em duplicata, mais uma amostra controle nas mesmas condigdes,

mas sem a adi¢do do fungo.
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Apés redugdo e estabilizagfio dos aguicares redutores, alcool veratrilico
(para ativar a enzima LiP) ¢ Tween-80 (detergente usado para facilitar a difusio da
enzima do miscélio para a solug#io) foram adicionados para obter-se uma
concentrago final de 0,6 mmol L” e 0,13 % respectivamente, com a agitago
reduzida a 60 rpm.

Pulsos diarios de oxigénio (vazfio entre 10 e 15 L h™") de 2 minutos
foram dados as amostras contendo o efluente e o fungo inoculado, nos dias seguintes
a ativagdo com alcool veratrilico.

A amostra controle constituiu-se de efluente a pH 4,5 e suporte sem
inoculagéo da suspensfo de esporos. Em alguns Erlenmeyers, onde a suspensdo de
esporos foi inoculada, nfio foi adicionado &alcool veratrilico para verificar a
influéncia na atividade enzimatica.

3.5.3 - Meio sintético para crescimento do fungo:
Este meio sintético para crescimento do fungo P. chrysosporium,
limitado em nitrogénio, foi preparado conforme descrito por Linko € Zhong (1987)
com algumas modificagdes.
Para a preparagéo de 1000 mL de meio sintético final adicionou-se
- 500 mL da solugéo tampéo tartarato (0,04 mol L™).
- 20 mL de solugéo de glicose 10 %.
- 1 mL de solugéio de vitaminas (nfo deve ser esterilizada em autoclave!!!)
- completou-s¢ a 1 Litro com agua destilada.

3.5.3.1 - Preparagdo da solugdo de elementos trago: |
A solugdo de elementos tragos foi preparada contendo os elementos
mencionados na tabela abaixo.
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TABELA 3: Composigio da solugdo de elementos trago empregada na

formulagdo do meio de cultura sintético:

COMPONENTES CONCENTRACAO (g L)
sulfato de manganés monohidratado 1,00
sulfato de zinco heptahidratado 3,00
sulfato de cobre pentahidratado 0,01
cloreto de calcio hexahidratado 1,00
sulfato de aluminio e potassio dodecahidratado 0,01
acido borico 0,01
molibdato de sodio 0,01
nitriloacetato de sodio 1,50

3.5.3.2 - Preparagdo da solugdo de vitaminas:
Para preparar-se 100 mL desta solugdo, dissolveu-se a biotina em agua
a 60 — 70 °C (~15 mL) ¢ adicionou-se 3 a 4 gotas de NaOH 5 mol L. Dissolveram-
se os demais reagentes (TABELA 4) com agua destilada. Esterilizou-se a solugdo de
vitaminas por filtragéo (0,22 um), completou-se o volume a 100 mL e estocou-se a 4
O C. Para utilizar-se esta solugio na composi¢do do meio, diluiu-se esta solugdo 10
vezes, utilizando-se desta solugfdo diluida 1 mL para 1000 mL de meio de cultura

sintético.



Parte Exprimental 26

TABELA 4: Composigdo da solugdo de vitaminas empregada na
formmlagéo do meio de cultura sintético:

COMPONENTES CONCENTRACAO (mg L)
biotina | 40
acido folico 40
riboflavina 100
acido p-aminobenzdico 100
acido tiéctico 100
cianocobalamina 2
piridoxina 200
acido nicotinico 100
dicloreto de tiamina 1000
DL pantotenato de cilcio 100

3.5.3.3 - Preparagdo do tampdo

Dissolveu-se o0s reagentes apresentados na TABELA 5 com
aproximadamente 800 mL de agua destilada e adicionou-se a esta solugio 21,8 mL
de HsPO; (1 mol L) e 2 ml da solugdio de elementos tragos (TABELA 3).
Ajustou-se 0 pH desta solugéio a 4,5 com NaOH (5 mol L), o volume foi
completado a 1000 mL com agua destilada.

Para esterilizago, dividiu-se o volume em 2 Erlenmeyers de 1000 ml..
Também esteriliza-se 500 mL de agua destilada ¢ aproximadamente 50 mL de
glicose 10 %, este material foi esterilizado em autoclave a 1 atm e 121 °C por
aproximadamente 15 minutos.
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TABELA 5: Composi¢do do tampéo tartarato (0,04 mol L) empregado na
formulagdo do meio de cultura sintético.

COMPONENTES CONCENTRACAO (g L)
acido (L+) tartérico 6,00
sulfato de magnésio heptahidratado . 1,00
cloreto de cdlcio hexahidratado 0,20
sulfato de ferro heptahidratado 0,04
tartarato de amonio 1,32

3.5.4 - Ensaio de adsorgéo do efluente no miscélio do fungo:

Ao miscélio do fungo, crescido no meio de cultura conforme descrito
no item 3.5.3, foram adicionados 75 mL de efluente téxtil bruto compostado em
duplicata. A outro erlenmeyer foram adicionados apenas 75 mL de efluente. As
amostras foram esterilizadas em autoclave e submetidas a agitagdo por 5 dias.

Posteriormente determinou-se a absorvancia de ambos efluentes em 400, 500, 550 e
600 nm.

3.6 - Tratamento com ozonio:
3.6.1- Geracdo e medida de 0z0nio:

Conforme descrito no item 3.4.1.1.

3.6.2 - Ozonizag#o:
Os efluentes submetidos a ozonizagdo tiveram seu pH previamente
ajustado ao valor desejado, sendo ozonizados a temperatura ambiente, num reator
tubular de 500 mL com dispersor de vidro sinterizado liberando o gas da base para o

topo do reator. O volume das amostras ozonizadas foi de 400 mL, a vazfio de
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entrada do gas foi ajustada a 10 (£1) e 15 (1) L de O, h” obtendo-se concentragdes
de Os no gis de 11 (1) e 10 (+1) mg . L respectivamente, observando-se um
tempo de 10 minutos para que o equipamento atingisse o estado estaciondrio. A
FIGURA 12 apresenta um diagrama esquematico completo do equipamento
utilizado nos experimentos com ozdnio.
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FIGURA 12 : Diagrama esquematico do sistema de ozonizag#o, com vista frontal (A) e lateral (B) do reator.
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3.7 - Métodos analiticos utilizados nos itens 3.3; 3.5 e 3.6:
3.7.1 - Determinacdo de agtcares redutores (método do DNS (Miller, 1959)):
Para a determinagdo de agicares redutores foram adicionados a 1,5 mL
do reagente DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico), 0,75 mL de amostra (previamente
centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos). A mistura foi incubada num banho térmico
a 100 °C por 5 minutos. Apés este periodo a amostra foi resfriada a temperatura
ambiente e a absorvincia medida a 540 nm. Os resultados foram comparados com
uma curva padréo de glicose.
O reagente DNS foi preparado dissolvendo-se em 1,4 L de dgua os
seguintes reagentes:

Acido 3,5-dinitrosalicilico 10,6 g
Hidréoxido de Sédio 198¢g
Tartarato de Sodio e Potassio 3000 g
Fenol 7,5 mL
Bissulfito de Sodio 83g

3.7.2 - Determinagdo da atividade da enzima lignina peroxidase:

A atividade da enzima foi determinada pela oxidagdo do alcool
veratrilico a aldeido veratrilico, segundo metodologia modificada de Tien e Kirk
(1984). Foram adicionados 250 pL de caldo de cultivo filtrado, 450 pL de agua
destilada, 375 uL de tampdo tartarato de sédio 0,33 mol L™ (pH 3), 125 plL de uma
solucdo de alcool veratrilico 4,0 mmol L™ e a 50 pL de H,O, 10 mmol L. O
aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado medindo-se a absorvéncia a 310
nm (¢ = 9300 L mol” cm™). Uma unidade de lignina peroxidase corresponde a
quantidade de enzima que oxida 1,0 pmol de alcool veratrilico por minuto por mL.
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3.7.3 - Determinacdo da atividade da enzima manganés peroxidase:

A atividade de managan€s peroxidase foi determinada segundo
metodologia modificada de Kuwahara e col (1984). A 500 pL de meio filtrado
foram adicionados 100 plL de uma solugdo estoque (0,1 %) de vermelho de fenol,
100 pL de lactato de s6dio (250 mmol L), 200 uL de albumina bovina (0,5 %), 50
uL de sulfato de manganés (2 mmol L™) e 50 uL de H,0, (2mmol L") em tampdo
succinato (20 mmol L") a pH 4,5. A solugdo resultante foi incubada por 5 minutos a
30 °C e a reagdio interrrompida pela adigdo de 40 pL de NaOH (2 mol L'). A
absorvéncia medida a 610 nm. Uma unidade de manganés peroxidase é definida
como a quantidade de enzima que oxida 1,0 pmol de vermelho de fenol por mililitro

por minuto, utilizando-se um coeficiente de extingdo molar de 4460 L mol’ c¢cm™
(Michel e col. 1991).

3.7.4 - Determinacgdo de fenois totais:

A determinagio de fendis totais foi realizada segundo o método padrio
APHA (1992). O método baseia-se na reagdo entre o reagente Folin-Ciocalteu, uma
mistura dos heteropolidcidos fosofomolibdico e fosfotingstico e fendis, com
subsequente oxidagdo dos fendis e formagdo de um complexo azul com molibdénio
e tungsténio.

A 1 mL de amostra adicionou-se 250 puL da solugdo carbonato-
tartarato (200 g de carbonato de sodio, 12 g de tartarato de sodio dihidratado,
diluido a 1000 mL), 25 pL do reagente de Folin-Ciolcalteu (marca Sigma). A
solugio permaneceu em repouso por 30 minutos a 20 °C, e posteriormente a
absorvéncia lida a 700 nm. As absorvéncias foram comparadas a uma curva padrio

de fenol.



Parte Exprimental 32

3.7.5 - Determinacio de metais totais por espectrometria de absorcio atdmica
(EAA):

Amostras contendo 100 mL de amostra foram previamente digeridas
com 10 mL de HNO; concentrado (marca Nuclear) em duplicata. Todas as
determinag8es foram realizadas em duplicata, utilizando-se um ensaio em branco.

As amostras brutas constituiram-se do efluente “in natura”, as
amostras centrifugadas constituiram-se de efluente centrifugado (a pH 11) por 5
minutos a 3500 rpm. Apds digestéio o volume das amostras foi completado a 25 mL
(concentradas 4 vezes em relagfio a inicial). Posteriormente foram submetidas as
determinag¢des de metais totais conforme condi¢bes descritas abaixo:

TABELA 6: Condigdes experimentais utilizadas para determinagdes de
metais totais por espectrometria de absorgao atomica.

Cu Cr Fe Mn
A lampada(nin) 324 8 357,9 248 3 2795
fenda (nm) 0,7 0,7 0,2 0,2
Vazio .
(mL min™) 20/20 25/25 20/20 1,8/9,0
ar/acet.
t leitura (min) 1 1 1 1
I 12 22 55 20
ldmpada(mA)
3.7.6 - Determinacgio de proteina soluvel:

Proteina soluvel foi determinada pelo método de Bradford (1976)
submetido a algumas modificagdes. O método baseia-se na formagio de um
complexo soliivel entre as proteinas da solucfio ¢ o corante Comasssie Brilliant Blue
G-250 (CBB) (C.L. 42660) (Diezel e col., 1972).
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Adicionou-se 200 pL da solugdo a determinar a 4 mL de reagente CBB
diluido, aguardando-se um intervalo de 2 minutos e efetuou-se a leitura a 595 nm, os
valores de absorvéincia foram comparados a uma curva padriio de albumina bovina.

O reagente CBB 0,01% foi preparado por adigéo de 100 mg de CBB
em 50 mL de etanol 95 %. A esta solugdo foram adicionados 100 mL de acido
fosforico 85 % (p/v), completando o volume a 1000 mL com agua destilada. Para o

micrométodo esta solugdo foi diluida 10 vezes.

3.7.7 - Determinacéo de cor:

A determinagé@o de cor nas amostras de efluente foi realizada conforme
método padrio descrito por Livernoche e col (1983), submetido a algumas
modifica¢des. O efluente foi previamente ajustado a pH 11, centrifugado a 3500
rpm por 5 minutos e posteriormente ajustado a pH 7,6 com tampéo fosfato (1 mol
L"). Os comprimentos de onda fixados foram determinados pelas absorges
méximas das misturas dos corantes utilizados pela indistria téxtil na regido do

visivel.

3.7.8 - Determinac#o de cloretos:

As amostras foram previamente centrifugadas e ajustadas a pH 7. A
determinagdo de ions cloreto foi realizada potenciometricamente, utilizando-se um
potencidmetro marca Orion, modelo EA 940, mediante determinagdo de seu
potencial frente a um eletrodo combinado para fons cloreto marca Orion, modelo 96-
17B. O potencial determinado foi comparado a uma curva padriio de cloreto de
potassio.

3.7.9 — Distribui¢@o da massa molecular do efluente téxtil:

O estudo de distribui¢do da massa molecular do efluente foi realizado
através de cromatografia de permeagiio em gel (CPG). Um volume de 3 mL de
efluente téxtil previamente centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos foram aplicados
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a uma coluna de 60 x 1,5 cm contendo Sephadex G-50. A coluna foi previamente
estabilizada com NaQH-LiCl (0,1 mol L"), que também serviu de fase mével para o
sistema. A vazio foi ajustada a 0,66 mL min”’. As fragdes foram coletadas
utilizando-se um coletor de fracdes LKB Bromma modelo Ultrorac II sendo
posteriormente determinadas espectrofotometricamente a 280 nm (Ferrer e col, 1991
¢ Santiago e col, 1997). O volume vazio (Vo) da coluna foi determinado pela elui¢do
de azul dextrano (2.000.000 Da).

3.7.10 - Determinacéio de carbono orgénico total:
As determinagdes de carbono orgénico total foram realizadas através
do método da oxidagiio catalisada a alta temperatura, empregando-se um analisador
| de carbono total, marca Shimadzu, modelo TOC 5000A. Através deste método a
amostra ¢ homogeneizada, ¢ wma microporgiio ¢ injetada numa cimara de reagio
aquecida, contendo platina adsorvida sobre 6xido de aluminio. A 4gua é vaporizada
e o carbono da amostra ¢ oxidado a CO,, sendo quantificado por meio de um
analisador de infravermelho nfio dispersivo. O carbono inorginico é medido
injetando-se a amostra numa cimara de reag@o que contém acido fosforico, sob estas
condigdes o carbono inorginico é convertido a CO, e quantificado de maneira
semelhante a descrita acima. O carbono orgénico total é entdio obtido por diferenca
(Fadini, 1995).
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3.8 — Estudos de transferéncia de massa no reator de ozénio:

Estes experimentos foram realizados utilizando-se 400 mL de aguna
deionizada, ajustada a pH 2 com 4cido sulférico 1 mol L™ e temperatura de 26 °C.
A vazio do sistema durante a ozonizagdio foi de 14,89 (£0,05) L h™ sendo a
produgio de ozénio de 0,14 g h™. A concentragio de ozénio dissolvido no reator foi
determinada em intervalos previamente selecionados durante a ozonizagdo desta
solugdo utilizando-se o método colorimétrico de indigo (APHA, 1988). Foram
coletadas 2 ml. de amostra durante intervalos sucessivos de ozonizagdo em tubos de
ensaio contendo 3 mL do reagente indigo II (vide item 3.8.1). A concentragdo de
ozomio dissolvido foi determinada pela seguinte relagéo:

1_100X AA
fxbxv

mgOj.L

Onde: AA = diferenca entre a absorvéncia do branco e da amostra a 600 nm.
f = 0,42 (coeficiente de absorgdo para 0z6nio aquoso a 600 nm)
b = caminho dtico na cubeta em cm
V = volume da amostra em mL

A concentragdio de saturagdo de ozdnio no liquido foi determinada
apds 30 minutos de ozonizagio (para garantir que a fase liquida estivesse saturada
com o gas).

3.8.1 — Preparac#o da soluco do reagente indigo:
3.8.1.1 - Solucdo mde:
A solugdo mide foi preparada adicionando-se a aproximadamente 500
mL de agua destilada 1 mL de H;PO, concentrado, 170 mg do reagente indigo
trissulfonato de potassio (FIGURA 13) completando-se o volume a 1 L.
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FIGURA 13: Estrutura quimica do reagente indigo trissulfonato de potassio.

3.8.1.2 Solugdo Indigo I:
A solugdo indigo I foi composta de 20 mL da solugéo mée, 10 g de
fosfato didcido de s6dio, 7 mL de H3;PO; concentrado e o volume final completado
alL.

3.8.1.3 Solugdo Indigo II:
Esta solug#o foi composta de 100 mL da solugfio mie, 10 g de fosfato
di4cido de sédio, 7 mL de H;PQ, concentrado ¢ o volume final completadoa 1 L.

Obs: As solugdes indigo I e II tem validade de 1 semana sob abrigo da luz.

3.9 — Ensaios de toxicidade:
3.9.1.1 - Cultura da alga:

Como organismo indicador foi utilizada a alga verde de agua doce,
Scenedesmus subspicatus (cepa namero 8681 SAG) adquirida na colegdo de culturas
de algas do "Pflanzenphysiologisches Institut" localizado em Géttingen na
Alemanha. '

A cultura da alga, recebida em meio sélido (Agar 2% + meio A), foi
transferida com auxilio de alga de platina, sob condigles estéreis, para um
Erlenmeyer de 125 mL contendo o meio A (TABELA 7). Esta pré-cultura foi
deixada sob agitagsio a 100 rpm e 23 °C por 14 dias sob intensidade luminosa, entre
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6000 ¢ 8000 Lux. Apds este periodo, retirou-se 1 mL da pré-cultura em condigdes
estéreis ¢ transferiu-se novamente para um Erlenmeyer de 125 ml contendo 30 mL
do meio A para servir de inéculo para uma nova cultura. O periodo de crescimento
foi de 2 a 4 dias sob as mesmas condi¢des da pré-cultura e esta foi utilizada como
in6culo para a realizagfio do ensaio de toxicidade. A suspensdo de algas foi diluida,
quando necessério, para obter a concentragfio de alga desejada para o inéculo das
amostras (absorvancia de 0,160 a 680 nm).

3.9.1.2 Preparacdo do meio A:
A constitui¢do da solucdo de nutrientes € mostrada na TABELA 7, as
solugdes estoques foram autoclavadas a 120 °C por 15 min e estocadas no escuro a 4
%C. A preparagio da solugfo de nutrientes foi realizada através da adigéio de 100 mL
da solugdio estoque 1, 10 mL da solugdo estoque 2, 10 mL da solugéo estoque 3 ¢ 10
mL da solugio estoque 4 e o volume final foi completado a 1000 mL.
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TABELA 7: Constitui¢io da solugio de nutrientes utilizado para o cultivo da

alga S. supspicatus.

autriente Concenu::':: :: soluciio Conc:':;lt::::u ﬁ;al na
Solugdo estoque 1: macro-nutrientes
NH,C1 1,50g L 15,00 mg L
MgCl,.6H,0 1,20g L 12,00 mg L™
KH,PO, 0,16g L 1,60 mg L
CaCl,.2H,0 1,80g L 18,00 mg L
MgS0,.7H,0 1,50¢ L 15,00 mg L~
Solucdo estogue 2: Fe-EDTA
FeCl;.6H,0 80,00 mg L 80,00 ug L*
Na;EDTA.2H,0 100,00 mg L 100,00 pg L™
Solugdio estoque 3: elementos trago
H3;BO; 185,00 mg L™ 185,00 pg L
MnCl,.4H,0 415,00 mg L 415,00 ug L
ZnCl, 3,00mg L’ 3,00 pg L™
CoCl,.6H,0 1,50 mg L? 1,50 ug L
CuCl,.2H,0 0,01 mg L 0,01 pg L
Na;Mo00,.2H,0 7,00 mg L 7,00 ug L™
Solugdo estogque 4: NaHCO;
NaHCO, 50,00 g L™ 50,00 mg L™

3.9.1.3 Condicdes do ensaio:
As vidrarias necessirias para a realizagio deste ensaio foram
previamente lavadas com HC1 10 % para a remog#o total de tragos de nutrientes.

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 125 ml aos quais

foram adicionados, amostra em diferentes diluictes, meio A e uma quantidade
definida de alga (10° cel mL™), que comresponde a uma absorvéncia de 0,160 a 680
nm (méximo de absorgfio da clorofila a). Os ensaios foram realizados em duplicata
para cada dilui¢dio da amostra, sendo que o volume final em todos os erlemeyers foi
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de 30,0 mL, conforme o esquema apresentado na TABELA 8. Para cada diluigo
amostras controle também foram incubadas com a mesma constituigdo das amostras,
no entanto sem adi¢do da alga. Um controle para a comparagiio do crescimento da
alga nas diluigdes demonstradas na TABELA 8 também foi incubado em triplicata
sendo este constituido de 26 mL de Agua destilada, 3 ml de meio A e 1 mL de
indculo da alga. A prova positiva do teste foi realizada frente a ao fon Cu®* ( a partir
de uma solugéio de CuCl), conforme descrito por Reginatto e col. (1998).

TABELA 8: Esquema para a realizagfio do ensaio de toxicidade com a alga S.
subspicatus.

Diluigdio | Amostra Agua Meio de | Indculo 10° | Volume final

(%) probiema destilada cultura |células/mL do teste

(mL) para diluiggdo| (meio A) {mL) (mL)
(mL) (mL)

86,0 26,00 0 3,00 1,00 30,00

50,0 15,00 11,00 3,00 1,00 30,00

25,0 7,50 18,50 3,00 1,00 30,00

12,5 3,75 22,25 3,00 1,00 30,00

As concentragbes iniciais de alga em cada Erlenmeyer foram
determinadas logo apés a preparagio do indéculo. Os FErlenmeyers foram
posteriormente incubados 4 temperatura de 23°C e sob agitagdo constante (100
Ipm).

A fonte luminosa (luz tipo branca universal) necessaria ao crescimento
da alga encontrava-se a aproximadamente 50 ¢m acima dos banhos termostatizados
(FIGURA 14). As intensidades luminosas (aproximadamente 70 mmol m? s™) de
cada lugar do banho termostatizado foram medidas com auxilio de um luximetro na
altura da limina d'4gua onde os erlenmeyers permaneceram pelo periodo de
realizagio do teste. Ap6és 72 horas foi realizada novamente uma medida da

concentragdo da alga no controle e nas diferentes diluigdes da amostra.
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FIGURA 14: Sistema utilizado no teste de toxicidade com a alga

Scenedesmus subspicatus.

3.9.1.4 Medida da concentracdo da alga:

As medidas da concentragdo da alga em solugdo foram determinadas
atraves da medida da fluorescéncia da clorofila a das culturas de alga tanto controle
quanto nas amostras. O comprimento de onda de excitagdo foi a 465 nm e a emissdo
determinada em 685 nm utilizando-se um fluorimetro marca Aminco modelo SPF-
500 C™,
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3.9.1.5 Expressdo dos resultado do ensaio:
A taxa de crescimento didrio das algas («) foi determinada conforme
equagio abaixo:

wdia = [(tn Ez) - (InEo)] x 24
72

onde:

p/dia = taxa de crescimento diario da alga

Eo= medida da concentragdo da alga no tempo zero
E7; = medida da concentragio da alga apos 72 horas

No caso de amostras toxicas, a taxa de crescimento didrio (u /dia) da
amostra deve ser menor que o u diario do controle. A toxicidade das amostras foi
representada em termos de porcentagem de inibigdio do crescimento das algas em

relagdo ao controle, calculada conforme descrito a seguir.

% inibigdo =100 - (u,+100)
He
onde:

1e= taxa de crescimento diario da alga na amostra
1~ taxa de crescimento diario da alga no controle
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3.9.2 — Ensaio de toxicidade com a bactéria Escherichia coli.
3.9.2.1 — Cultura da bactéria
Como organismo indicador foi utilizado a bactéria E. coli (ATCC

25922) adquirida junto a cole¢@o de culturas da Fundagéio Tropical André Tosello,
localizada em Campinas-SP. A cultura liofilizada da bactéria foi transferida, sob
condi¢Bes estéreis, para um tubo de ensaio contendo o meio de cultura (TABELA
9). Esta cultura foi mantida a 37 °C por 24 horas. Apés este periodo repicou-se a
bactéria em placas com meio solido (Agar-sangue) mantendo-se a 37 °C por 48
horas. Posteriormente estas placas foram armazenadas em refrigerador (tempo de
meia vida de 15 dias). Para a realizacio de cada experimento foi retirado do meio
solido, em condi¢des estéreis, com a ajuda de uma alga de platina uma quantidade de
bactéria suficiente para ser inoculada em tubo de ensaio contendo meio de cultura a
37 °C por 24 horas. Apés este periodo o meio de cultura apresentou-se turvo ¢ foi
entdio utilizado como inéculo para o teste de toxicidade.

3.9.2.2 — Preparagdo do meio de cultura:
A constitui¢io do meio de cultura estd mencionada na tabela abaixo.
Todos os reagentes (com excegdo da glicose) foram diluidos a aproximadamente
800 mL com &gua deionizada e o pH ajustado a 7 com KOH (2 lentilhas). O meio
de cultura foi entdo levado a ebuligdo por 10 minutos. Posteriormente o meio foi
resfriado a 90 °C e adicionado a este 200 mL de uma solugfio de glicose 10 % (p
v''), que também foi previamente levada a ebuli¢do por 5 minutos separadamente.
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TABELA 9: Composi¢&o do meio de cultura para o cultivo da bactéria E.

coli:
Componentes Concentragdo (g L)

K>HPO, 7,0

KH,PO, 3,0

citrato de sodio 0,5

(NH,)2804 1,0

MgSO, 0,2

glicose 4.0

3.9.23 — Monitoramento de CO, pelo sistema FIA condutométrico:
(Guimaries, 1990).
Primeiramente preparou-se 100 mL de uma solucdo estoque de
Na,CO; (previamente seco em estufa a 120 °C por 1 hora) a 100 mmol L. Em
segnida foram preparadas, a partir da solugo estoque, 100 mL das seguintes
solugdes: 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 3,00 mmol L. Aliquotas destas solu¢des foram
injetadas no sistema FIA condutométrico (FIGURA 15) para obtengdio de uma curva
de calibragio.
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FIGURA 15: Esquema de funcionamento do sistema FIA-condutométrico.
CD - célula de difus@io; CC — célula de condutividade; CV — condutivimetro; BP —
bomba peristaltica.

Neste procedimento um volume determinado de amostra (135 pl)
contendo as espécies carbdnicas (CO,, HCO; e CO;%) é injetado mmm fluxo
carregador (agua deionizada) o qual conflui com outro fluxo de acido sulfiirico
diluido (0,5 %). O meio icido desloca o equilibrio no sentido da formagéio do CO,
conforme equagfio abaixo:

H,0 + CO; <2 H,CO; = H' + HCO;

O CO, formado no meio acido ao passar pela cela de difusfio permeia
por uma membrana de teflon® e atinge um fluxo de 4gua deionizada, deslocando o
equilibrio para a formag#o dos ions bicarbonato e carbonato. A condutividade deste
fluido é entdio alterada devido ao CO, presente na amostra. A mudanca na
conduténcia é proporcional a concentragio total de CO, presente na amostra.
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3.9.2.4 — Realizag¢do do ensaio:

Bactérias tem um ciclo de vida relativamente curto e respondem
rapidamente & mudangas no ambiente. O CO, que participa ativamente do
metabolismo microbiano, principalmente como produto de respiragio e pode ser
utilizado como pardmetro no monitoramento da atividade metabdlica de
microorganismos (Guimardes, 1990; Moraes, 1995).

O meio de cultura foi contaminado com E. coli (in6culo descrito no
item 3.9.2.1) e a concentragio de CO,, produzido pela respiragdo microbiana,
monitorada pelo sistema FIA condutométrico até atingir 0,5 mmol L. O frasco foi
mantido em banho termostatizado a 37 °C. A seguir o meio foi transferido para os
erlenmeyers de 125 mL contendo as amostras, conforme mostrado na TABELA 10,
e mantido a 37 °C. O pH das aliquotas teste foi previamente ajustado a 7.

TABELA 10: Esquema para realizagio do ensaio de toxicidade com a
bacténa E. coli:

Meio de Cult. (mL) Amostra teste (mL) Tetraciclina (uL)

controle 50 - -
Amostra teste 47 3 -
tetraciclina 50 - 25

* solugdo estoque a 0,5 mg mL™

A tetraciclina € utilizada como um padrio positivo do teste e deve
apresentar uma inibigio de aproximadamente 40 % na respiragio da bactéria em
relacio ao controle (Durédn e col, 1998).

A concentragio de CO; nos diversos frascos foi obtida pela
interpolagdo dos dados na curva de calibracdo. As determinagdes foram feitas em
mntervalos de 20 minutos finalizando-se o experimento apos 2 horas (Moraes, 1995).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES:
4.1 - Cultivo do fungo em meio sélido:

Os ensaios envolvendo o cultivo do fungo Phanerochaete
chrysosporium em meio solido tiveram a finalidade, além da produgfo da suspensio
de esporos, de verificar um possivel efeito inibidor do efluente sobre o crescimento
do fungo.

A TABELA 11 apresenta o crescimento da cultura do fungo nos
diferentes meios. Observa-se que os meios contendo efluente apresentaram uma
predomindncia de crescimento vegetativo, indicando que o meio de cultura é rico em
nutrientes para o crescimento do fungo. Isto se deve ao fato da alta concentragdo de
matéria organica na matriz (efluente bruto COT =958 mg L™, efluente tratado COT
= 408,75 mg L) onde a grande parte desta é facilmente biodegradivel constituindo-
se de amido ¢ seus subprodutos provenientes da etapa de desengomagem no
processamento téxtil (Alcantara e Daltin, 1996)

TABELA 11: Crescimento da cultura de fungo P. chrysosporium em meio
sélido, incubado a 37 °C durante 5 dias:

meio crescimento Observacides

mca Muito Bom Predominédncia da forma esporulada
mcb Bom Predominédncia da forma vegetativa
me ¢ Regular Predominincia da forma vegetativa

Em nenhuma das amostras contendo efluente foi verificado a inibigio
do crescimento do fungo, indicando que a matriz nfo se apresenta toxica a este.
Outra observagdo importante foi o fato de que em nenhuma das placas contendo
efluente foi possivel verificar, pelo menos aparentemente, uma redugiio de cor das
amostras, possivelmente pelo fato do fungo ndo estar utilizando os corantes

presentes no meio como fonte de carbono.



Resultados e discussdo 47

4.2 - Cultivo do fungo com efluente em meio liguido:
Apos terem sido realizados os estudos preliminares com o efluente em
meio solido, partiu-se para uma segunda etapa que foi o seu cultivo em meio liquido.
As amostras de efluente bruto e tratado inoculadas com suspensdo de
esporos foram analisadas apos 5 dias. As FIGURAS 16 e 17 representam,
respectivamente, os dados de redugdo de cor e agiicares redutores para o efluente
bruto e tratado. O controle refere-se a amostra do efluente (tanto bruto quanto
tratado), sem a inoculagdo da suspensdo de esporos e mantido nas mesmas

condigdes de cultura das amostras inoculadas.

1 4 T | T i I
] Bl controle

1.2 B =fluente bruto E
] El =fluente tratado

400 500 550 500
comprimento de onda (nm)

FIGURA 16: Redugdo de cor para efluente bruto (coletada antes da estagdo
de tratamento de lodo ativado) e tratado (coletado apds a estagdo de tratamento de

lodo ativado) cultivado em meio liquido de P. chrysosporium a 37°C por 5 dias.
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No que diz respeito aos dados de determinagdo de cor vale a pena
salientar que estes comprimentos de onda foram escolhidos por serem os maximos

de absorgdo do espectro da mistura de todos corantes atualmente utilizados pela
industria téxtil objeto do presente estudo.

200 H

| Bl controle
Il final

mg/L

bruto

tratado
efluente

FIGURA 17: Diminuigdo de agucares redutores no efluente bruto e tratado

apos 5 dias de inoculagdo em meio liquido com o fungo P. chrysosporium.

Em meio liquido obteve-se um crescimento muito bom do fungo nas

aliquotas contendo o efluente bruto onde sugere-se que o fungo utilizou o material

particulado presente no efluente como suporte para crescimento (FIGURA 18).
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FIGURA 18: Crescimento do fungo no efluente téxtil apos 5 dias (direita).

comparado a um controle (esquerda), onde ndo foi inoculado o fungo.

Na amostra correspondente ao efluente bruto, o fungo cresceu
facilmente devido a abundancia de fonte de carbono presente no meio. Esta amostra
apresentou uma descoloragdo de cerca de 40 %. No entanto, ndo poderia afirmar-se
se 0 fungo estava degradando os corantes presentes no efluente ou somente
encapsulando estes no micélio crescido. A segunda hipdtese pareceu bastante
razoavel devido ao fato das amostras inoculadas com o efluente tratado, onde ndo
houve crescimento significativo do micélio, praticamente ndo haver redugdo de cor.
Outro indicio foi o fato do micélio crescido no fungo correspondente ao efluente
bruto apresentar uma coloragdo bem intensa indicando apenas uma adsorgdo.

O procedimento adotado foi a destruigdo do micélio na tentativa de
liberar novamente estes compostos para a solugdo e determinar a cor nas amostras.
As aliquotas foram entdo submetidas a forte agitagdo por cerca de 10 minutos, apos
egste periodo as amostras se tornaram novamente fortemente coloridas, semelhante a
que se apresentava inicialmente. As amostras foram filtradas e submetidas a

determinagdo de cor (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Efeito da agitagio na resuspensdo dos corantes apds a
inoculagdo do efluente bruto por 5 dias com o fungo P. chrysosporium

Pode-se observar pela figura acima que as amostras quando
submetidas a forte agitagdo, com consequente destruigdio do micélio apresentam
absorvancias muito proximos aos valores iniciais. Isto mostra que o fungo nestas
condigdes de cultura ndo degrada os corantes, devido ao fato do meio apresentar-se
muito rico em nutrientes.

Determinagdes da atividade da enzima lignina peroxidase foram
realizadas no meio de cultura mencionado nos 3 dias subsequentes. O meio nio
apresentou nenhuma atividade enzimatica, esta inatividade esta relacionada com a
alta concentragdo de cloreto no meio (707 mg L"), o qual se liga a lignina
peroxidase no mesmo sitio no qual se liga 0 H,O; inativando desta forma a enzima

(Cai e Tien, 1991).
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43 - Resultados obtidos no Laboratério de Recursos Renovables
(Chile):
4.3.1 - Ozonizacdo dos corantes:

O estigio realizados no Laboratério de Recursos Renovables
(Chile) compreendeu, primeiramente a familiarizagiio com a técnica de ozonizagdo,
objetivo que foi total e rapidaﬁente alcangado. Apés a familiarizagio com o
equipamento realizaram-se estudos com alguns dos corantes reativos utilizados no
processamento té€xtil da industria objeto de nosso estudo. Para tanto foram
escolhidos um azo corante (preto reativo 5 (R-5)), um corante antraquinona (azul

reativo 19 (R-19)) e um corante falocianina (azul reativo 21 (R-21)) (FIGURA 20).
Estes trés corantes foram escolhidos por serem representativos dos 3

principais tipos de grupos croméforos constituintes dos corantes reativos.
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FIGURA 20: Estrutura dos corantes preto reativo-5 (a), azul reativo-19 (b) e
azul reativo-21 (c), utilizados nos experimentos realizados no laboratério de

recursos renovables (Chile).

A FIGURA 21 apresenta a diminui¢do da cor dos 3 corantes estudados
em fungdo do tempo de ozonizagdo a 2 diferentes pHs. Para os corantes R-19 ¢ R-21
observa-se uma rapida cinética de degradagdo com a eliminagfo total da cor em
tempos inferiores a 8 minutos. No entanto para o corante R-5, observa-se uma

cinética de degradagio mais lenta que a apresentada pelos outros corantes citados



Resultados e discussdo 53

acima, indicando uma maior dificuldade de degradagdio de corantes azo. Shu e
Huang (1995) estudando a degradag@io de varios corantes azo também verificaram
que a sua velocidade de degradagdo diminuia conforme aumentava o nimero de

ligages azo a molécula, isto pode ajudar a explicar a cinética de degradac#o do R-5

J2 que este se constitui num diazo corante.

Pretp Reativo 5 (80 uL . L-1)

azul reativo - 18 (30 mg . L)
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FIGURA 21: Diminui¢do de cor para os corantes ozonizados a dois
diferentes pH.

O corante R-5 também apresentou um comportamento distinto nos
dois pH estudados sendo degradado mais rapidamente a pH 11. Isto se deve ao fato
da relagfio existente entre o potencial de oxidag%o e a decomposig¢do do 0zdnio com
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o pH. O potencial de oxidagéo do O; varia de aproximadamente 2,08 Volts em pH
muito acidos para somente 1,04 Volts em pH alcalinos. Embora o potencial de
oxidagdo seja menor em pH alcalino, produtos de reagiio altamente reativos, como o
radical hidroxila sdo formados, além disso o tempo de meia vida do Oy é
inversamente proporcional ao pH, isto leva a diferentes mecanismos de reagdo do
0zdnio com o substrato a diferentes pH (Hoigné e Bader, 1976). Portanto, o corante
R-5 sofre uma influéncia mais significativa da reagiio via radical ‘OH do que os
demais corantes.

Outra caracteristica interessante € a variagio do pH com o tempo de
ozonizagio (FIGURA 22). As amostras ozonizadas a pH 7 apresentaram uma
diminui¢do do pH com o tempo de ozonizagdo. Isto se deve a formacgdio de 4cidos

orgnicos e inorgnicos pela reagio do 0z6nio com centros nucleofilicos via reagio
de ozondlise (Rice, 1981; Kuczkowski, 1992).
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FIGURA 22: Diminuigio de cor com a variagio de pH dos corantes
ozonizados a pH 7.

Novamente o corante R - 5 mostrou um comportamento distinto,
apresentando uma répida diminui¢io de pH nos primeiros minutos de ozonizagéo
chegando a unidades de pH inferiores a 3. Este fato possivelmente se deve a
contribui¢io predominante de &cidos inorgdnicos, estd hipotese parece bastante
razoavel haja visto que o corante R-5 é um diazo corante constituindo-se de duas
terminagSes de grupos sulfonatos. Quando submetido a ozonizag#o estes grupos
podem ser liberados para a solugio formando H,SO,.
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A TABELA 12 apresenta os resultados obtidos na determinagéio de
sulfato. Observa-se um significativo aumento na concentragio do anion no meio
apos 32 minutos de ozonizagdo, indicando que este era o principal responsavel pela
diminuig¢do do pH a valores inferiores a 3.

TABELA 12: Determinagdio de sulfato na solug@o de corante antes e apds a

0zonizagdo.

micial final

SO, (mg L) 7 74 7"

*com extragio liquido-liquido
**sem extragio liquido-liquido

As amostras ozonizadas a pH 11 nfo apresentaram variagSes
significativas de pH, apresentando um decréscimo méximo de 0,5 ordens de
magnitude entre a amostra inicial e final. Isto também indica os diferentes

mecanismos de reagéio com a variagdo de pH conforme j4 discutido anteriormente.

4.3.2 - Toxicidade dos intermedidrios formados:

A toxicidade dos produtos pré e pos ozonizados foi avaliada com o
teste microtox®. Este estudo foi realizado com o intuito de verificar se a ozonizagdo
estava gerando produtos mais ou menos téxicos do que os produtos de partida.
Virios estudos envolvendo toxicidade de produtos de ozonizagio tém sido
desenvolvidos, principalmente no campo do tratamento de &gua potével,
observando-se, em muitos casos, produtos de reagdo mais toxicos que os produtos
de partida (Jacangelo e col, 1989; Langlais, 1992).

A FIGURA 23 apresenta a toxicidade dos corantes sem ozonizar e
ozonizadas a pH 7 e 11. Uma amostra é considerada com toxicidade aguda quando
apresenta unidade de toxicidade (TU) maior ou igual a 1 (USEPA, 1991). O corante
R-5 nfio apresentou toxicidade aguda tanto para a forma pré quanto pés ozonizada, o
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mesmo ndo aconteceu com o R-19, que apresentou uma remogdo da toxicidade

aguda com a ozonizagio.

B s/czonizar
Il czonizadoapH 7 1
- Bl czonizadoa pH 11

100/EC50

R-5 R-19 R-21
Corantes estudados

FIGURA 23: Toxicidade dos corantes pré e pés ozonizados a pH 7 e 11

iniciais (sem ozonizar) e finais (aps desaparecimento da cor).

O caso mais interessante é, sem davida, do corante R-21 que
apresentou um comportamento bem distinto com relagio aos demais corantes
estudados. Quando submetido a ozonizagdo sua toxicidade cresceu sensivelmente,
principalmente a pH 7. Suspeitou-se entdo que esta toxicidade fosse devido ao cobre
que estaria sendo liberado da estrutura do corante com a oxidagio deste.

O metal inicialmente complexado ao corante nio estaria biodisponivel,
ou seja, ndo estaria presente num estado livre em condigdes de ser assimilado pela
bactéria V. fisheria, ao passo que apés a ozonizagdo sua biodisponibilidade seria
aumentada. A diferenca apresentada entre a toxicidade do produto ozonizado a pH 7
¢ 11 pode ser atribuida a uma contribuigéo da hidrélise do metal o que causa uma
diminuigdo em sua biodisponibildade (Kunz, 1996).
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Adams e col (1995) estudando a degradagio do corante azul direto-80
(um complexo tridentado de cobre) demonstraram que ozdnio e ozbnio em
combinagio com peréxido de hidrogénio efetivamente liberam cobre para a solugdo
com a destruigdo do complexo.

Para comprovar-se a hipétese de que o aumento da toxicidade com a
ozonizag¢do do R-21 era devido principalmente ao cobre, determinou-se através de
espectrometria de absor¢do atdmica a concentragdo do metal na matriz em estudo
(TABELA 13) e em seguida preparou-se uma solugio de Cu®" nesta mesma
concentragdo e determinou-se sua toxicidade (FIGURA 24).

TABELA 13: Determinagdo de cobre por espectrometria de absorgdo

atébmica no corante pré e pos-ozonizado.

amostra Concentragdo (mg L")

inicial 0,60 (£ 1 %)
ozonizada a pH 7 0,59 (£ 1,2 %)

ozonizada a pH 11 0,56 (0,9 %)
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FIGURA 24: Toxidade do corante R-21 pré e pos ozonizado a pH 7 e
11(inicial e finais) comparado a uma solugdo de Cu®" a pH 7.

Observa-se pela figura acima que a toxicidade do corante ozonizado e
a solugdo de Cu®" sdo muito similares frente ao organismo teste, demonstrando que a
contribuigdo para a toxicidade na matriz se deve pelo menos na maior parte, ao

cobre liberado pelo complexo apds sua oxidagdo pelo ozdnio.

4.3.3 - Determinagio de DQO e COT:
As determinagdes da demanda quimica de oxigénio (DQO) e do
carbono orginico total (COT) foram realizadas com o intuito de verificar a

eficiéncia da ozonizagdo na mineralizagdo da matéria organica.
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Embora a ozonizagdo apresente uma rapida descoloragdo dos corantes,
obtiveram-se resultados satisfatérios com relagio a DQO e COT (FIGURA 25 e 26).
Os corantes R-19 e R-21 apenas apresentaram uma redugdo de DQO em torno de 30
% ¢ COT 50 % ndo apresentando diferenga significativa entre os dois pH. Estes
dados véo ao encontro com aqueles apresentados na literatura que demonstram que o
ozonio ndo se apresenta muito eficiente na remog¢do de DQO e COT sendo

necessario sua combinagdo com outros processos (Perkowski, 1996; Mansilla e col,
1997),

=0
I czonizadoa pH 7
B czonizado a pH 11

024

00—

R-19 R-5 R-21

corantes
FIGURA 25: Determinagdo de DQO para os corantes estudados, sem

ozonizar (iniciais) e ozonizados (apés o desaparecimento da cor)apH 7 e 11,
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FIGURA 26: Determinagdo de COT para os corantes estudados, iniciais e

finais, ozonizadosapH 7e 11.

O corante R-5 apresentou mais uma vez diferengas significativas entre
o pH 7 e 11, evidenciando a influéncia da reagdo via radical ‘'OH também para

redugdo de COT e DQO, fato que ja foi comprovado nos experimentos anteriores

para a redugdo de cor.

4.3.4 - Analise por CLAE dos compostos formados com a ozonizagdo:

O objetivo da utilizagdio desta técnica analitica foi de verificar a
formagdo de intermediarios durante o curso da ozonizagdo. Neste sentido foram
retiradas amostras dos corantes em varios tempos de ozonizagio.

O corante que apresentou resultados mais satisfatorios foi o corante R-
19, apresentando um cromatograma com alguns picos relativamente bem resolvidos.
A FIGURA 27 apresenta este corante ozonizado a pH 7, observa-se que com a
ozonizagdo obtem-se uma rapida diminuigéo dos picos de namero 2, 4. 5 ¢ 6 com o
aparecimento do pico 1 que ndo se encontra bem resolvido, sendo constituido por

varios subprodutos de reagdo.
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FIGURA 27: Cromatogramas obtidos para o corante R-19 inicial e de alguns
intervalos de tempo de ozonizagio a pH 7 (condigdes de andlise conforme descrito
no item 3.4.3.2),

O cromatograma referente a amostra ozonizada a pH 11 (FIGURA
28), apresenta um perfil um pouco distinto daquele apresentado a pH 7,
principalmente dos intermedidrios referentes aos tempos de 2 e 4 minutos de
ozonizag#o. Suspeitou-se entdio que este comportamento distinto poderia ser devido
a hidrélise do corante (¢ ou de subprodutos presentes meste) que poderia estar

ocorrendo simultaneamente com a ozonizagio.
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FIGURA 28: Cromatogramas obtidos para o corante R-19 inicial e apés

alguns intervalos de tempo de ozonizagdo a pH 11 (condi¢Bes de anélise conforme
descrito no item 3.4.3.2).

Para estudar-se um pouco mais detalhadamente o efeito do pH na
hidrélise do corante, preparou-se uma solucéio do corante, ajustou-se o seu pH em 11
e deixou-se a amostra em repouso submetendo-se a andlise em dois tempos distintos
(FIGURA 29).
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FIGURA 29: Cromatogramas obtidos para o corante R-19 deixada em
repouso a pH 11 (condigdes de analise conforme descrito no item 3.4.3.2).

Pode-se observar pelo cromatograma acima que os intermediarios
formados no tempo 30 e 60 minutos possuem tempos de retengdio muito semethantes
a aqueles encontrados na FIGURA 28, confirmando a presenga de produtos de
hidrolise que sdo imicialmente formados e posteriormente degradados pela
ozonizagio.

Nos estudos realizados com os corantes R-5 ¢ R-21 niio obtiveram-se
cromatogramas bem resolvidos (FIGURA 30 e 31), apresentando um niimero muito
pequeno de picos, embora se tivesse tentado virias condigdes, como variagio na
mistura de solventes e vazdo, demonstrando que esta técnica analitica nfio é muito

recomendavel para a separagéo destes compostos.
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FIGURA 30: Cromatogramas obtidos para o corante R-5 inicial ¢ de alguns
intervalos de tempo de ozonizaciio a pH 7,6 (a) e 11 (b). (condi¢des de analise
conforme descrito no item 3.4.3.2).
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FIGURA 31: Cromatogramas obtidos para o corante R-21 inicial e de alguns

intervalos de tempo de ozonizagio a pH 7 (a) e 11 (b) (condigdes de analise
conforme descrito no item 3.4.3.2).
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Estudos recentes mostram a dificuldade de analisar corantes reativos
por CLAE, sugerindo-se a utilizagfio de outras técnicas analiticas como eletroforese
capilar, uma técnica cromatogrifica emergente, que aparentemente apresenta um
potencial de aplicagdio muito promissor para a separagio deste tipo de compostos
(Tavares, 1997). Tapley (1995) estudou a utilizagio de eletroforese capilar para a
separacio de varios corantes reativos, dentre eles o corante R-5 ¢ um corante
derivado de ftalocianina, obtendo cromatogramas bem definidos. Resultados
semefhantes foram obtidos por Lord e col (1995) e Oxpring e col (1995) que
obtiveram resultados bastante promissores na separacio de misturas de corantes
téxteis, com uma boa resolugio dos cromatogramas.
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4.4 - Montagem e otimizaciio do equipamento para ozonizaciio:
Para a utilizacdo do ozdnio neste trabalho de tese foi necessario

primeiramente a montagem e otimizagio do equipamento de ozonizagdo no
laboratério.

4.4.1 - Interfaceamento:

O espectrofotometro utilizado para a determinagdo da concentragdio de
0zdnio produzido pelo sistema, foi interfaceado a um microcomputador Pentium 200
MHz, compativel com a linha PC-IBM, através de uma interface paralela de 8 bits.
A interface, construida no proprio laboratério, utiliza uma porta do usuério de
comunicagdo bidirecional programéavel, modelo 8255 operando de modo assincrona
(Malcome-Lowes, 1988). Esta porta foi empregada para gerar os sinais de controle
necessarios para aquisigio e transferéncia de dados do espectrofotémetro para o
computador através de um conversor analégico/digital (A/D) 8 bits (ADC 0808).

O processo de conversio dos dados analogicos para digitais é
comandado por um sinal enviado pelo microcomputador ao A/D, sendo que o
nimero de dados adquiridos ¢ pré-selecionado pelo usuario, assim como o tempo
total de monitoramento do sistema de ozonizagdo.

O programa de gerenciamento da interface e aquisigdo dos dados foi
escrito em linguagem Visual Basic 3.0, tendo como ambiente de trabalho o
Windows 95. O programa foi construido nesta linguagem para oferecer uma
mterface grafica de facil manuseio pelo usuario, buscando obter o maximo de
proveito do circuito eletrénico, controlando a funcgéo de leitura de absorvincia em
func¢dio do tempo.

Além de fazer a aquisicio e armazenamento dos dados, o0 programa
permite o tratamento das curvas que indicam a variagdio da concentragdo de ozdnio
proveniente do reator por unidade de tempo (FIGURA 32). Apés atingir o estado
estaciondrio de produgdio de ozomio, o programa permite calcular a concentragio

inicial do gas através da Lei de Beer. A intervalos de tempo previamente
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selecionados pelo usudrio, os dados da curva sdo integrados e a quantidade de
ozbnio consumido é entfio determinada para cada faixa, como exemplificado na
FIGURA 32.

003 Oo0IITe

B © &)

>
tempo

FIGURA 32: Curva de ozdnio residual durante ozonizagio. O ponto (a) €
utilizado para célculo da concentragdo inicial do gas, os pontos (b), (c) ¢ (d) s&o os

intervalos selecionados para cdlculo do consumo de oz6nio.

4.4.2 - Medida da producéo de ozdnio:

Este estudo teve como finalidade avaliar a produgio massica de ozdnio
nos trés niveis de produgdo permitidos pelo ozonizador. Além disso, foi avaliado o
intervalo de tempo necessério para que a produgiio de ozdnio alcancasse o estado
estacionério. Para tanto, a vazio de entrada do oxigénio foi ajustada a 15 L b7,
devido ao fato que vazdes mais baixas apresentam problemas de perda de carga, o
que afeta diretamente a transferéncia do ozonio da fase gasosa para a fase liquida.
Este fato esti relacionado com a resisténcia a passagem de gis pela placa porosa
diminuindo sensivelmente a sua vazio na saida do reator.

Pode-se observar pela FIGURA 33 que o estado estaciondrio ¢
alcancado apés aproximadsmente 5 minutos do inicio de operagdio do sistema,
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quando o ozonizador opera nos niveis 1 e 2. Para o nivel 3, no entanto, o estado
estacionario € atingido apés 8 minutos. As taxas de produgio de ozbnio pelo
sistema, apés um periodo de 10 minutos, foram de 0,08; 0,14 € 0,35 g h™ para os

niveis 1, 2 e 3, respectivamente.
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FIGURA 33: Variagéo na produgfio de 0zdnio para os 3 niveis em fungio do
tempo de ozonizag#o (vazdo de entrada de oxigénio: 14,96 (£ 0,01) L b™)).

A transferéncia de ozbnio da fase gasosa para a fase liquida & um
processo limitante na utilizagdo deste gis como agente oxidante. Varios modelos
tém sido propostos para descrever a transferéncia do ozdnio da fase gasosa para a
fase liquida (Treybal, 1991). Geralmente estes modelos postulam que a concentraggo
em ambas as fases ¢ homogénea, com excegdo de uma delgada zona em torno da

mnterface gas liquido.
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Para determinar-se o coeficiente de transferéncia de massa (K;a) é
necessario calcular-se o balango de massa na fase limitante (liquida). O balango de
massa nesta fase pode ser calculada através da seguinte equagio (Treybal, 1991):

dCy/dt=Kia (C1™ - C)-Kq Cp (1)

Onde:

K;a = coeficiente de transferéncia de massa para a fase liquida em min.

C.™ = Concentragio de saturagio de ozdmio no liquido em mg L, nas
condigdes de operagdo (temperatura (T), pressdo parcial de 0zénio (pos)).

C,, = Concentragio de 0zbnio na solugio em mg L.

K4 = Constante de decomposigio de ozénio (min™).

t = tempo de ozonizagdo (min).

Sob condigdes hidrodindmicas, a pH e temperatura constantes, K4 e
Kia sdio constantes e a equac#o (1) pode ser integrada, resultando em:

Ka
= ———— O 4 o - D8 st KB KA @

Kat Ky Kia + Kq

Esta equagdo mostra a relagfio da concentracdo de ozdnio dissolvido
em fungfio do tempo, tendo como parfmetros a constante cinética de
autodecomposigio (K4) e o coeficiente de transferéncia de massa (Kpa) e a
concentrago de saturagio no liquido (C™).

Neste trabalho, para determinar-se a constante de decomposigiio de
ozdnio (Ky) utilizou-se a relagéio obtida por Sullivan e col. (1979):

-dCy/dt = 9,811 x10 exp (-5606/T) [OH*'>(Cy) 3)
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Esta relagio considera a velocidade de autodecomposigdo como sendo
de primeira ordem em relagdo a concentragio de ozénio no liquido € dependente da
concentragdo de ions hidroxila e da temperatura.

Durante todos experimentos realizados, a solugio contida no reator foi
mantida a uma temperatura de 26 °C e pH 2. O pH acido foi utilizado devido ao fato
do ozbnio apresentar uma menor velocidade de autodecomposi¢iio (Melo e col,
1997). Da equagéo (3) obtem-se um valor de K; = 0,024 min.

A concentragdo de saturagdo do 0zdnio no liquido, que era constituido
de 4gua deionizada a pH 2, o que elimina as interferéncias de autodecomposigdo e
reagles do ozbnio com algum substrato, foi determinada apés 30 minutos de
ozonizagdo, para garantir que a fase liquida estivesse saturada com o gis. A
concentragdo de saturagio encontrada foi de 5,75 (30,21) mg L.

A concentragdo de ozdnio dissolvido no liquido em fungéio dos
diversos tempos de ozonizagio (FIGURA 34) apresenta um comportamento
exponencial, sendo descrito pela equagdo (4).

Cos = 6,19 + (-5,45) . e 4
Onde: Co; = concentragio de 0zdnio em mg Lt

t = tempo em minutos.
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FIGURA 34: Ozonio dissolvido na solu¢@o contida no reator (agua deionizada
a pH 2) em fungdo do tempo de ozonizagdo (vazio = 14,96 (£ 0,001) L . ', T =26
°CepH=2).

A FIGURA 34 mostra também que os dados experimentais apresentam
uma dispersdo aleatoria, sendo que a curva ajustada a estes dados apresenta um
comportamento que se afasta do valor médio, na regio que define o estado
estacionario. Mesmo empregando diferentes algoritimos matematicos para o ajuste
da curva, esta tendéncia sempre foi observada. Desta forma, antes de se realizar o
ajuste da curva, os dados experimentais foram tratados com filtro digital,
empregando o algoritimo de Savitsky-Golay (Savitzky e Golay, 1964).

A FIGURA 35 mostra os dados ja tratados, bem como a curva que foi
ajustada a estes valores. ApOs este tratamento a equagdo que descreve a
concentragio de ozbnio dissolvido na fase liquida em funcéio do tempo ¢é descrita

por;
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Co3 =5,90 - 5,23 . V452 (5)

onde os termos da equagdo ja foram definidos anteriormente.

T T T T b T I T T T T T

AR E W g et ey

7 s ]
[=)]
g’ ;
Q
2 4. , i
S )
3 [
o _
S0l P |
i
€ n
§27 = 1
n
8 .
14 @ ”
1 d ¥ T 1 M | M 1] M 1 d 1
10 20 30 40 50 80
tempo (min)

FIGURA 35: Curva ajustada a partir dos dados experimentais apds tratamento
com filtro digital.

Quando a curva obtida através da equag@io 5 é sobreposta aos dados
experimentais sem qualquer tipo de tratamento, observa-se que esta se ajusta melhor
que a curva descrita pela equagdio 4. Desta forma, para calcular-se o valor de Kga,
foram substituidos os dados da equag#o (5) na equagdo (2), obtendo-se um valor de
K.a de 0,197 min"'. Este valor representa uma melhor transferéncia de massa do

reator proposto, quando comparada a reatores com diferentes arquiteturas (Mendez e
col, 1996).
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4.5 - Tratamento com 0zénio:

Inicialmente estudou-se o efeito que o pH e a vazio de entrada de gis
(O2) no sistema teriam sobre a descoloragiio do efluente em estudo. Este estudo foi
realizado langando-se méo de ferramentas quimiométricas (Baﬁos Neto e col, 1995),
através de dois planejamentos fatoriais completos, 2% conforme demonstrado abaixo
(TABELA 13 ¢ 14). Os niveis da varidvel pH foram escolhidos tentando-se estudar a
regido alcalina, neutra e 4cida. A variavel vazio de Q, foi escolhida levando-se em
conta as limitagOes experimentais do equipamento. O tempo de dzonizaqﬁo foi

correspondente a dez minutos.

TABELA 13: Resultados do planejamento fatorial 2° para estudar o efeito do
pH (4cido e neutro) e da vazio de O, na descoloragiio do efluente téxtil.

Ensaio pH vaz(af g?)gas (Abs/Abs?; 400nm) 4
1 3 10 0,86 3 0,86
2 7 10 0,83 0,83 0,83
3 3 15 0,57 ] 0,57
4 7 15 0,58 0,59 0,58

TABELA 14: Resultados do planejamento fatorial 2> para estudar o efeito do
pH (neutro e alcalino) ¢ da vazio de O, na descoloragiio do efluente téxtil.

Ensaio PH vaz&olg?)gés (Abs/Abs‘;o; 400nm)  medR
1 7 10 0,83 0,83 0,83
2 1 10 0,82 ; 0,82
3 7 15 0,59 0,58 0,58
4 1 15 0,57 . 0,57
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As TABELAS 15 ¢ 16 demonstram os efeitos calculados (principal e

de interacio para os planejamentos fatoriais das TABELAS 14 e 15
respectivamente.

TABELA 18: Efeitos calculados para o planejamento fatorial da TABELA

13.
Estimativa + erro padriio
Média global 0,71 (+0,01)
Efeitos principais
pH -0,01 (0,02)
vazdo 0,26 (+0,02)
Efeito de interagdo
pH x vazdo -0,06 (10,02)
TABELA 16: Efeitos calculados para o planejamento fatorial da TABELA
14.
Estimativa + erro padrédo
Média global 0,70 (£0,01)
Efeitos principais
pH -0,01 (+0,02)
vazio 0,25 (30,02)

Efeito de interagio

pH x vazdo 0,08 (0,02)
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Pelos dados apresentados nas tabelas acima, pode-se concluir
facilmente que o efeito mais significativo na descoloragéo do efluente € o da vazéo
do gas, ndo exercendo o pH um efeito significativo em ambas as faixas consideradas
no estudo.

As figuras abaixo representam a interpretagio geométrica dos
resultados de descoloragiio do efluente téxtil nos pH e vazdes estudadas. Podemos
observar também ai que o efeito mais significativo na descoloragéio do efluente ¢ a
vazio de gas no reator.
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FIGURA 36: Diagrama dos resultados do planejamento fatorial 2> para
o fatorial da TABELA 13 (a) e 14 (b).

A importincia da vazio na descoloragdo, pode ser explicada por uma

maior transferéncia de oz6nio para a solugdo, consegiiente de uma maior produgio

deste nestas condi¢des.
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O pH, por sua vez, niio apresentou um efeito significativo tanto a
valores 4cidos, quanto neutros ou alcalinos. A principio era de se esperar que o pH
pudesse contribuir significativamente na degradagéio do efluente em estudo através
da decomposigo do ozbnio (formando radicais hidroxila) pelo mecanismo indireto
de reagdio do ozdnio (Masten e Davis, 1994; Kunz e col, 1997).

No entanto, a reagdo do radical hidroxila pode ser imibida pela
presenca de sequestradores de radicais (do inglés “scavengers”), que reagem com 0
radical hidroxila formando espécies com potencial de oxidagio bem menores que
este (Sonntag e col., 1997; Hoigné, 1997). Além disso, a reagio de oz6nio via direta
com alguns compostos do efluente, também podem dar origem a compostos que sdo
sequestradores de radicais, como por exemplo produtos de degradagio de aghcares
presentes neste efluente dando origem a espécies como formiato (que caracterizam-
se por serem bons sequestradores de radicais hidroxila), impedindo assim a reagdo
do substrato desejado com este radical (Laat e col., 1995).

Apbs estudar-se os efeitos mencionados acima ¢ verificado que o pH
nio se mostrou como uma variavel significativa na ozonizagdo do efluente,
resolven-se fixar o pH a 11, o qual é muito préximo daquele de saida do efluente
téxtil.

A FIGURA 37 mostra a descoloragdo do efluente téxtil a pH 11,
monitorada em 4 comprimentos de onda. Estes comprimentos de onda foram
escolhidos por serem representativos das absorvAncias maximas das misturas dos
corantes utilizados pela indistria em questio. Pode-se observar uma répida
descoloragdo inicial, estabilizando-se em aproximadamente 70 % de remogéo de cor
para o A de 400 nm e de aproximadamente 85 % para os demais comprimentos de
onda, apdés 40 minutos de ozonizagio. |
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FIGURA 37: Descoloragio do efluente téxtil ozonizado a pH 11.

A diminuigdo de carbono orgdnico total (COT) e de cloretos,
mostrada na FIGURA 38 ndo se apresentaram nada significativos, mostrando mais
uma vez, como também ja demonstrado na literatura (Lin e Liu, 1994; Zhou e
Smith, 1997 e Hostachy e col. 1997) que o ozénio, através do mecanismo direto, ndo
€ um bom agente para mineralizagdo de matéria orgénica.

No entanto, os fendis totais apresentaram uma diminuigio de
aproximadamente 45 % ap6s 80 minutos de ozonizagdo, demonstrando que o 0zdnio
¢ eficaz na redugdo destes compostos, que podem estar envolvidos com a toxicidade
de efluentes industriais. O ozdnio reage com fendis levando a abertura do anel
aromatico e subsequente formagdo de didcidos organicos de cadeia aberta (Snider e
Porter, 1974, Rice, 1981).
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FIGURA 38: Variagdo na concentragfio de cloretos (X, = 635 mg L™); fenéis

totais (Xo = 7,18 mg L") e COT (X, = 879 mg L™) do efluente téxtil estudado
ozonizado a pH 11.

4.6 - Tratamento biologico com o fungo P. chrysosporium:

Estes experimentos tiveram como finalidade dar continuidade aos
experimentos iniciais (item 4.1 e 4.2), os quais objetivaram um estudo exploratério
a respeito do cultivo do fungo no efluente téxtil. Nestes experimentos observou-se o
crescimento do fungo no efluente, porém ndo foram detectadas enzimas relevantes
associadas a degradagdio de compostos recalcitrantes presentes no efluente téxtil. A
auséncia destas enzimas foi atribuida, dentre outros fatores, a uma alta concentragio
dos ions cloreto no efluente em questdo. Os ions cloreto, quando apresentam uma
alta atividade em solugo, inibem a atividade da enzima lignina peroxidase, devido a
este ion se ligar a0 mesmo sitio da enzima onde se liga 0 H;O,, produzindo desta
forma uma inativagdio enzimatica (Cai e Tien, 1991).



Resultados e discusséo 82

Para tentar minimizar-se este problema, o primeiro passo adotado foi
a busca de uma técnica eficaz para remogdo destes ions da solugéio, sem contudo
alterar significativamente as caracteristicas fisico-quimicas da matriz. Apés
revisar-se a literatura uma técnica que pareceu bastante razodvel foi a utilizagiio de
ultrafiltragdo, a qual tem aplicagBes principalmente no tratamento de agua ¢ em
biotecnologia (Nobrega, 1995; Harsfst, 1997) e que poderia satisfazer as condigdes
mencionadas acima. Para tanto, utilizou-se um sistema de ultrafiltragdo a pressio de
60 kPa com uma membrana de acetato de celulose e massa molecular de corte (do
inglés “cut off”) de 100 Daltons. Este sistema ndio se mostrou eficiente,
apresentando-se muito lento com uma rapida queda na vazio de filtragio e
entupimento da membrana, este fendmeno se deve ao envenenamento da membrana,
que € conhecido como “fouling”, o qual se caracteriza pela acumulagio de
incrustantes na superficie desta (Harsfast, 1997).

Esta técnica foi entdo abandonada e partiu-se para a utlilizagio de um
sistema de dialise utilizando-se uma membrana com “cut-off” de 100 Daltons, que
por sua vez também n3o apresentou resultados positivos devido ao aparecimento de
uma turva¢io da amostra devido ao ataque quimico de algum componente do
efluente 4 membrana.

Deve-se ressaltar aqui que o efluente, nas duas técnicas utilizadas
acima, foi previamente centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos para remogédo de
todo material particulado, que seria posteriormente resuspendido no efluente apés o
tratamento, caso algumas das técnicas acima tivesse funcionado a contento.

Como nenhuma das técnicas descritas acima apresentou resultados
satisfatorios, buscou-se outra altermativa através da qual fosse possivel contornar
este problema. Uma alternativa que pareceu bastante vidvel foi o crescimento do
fungo em meio liquido contendo suporte o que também tem efeitos positivos sobre a
atividade enzimética do fungo (Haapala e Linko, 1993; Dezotti ¢ col, 1995;
Nakamura e col., 1997). Para tanto realizou-se experimentos onde inoculou-se a
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suspensdio de esporos do fungo no efluente téxtil contendo nylon ( marca 3M) como
suporte para imobilizagiio do fungo.

A TABELA 17 mostra a atividade da enzima lignina peroxidase nas
condigdes mencionados acima, juntamente com atividade de lignina peroxidase no
meio sintético. Os dados foram altamente satisfatorios, sob o ponto de vista da
produgéio da enzima diretamente no efluente, quando comparados as condigSes de
cultura as quais foram submetidas o fungo com as condi¢es padrdes para a
produgiio de enzima onde o meio é tamponado e especialmente formulado, com
adigéio de vitaminas e varios elementos tragos.

TABELA 17: Atividade da enzima lignina peroxidase (U L™) no efluente e

no meio sintético apos varios dias®.

——

meio w 7 9 10
s/ dlcool 0,0 0,0 0,0
veratrilico
¢/ alcool
veratrilico (0,6 0,0 53,7 473
mmol L7)
meio sintético 0 40,8 143,4

"Manganés peroxidase no foi detectada nas condioBes experimentais contendo o efluente textil.

A atividade enzimaitica apresentou uma correlagéo satisfatoria com a
descoloragiio do efluente. Os dados da FIGURA 39 demonstram a descoloragdo das
amostras com adi¢do de alcool veratrilico (a) ¢ sem adigio de dlcool veratrilico (b).
Observa-se que onde houve atividade de lignina peroxidase também ocorreu uma
descoloragdo significativa do efluente. No entanto, onde nio houve tal atividade néo

observou-se significativas diferengas entre a amostra controle ¢ inoculada com o
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fungo, o que demonstra, mais uma vez, o importante papel desta enzima nos
processos de degradagdio de compostos deste tipo.

Para verificar-se se as diferengas, embora pequenas, entre o controle e
as amostras coletadas no quinto e no sétimo dia (FIGURA 39a) e para o quinto e
décimo dia (FIGURA 39b), seriam devidas a adsorgio ou a degradagio,
determinou-se¢ a adsorgdo do efluente sobre o micélio morto. A TABELA 18
comprova que nas amostras onde ndo observou-se atividade enzimatica a redugdo

de cor foi devida a adsorgdo ao micélio morto ¢ ndo a degradago.
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FIGURA 39: Descoloragdo do efluente téxtil apos varios dias de tratamento
com o fungo P. chrysosporium com ativagdo com dalcool veratrilico (a) e sem

ativagdo com alcool veratrilico (b).
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TABELA 18: Descoloragio do efluente téxtil pela adsorgio no micélio

morto.
Comprimento de onda (nm)
amostra 200 300 550 600
SM' (abs) 0,730 0,380 0,300 0,240
CM™ (abs) 0,639 0,330 0,273 0,194
adsorgfio (%) 12 13 9 19
* efluente sem miscélio

** efluente com o miscélio morto

Os dados da FIGURA 39 demonstram claramente o importante papel
que o alcool veratrilico desempenha na expressdo da enzima lignina peroxidase. O
alcool veratrilico, que é um metabélito secundario do fungo, tem um papel
importante no ciclo catalitico desta enzima mediante a transferéncia de um elétron
para a enzima restaurando sua forma inicial. Além disso a espécie radicalar do
alcool veratrilico formado pela transferéncia de um elétron & enzima também pode
participar da oxidagio de espécies que ndo sdo atingidas (ex: impedimento estérico)
pelo sitio catalitico desta enzima (Barr e Aust, 1994 ¢ Zapanta e Tien, 1997).

Na tentativa de visualizar-se o crescimento do fungo no efluente téxtil,
bem como a forma como este se suportou as fibras, submeten-se amostras dos
experimentos acima 4 microscopia eletronica de varredura (MEV).

A FIGURA 40 mostra o nylon, com o efluente entre as suas fibras. Ja
na FIGURA 41(a) pode-se observar as mudangas nas caracteristicas do sélido
presente entre as fibras do nylon na presenga do fungo, apresentando uma maior
translucidez, inclusive com varias cavidades, o que ndo pode ser observado na
FIGURA 40. Quando tomou-se uma imagem mais aproximada (FIGURA 41b),
pode-se observar com uma maior aproximagdo o micélio do fungo suportado ao

nylon.
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Uma curiosidade observada foi a presenga de cristais em algumas
regides fotografadas (FIGURA 42a e 42b). A analise de metais por MEV (FIGURA
43) apresenta a presenga predominante de calcio (a presenga de miobio e aluminio
sdo interferéncias do porta amostras). Estes cristais muito provavelmente sdo
constituidos de oxalato de calcio.

Embora a produgdo de cristais por fungos ja seja conhecida a varias
décadas, pouco ainda se sabe sobre seu verdadeiro papel. Alguns estudos sugerem
que estes cristais podem estar envolvidos na regulagdo de calcio e no fortalecimento
de certas estruturas, atuando num mecanismo de protegdo das hifas (Alexopoulos ¢

col, 1996).

cllucnic

nvlon

FIGURA 40: MEV (aumento de 150 x) da amostra controle do efluente

téxtil.
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FIGURA 41: MEV com aumento de 150 x (a) e de 1500 x (b) da amostra

tratada com o fungo P. chrysosporium com indugio com alcool veratrilico.

FIGURA 42: MEV com aumento de 3500 x (a) e 5000 x(b) amostra

tratada com o fungo P. chrysosporium evidenciando a presenga de cristais de

oxalato de calcio.
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FIGURA 43: Metais determinados por MEV referente aos cristais da

FIGURA 42,

4.6.1 - Determinacéo de metais totais por espectrometria de absor¢3o atémica:

Este experimento teve como finalidade verificar a concentracdo de
alguns metais neste efluente. Os metais cromio e cobre foram analisados pelo fato de
estarem presentes nas formulagdes de alguns corantes reativos, o que pode fazer
com que estes liberem estes metais em algumas condigdes de oxidagdo, aumentando
assim sua biodisponibilidade e geralmente sua toxicidade (Kunz e col, 1996c).
Ferro foi analisado por ser um metal geralmente abundante em efluentes industriais
¢ manganés pelo fato de ser um metal importante na atividade da enzima manganés
peroxidase. Foram realizadas determinag¢Ses dos metais acima mencionados em
amostras brutas e centrifugadas (TABELA 19) no intuito de verificar a distribui¢do
destes metais entre o material particulado e dissolvido.
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TABELA 19: Determinagdio de metais totais por espectrometria de absorgéo
atdmica no efluente téxtil.

Bruto Centrifugado
Cobre (mg L™) 0,32 (+0,01) 0,29 (10,02)
Crémio (mg L™) 0,03 (£0,01) 0,01 (10,01)
Ferro (mg L™) 3,50 (£0,10) 2,95 (+0,12)
Manganés (mg L) 0,33 (30,03) 0,33 (10,01)

Pelas concentragdes de metais totais apresentadas na tabela acima,
pode-se observar que nfio existem diferengas significativas entre a fragio dos metais
bruto e centrifugado. Isto evidencia que a maior parte do metal presente no efluente
esta em solugdo.

O ferro presente no efluente apresenta um papel importante para o
crescimento do fungo, além de ser importante na formagdo de grupos heme da
lignina peroxidase (Nakamura e col; 1997). O manganés esti relacionado
principalmente com a expressdo da enzima manganés peroxidase, cuja atividade é
dependente deste metal. A matriz estudada ndo apresentou atividade de manganeés
peroxidase, talvez por uma baixa atividade de manganés em solugdo ou pela
presenga de algum outro elemento no efluente que estaria inibindo sua atividade.
Esta enzima parece ndo ter um papel importante na degradacdo de corantes téxteis,

ao contrério do que acontece com a enzima lignina peroxidase (Young e Yu, 1997).

4.7 — Tratamento combinado do eflnente téxtil;
Apos terem sido realizados os estudos preliminares com os sistemas
isolados, onde foram otimizadas as condigdes de tratamento, partiu-se para o
tratamento combinado da matriz em questdo. Para tanto a idéia foi estudar as
seqii€ncias de tratamento ozdnio x biolégico e biolégico x ozdnio para verificar-se a

melhor seqiiéncia destes sistemas na remediacio do efluente.

F¥ 02 r o & omown
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No entanto, quando inoculou-se 0 fungo em uma nova amostra de
efluente téxtil, nfio observou-se o crescimento deste na matriz. O consumo de
agtcares redutores também nfo foi observado, que a propésito estavam numa baixa
concentraciio nesta amostra de efluente (~45 mg L) quando comparada a amostras
coletadas anteriormente.

Suspeitou-se também que este efluente além de apresentar uma baixa
concentracdo de agucares redutores (pouca fonte de carbono para crescimento do
fungo), poderia estar apresentando outra substincia que estaria inibindo o
crescimento do fungo no efluente. A determinago de cloretos na amostra
evidenciou que este apresentava-se numa concentracdo muifo alta nesta matriz
(~ 1500 mg L™"). Esta concentragfo inibe o crescimento do fungo bem como também
sua atividade enzimatica (Cai e Tien, 1991).

Para certificar-se de que o problema do nfio crescimento do fungo
estava relacionado ao efluente ¢ ndo ao fungo realizou-se o cultivo deste em meio
sOlido (meio agar extrato de malte) com o efluente. A faixa de diluvi¢do foi de 0 a
100 % do efluente téxtil (TABELA 20).
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TABELA 20: Composig#o dos meios de cultura (meio sélido) para estudo de
inibi¢do de crescimento do fungo no efluente:

Amostra Agar+EMalte efluente téxtil  4gua dest. Crescimento "

(%) (mL) (mL)
A 5 - 75.00 MB
B - 75,00 - SC
C 5 18,75 56,25 B
D 5 37,50 37,50 R
E 5 56,25 18,75 SC
F 5 75,00 - SC
* apenas agar 2,5 %

** MB = muito bom, B = bom, R = razodvel, SC= sem crescimento.

Pode-se observar que em concentragdes iguais ou maiores que 75 % do
efluente este néio apresentou mais crescimento do fungo no meio, mostrando que a

fonte de carbono ndo € o tnico fator limitante ao crescimento deste na matriz.

Realizou-se também outra bateria de ensaios em meio liquido, com 2
suplementagdio de glicose e amido no efluente (fontes de carbono) além da adi¢io de
uma solugio de vitaminas (composicdo descrita no item 3.5.3.2) sem contudo
também obter-se sucesso no crescimento do fungo no efluente.

Outra alternativa utilizada foi o pré-crescimento do fungo no meio de
cultura para produgio de enzimas (item 3.5.3) e posterior retirada deste meio e
inoculagdo da biomassa do fungo no efluente apds este ter crescido ¢ estar
produzindo enzima, foi observado que o efluente inativou completamente a enzima
lignina peroxidase do fungo ndo apresentando qualquer degradagio para o efluente
em questio.

Os problemas enfrentados nesta etapa do trabalho refletem a
dificuldade de estudar-se sistemas reais, como efluentes onde a composi¢do é
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constantemente alterada. Este problema € particularmente importante quando se trata
de efluentes téxteis onde sua composi¢do é extremamente varidvel (Babuna e col.,
1998).

Apds esta etapa do trabalho, em que se empreendeu-se um tempo
consideravel sem obter-se resultados satisfatdrios, coletou-se uma nova amostra de
efluente téxtil.

O efluente foi entfio inoculado em meio sélido contendo o fungo, para
verificar-se seu crescimento nestas condigdes. A concentracdio de cloretos também
foi determinada no efluente obtendo-se concentragbes em torno de 900 mg L,
concentragio esta bastante abaixo da encontrada no efluente que havia sido coletado
anteriormente.

Tendo esta amostra do efluente apresentado condigdes mais favoraveis
ao crescimento do fungo deu-se inicio aos estudos de combinagdo no tratamento do

efluente com o ozdnio € com o fungo P. chrysosporium.

4.7.1 — Sequéncia ozdnio-P. chrysosporium:

4.7.1.1 — Pré-tratamenito com ozdnio:

Para o pré-tratamento do efluente téxtil com ozbnio utilizou-se as
condi¢gdes que ja haviam sido previamente otimizadas, conforme apresentado no
item 4.5.

A FIGURA 44 apresenta a descoloragdo da matriz apds varios tempos
de ozonizagdo analisadas a quatro comprimentos de onda. Pode-se observar uma
rapida descoloragio do efluente nos primeiros 15 minutos atingindo uma

descoloragdo de aproximadamente 50 % ap6s 60 minutos de tratamento.
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FIGURA 44: Descoloragdo do efluente téxtil ozonizado a pH 11.

A diminuigdo da massa molecular do efluente foi significativa com o
tratamento com o ozonio (FIGURA 45) apds 60 minutos de tratamento. Podemos
observar também que apés 120 minutos praticamente nio sdo observadas mudangas

na distribui¢do da massa molecular da matriz, demonstrando que o tratamento pode

ser interrompido apés 60 minutos.
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FIGURA 435: Distribuigio da massa molecular do efluente téxtil sem
ozonizar € ozonizado apés 60 ¢ 120 minutos (condigdes experimentais conforme

descritas no item 3.7.9)

Através da FIGURA 46, que mostra o consumo de 0z6nio durante o
tratamento, pode-se observar que apés 60 minutos praticamente nfo hi consumo de

0z6nio o que vai ao encontro com 0s dados apresentados na FIGURA 45.
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FIGURA 46: Ozbnio consumido nos intervalos de tempo de ozonizago.

A reducdo de fendis totais na amostra ozonizada (FIGURA 47) foi
de aproximadamente 50 % apds 60 minutos de ozonizagdo. A degradagiio desta
classe de compostos pelo ozdnio estd reportada na literatura ¢ demonstra a eficiéncia
deste gis no tratamento destes compostos (Rice, 1981; Freire e col, 1998).
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FIGURA 47: Diminuigio de fendis totais (X, = 16 mg L") e COT (X, =
770,50 mg L) do efluente téxtil apos vérios tempos de ozonizagdo.

Embora tenha-se observado wma redugiio apreciavel da massa
molecular do efluente (FIGURA 45), esta redugio ndo foi acompanhada da
diminuicio, na mesma ordem de grandeza, do carbono orgénico total (FIGURA 47).
Isto demonstra que a matéria orginica do efluente foi degradada, no entanto uma
grande mineralizagdo (oxidagdo completa) da matriz néo foi alcancada.

Os resultados do ensaio de toxicidade frente a alga S. subspicatus das
amostras pré e pds-ozonizadas sio apresentados na FIGURA 48. Pode-se observar
que o efluente tem sua toxidade aumentada com a ozonizagdo, indicando que
embora a degradagdo venha sendo alcangada intermedidrios de degradagfio mais

toxicos estdio sendo formados em relagéio aos compostos precursores da matriz.
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FIGURA 48: Toxicidade do efluente téxtil, sem ozonizar e ozonizado apés 60
e 120 minutos, frente a alga S. subspicatus.

A toxicidade do efluente pré e pos-ozonizado frente a bactéria E. coli
(TABELA 20) vai a0 encontro com os dados obtidos para toxicidade com a alga S.

subspicatus, observando-se também um aumento da toxicidade com a ozonizagdo do
efluente.
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TABELA 20: Toxicidade do efluente téxtil, sem ozonizar e ozonizado apos
60 e 120 minutos, frente a bactéria E. coli.

tempo (minutos) inibiciio (%)
0 10,9
60 61,5
120 45,0

“efluente téxtil a 1,5 % apds 120 minutos.

4.7.1.2 — Pés-tratamento com o fungo P. chrysosporium:

Para estes experimentos utilizou-se o efluente téxtil pré-ozomizado
(item 4.7.1.1). Este estudo teve como finalidade avaliar o efeito do tratamento prévio
com 0z6nio na degradacio da matriz em questdo.

A FIGURA 49 mostra a variagio da cor no efluente téxtil apos varios
dias de tratamento. Pode-se observar que a uma descoloragio do efluente ndo €
verificada no tratamento com o fungo, sendo inclusive detectada um pequeno

aumento na cor do efluente,
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FIGURA 49: Variagio na cor do efluente téxtil (pré-ozonizado) apos varios

dias de tratamento com fungo P. chrysosporium

Uma pequena atividade de lignina peroxidase (TABELA 21) foi
observada no efluente apos a adigdo (sexto dia) de alcool veratrilico e Tween-80, no
entanto isto ndo se refletiu na descoloragio da matriz. A atividade de lacase, e

manganes peroxidase ndo foram observadas nas condi¢des de ensaio.

TABELA 21: Atividade de lignina peroxidase no efluente téxtil (pre-

ozonizado), apés nove dias de tratamento com o fungo P. chrysosporium.

dia 6 8 9

Ativ. LIP(UL™ 0 29 4 k1.7

O efluente, produto da pré-ozonizado, também nio apresentou redugéo

de massa molecular apés o tratamento com o fungo (FIGURA 50). O aparecimento
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de um terceiro pico se deve ao Tween-80 que € adicionado ao meio ap6s o sexto dia
de tratamento.
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- FIGURA 50: Variagiio da massa molecular no efluente téxtil pré-ozonizado e

tratado com o fungo P. chrysosporium (condigdes experimentais conforme descritas
no item 3.7.9).

Aparentemente o tratamento do efluente pré-ozonizado com o fungo
nfio apresenta nenhum efeifo significativo na degradagfio da matriz. No entanto a
toxicidade do efluente ¢ reduzida tanto frente a alga S. subspicatus (FIGURA 51)
quanto frente a bactéria E. coli (TABELA 22).
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FIGURA 51: Toxicidade do efluente téxtil (pré-ozonizado) antes e apés o
tratamento com o fungo P. chrysosporium, frente a alga S. subspicatus.

TABELA 22: Toxicidade do efluente téxtil (pré-ozonizado), antes ¢ apos
tratamento com o fungo P. chrysosporium, frente a bactéria E. coli.

Tempo de tratamento inibigdio (%)
micial 4236
sexto dia sem inibi¢do
nono dia sem inibigio
cTlucnie texill & 1,5 U6 A0S 1 30 MIRUTOS, T —

4.7.2 — Sequéncia P.chrysosporium — ozonio:

4.7.2.1 - Pré-tratamento com o fungo P. chrysosporium:
A FIGURA 52 apresenta a descoloragdo do efluente apos varios dias

de tratamento. A descoloragéio apresentada até o sexto dia deve-se principalmente a
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adsorgido (conforme ja discutido anteriormente). A descoloragdo que ocorre entre o

sexto e o nono dia pode estar relacionada a atividade da enzima lignina peroxidase

no meio (TABELA 23) que embora apresente baixa atividade tem papel importante

na descoloragio da matriz.

ntrole
ps G dias |
s 8 dias

abs/abs

600

400 500 550
comprimento de anda (nm)

FIGURA 52: Variagdio na cor do efluente téxtil apés véarios dias de

tratamento com o fungo P.chrysoporium.

TABELA 23: Atividade de lignina peroxidase no efluente téxtil apos nove

dias de tratamento como o fungo P. chrysosporium.
dia 6
ativ. de LiP (UL™") 0

8 9

3,76 8,59

A distribuigdo da massa molecular do efluente (FIGURA 53) apresentou

alteragdes, principalmente apés o sexto dia, do pico de alta massa molecular. O
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terceiro pico que aparece mo nono dia de tratamento refere-sc ao Tween-80,

adicionado ao meio ap6s o sexto dia.
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FIGURA §3: Distribuigio da massa molecular do efluente téxtil
quando submetido ao tratamento com o fungo P. chrysosporium (condi¢des

experimentais conforme descritas no item 3.7.9)

Embora a diminui¢8o na massa molecular do efluente ndo tenha sido
tdo significativa quanto no pré-tratamento com ozénio (FIGURA 45), o tratamento

com o fungo causou uma redugdio na toxicidade do efluente (FIGURA 54) frente a
alga S. subspicatus.
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FIGURA 54: Toxicidade do efluente téxtil, antes ¢ apés tratamento com o
fungo P. chrysosporium, frente a alga S. subspicatus

4.7.2.2. — Pos-tratamento com ozénio:

O pés-tratamento com ozdnio também apresentou uma redugdo de cor
de aproximadamente 40 % apds 80 minutos de ozonizagdo (FIGURA 55). Este
resultado ¢ satisfatorio se for considerado que no pré-tratamento com o fungo ja
havia ocorrido uma descoloragio entre 30 e 40 % (FIGURA 52).
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FIGURA 55: Vanagio na cor do efluente téxtil (pré-tratado com P.

chrysosporium) durante o tratamento com ozdnio.

A distribuigdo da massa molecular do efluente (FIGURA 56) também
apresentou uma pequena diminui¢do dos picos com a ozonizagdo, no entanto mais
uma vez a redugdo de carbono organico total (FIGURA 57) foi pouco significativa
no tratamento com ozonio, embora tenha sido possivel observar uma redugio de

fenois de cerca de 50%.
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FIGURA 56: Distribui¢do da massa molecular do efluente téxtil (pré-tratado

com o fungo P. chrysosporium) antes e apés tratamento com ozdmio (condigdes

experimentais conforme descritas no item 3.7.9).
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FIGURA 57: Diminuig&o de fenéis totais (12,37 mg L™") e COT (X, = 514,60

mg L) durante o tratamento com o0zénio.
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O consumo de ozonio para a sequéncia P.chrysosporium-ozonio
(FIGURA 58) também foi significativamente menor quando comparado a sequéncia
oz0nio-P. chrysosporium (FIGURA 46), o que é muito interessante quando for

levado em consideragdo os custos do processo.

20 T T T ¥ v T

15 -

ozénio consumido (mg})

0 20 40 60 80
tempo de ozonizagao (min)

FIGURA 58: Oz6nio consumido nos intervalos de tempo de ozonizago.

A toxicidade apds a ozonizagdo foi reduzida tanto frente a alga S.
subspicatus (FIGURA 59), quanto frente a bactéria E. coli (TABELA 24) o que é
altamente positivo, pois durante esta seqiiéncia de tratamento ndo houve um
aumento da toxicidade da matriz como a observada na seqiiéncia anterior em que o

0z0nio causou um incremento na toxicidade do efluente.
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FIGURA 59: Toxicidade do efluente téxtil (pré-tratado com o fungo P.
chrysosporium).

TABELA 24: Toxicidade do efluente téxtil (pré-tratado com o fungo P.
chrysosporium) frente a bactéria E. coli.

Tempo de tratamento (minutos) inibigdo (%)
0 38,54
60 sem inibi¢do

L L ———
efluente téxtil a 1,5 % apds 120 minutos.

Pelos dados obtidos das sequéncias ozdnio-P.chrysosporium e
P.chrysosporium-ozonio pode-se concluir que a segunda sequéncia mostra-se mais
adequada, principalmente, por ser mais efetiva na descoloragio do efluente,
consumo de ozbnio e toxicidade frente aos organismos teste utilizados. Este
aumento da toxicidade com 0z6nio na primeira sequéncia pode estar afetando a

eficiéncia do pos-tratamento com o fungo embora este consiga reduzir a toxicidade

do efluente apds tratamento com ozonio.
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A TABELA 25 apresenta um resumo de alguns resultados
experimentais obtidos para as duas sequéncias de tratamento estudadas ilustrando o

exposto acima.

TABELA 2§: Comparagiio entre as sequéncias de tratamento do efluente

téxtil estudadas.
O; — P. chrysosporium P. chrysosporium — Qs
O; P. chrysosp. P. chrysosp. 0O;
descoloragdo ~50% s/ descolor. ~30% ~40 %
dist. massa |significativa redugdo pouco }reducio da| redugiioda
molecular |redugdo princ.| significativa |[fragio de alta fragdo de baixa
p/ fragio de massa massa
baixa massa molecular molecular
molecular
toxicidade aumento reducio redugiio reducéio
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5 - CONCLUSOES

Os estudos preliminares de degradagio dos corantes com ozdnio
mostraram resultados satisfatorios que permitem afirmar que sua cinética de
descoloragfio é muito rapida. A ozonizagio nfio causa um aumento da toxicidade dos
intermediarios formados, nas concentragdes estudadas para os corantes azo (R-5) e
antraquinona (R-19). No entanto, quando o corante apresenta metais quelados (R-
21), estes metais sdo liberados para o seio da solugdo aumentando sensivelmente a
toxicidade do meio.

Na degradacdo do efluente téxtil com ozdnio o pH nfio exerceu um
efeito significativo sobre a degradagfio. O ozénio foi eficaz na descoloragio e
redugfio de fendis totais da matriz, no entanto demonstrou ser ineficaz na redugéo de
carbono orgénico total.

Para o fungo P. chrysosporium a descoloragdo do efluente mostrou ser
dependente da enzima lignina peroxidase (com excegéio do efluente que € pré-
tratado com 0z6nio) , apresentando uma significativa diminnicdo da cor nos casos
em que a enzima apresentou atividade. A atividade enzimatica no efluente foi
altamente satisfatéria quando comparada a condigdes padrSes de cultura para
produgdio da enzima. No entanto, sua atividade ¢ afetada por altas concentragdes de
ions cloreto no meio que pode inibir a atividade da enzima.

As sequéncias de tratamento estudadas, ozdnio-P.chrysosporium e
P.chrysosporium-0zdnio, nos permitem concluir que a segunda sequéncia mostra-s¢
mais adequada, principalmente por ser mais efetiva na descoloragdo do efluente,
diminuir o consumo de ozénio e também a toxicidade frente aos organismos teste
utilizados. Este aumento da toxicidade com oz6nio na primeira sequéncia pode estar
afetando a eficiéncia do pos-tratamento com o fungo embora este consiga reduzir a

toxicidade do efluente apds tratamento com ozdnio.
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6 — PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS:

Os resultados obtidos neste trabalho deixam em aberto alguns pontos
que podem ser melhor elucidados:

e Estudos envolvendo a concentragio limite de cloreto que inibe o

crescimento do fungo e sua melhor correlagiio com a atividade enzimatica.

o Caracterizagio quimica dos intermediarios formados, através de
cromatografia liquida-espectrometria de massa, durante a ozonizagdo do efluente

tentando correlaciona-los com o aumento da toxicidade no efluente.

* Estudos visando aumentar a eficiéncia do processo biolégico, por exemplo

através da passagem do efluente por vérios reatores em sequéncia contendo o fungo.

 Operagiio do sistema em escala semi-piloto ja levando-se em conta os

custos do processo.
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8 - Atividades desenvolvidas durante o periodo de
doutoramento:
8.1 - Estagio no exterior:

Laboratério de Recursos Renovéveis, Universidade de Concepcion —
Concepcidn, Chile. Janeiro a margo de 1997,

8.2 - Atividades académicas:
Auxiliar didatico no curso de graduagiio em quimica (IQ — Unicamp)
durante o segundo semestre de 1996 das disciplinas QA — 215 (Quimica Analitica
Experimental) e QA — 216 (Quimica Analitica II).

8.3 — Publicacdes:

8.3.1 — Revistas Internacionais:

- Peralta-Zamora, P.; Kumz, A.; Nagata, N.; Poppi, RJ. (1998).
Spectrophotometric determination of organic dye mixtures by using multivariated
calibration. Talanta 47: 77 - 84.

- Peralta ~Zamora, P.; Kunz, A.; Moraes, S. G.; Pelegrini, R.; Moleiro,
P.C.; Reyes, J.; Duran, N. (1999). Degradation of reactive dyes I. A comparative
study of ozonization, enzimatic and photochemical processes. Chemosphere 38:
835 - 852.

- Kunz, A.; Jardim, W.F. (1999). Complexation and adsorption of copper
in raw sewage. Water Research (no prelo).

- Duran, N.; Bromberg, N.; Kunz, A. (1999). Biotransformation of veratryl
alcohol by peroxidase. Biocatalysis & Biotransformation (submetido).

- Freire, R.S.; Kunz, A.; Durdn, N. (1999). Some chemical and
toxicological aspects about paper mill effluent treatment with ozone.
Environmental Technology (submetido).
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- Kunz, A.; Mansilla, H.; Durdn, N. (1999). Treatment of textile reactive
dyes by ozonization process. Chemosphere (submetido).

- Kunz, A; Duran, N. (1999). Combined treatment of textile effluent
using the sequence Phanerochacte chrysosporium-Ozone. Chemosphere
(submetido).

- Moraes, S.G.; Kunz, A .; Peralta-Zamora, P.; Duran, N. Remediation of

textile effluent. New tendencies (em fase final de preparagéo).

8.3.2 — Revistas nacionais:

— Kunz, A. (1997). O que é a ISO 14000?. Tecnia 2: 137 - 141.

- Kunz, A.; Freire, R.S.; Rohwedder, J.J.R.; Mansilla, H.; Rodriguez, J;
Duran, N. (1999). Construgfio e otimizagfio de um sistema para produgéo e aplicagio
de ozbnio em escala de laboratério. Quimica Nova 22: 425 — 428.

8.3.3 — Patentes:

-Kunz, A.; Freire, R S.; Rohwedder, J.J.R.; Gutierrez, J.P.R ; Caballero,
N.E.D.C. (1998). Desenho ¢ montagem de um sistema para produgdo de ozbnio
em escala laboratorial. P.1. 9802076.

8.3.4 — Proceedings em congressos internacionais:

- Kunz, A.; Mansilla, H.; Freer, J.; Baeza, J.; Duran, N. (1997). Chemical
treatment (ozone) of dyes presents in textile effluents: toxicity of interediates formed
in the process. Proceedings of fifh synposium on the chemistry of lignins and other
wood components. 31 august to 05 september. Curitiba-PR Brazil Vol. VI: 92 - 98.

- Kunz, A.; Esposito, E.; Reyes, J. Durin, N. (1998). Biodegradation of
textile effluent using the white-rot fungus Phanerochaete chrysosporium. Proc. of

Third Latin American Biodegradation <& Biodeterioration Symposium.
Florianépolis, 27-30 April, 1998. Paper n° 46, 1-5.
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- Kunz, A.; Reyes, J.; Durén, N. (1999). New alternatives on textile efflnent
remediation. Proc. Inter. Conf. Diff. Poll.. Perth — WA — Australia, 16 — 20 may,
1999. 525 — 531.

- Kunz, A.; Durin, N. (1999). Textile effluent remediation using the
sequence Ozone-P. chrysosporium fungus. Proceedings of sixth symposium on the
chemistry of lignins and other wood components. October 25-28. Guaratinghetd-SP
Brazil (no prelo).

8.3.5 — Anais em congressos nacionais:

- Kunz, A.; Reginatto, V.; Reyes, J.; Durdn, N. (1998). Estudo da toxicidade
de corantes téxteis ¢ seus produtos de degradaglio frente a alga Scemedesmus
Subspicatus. Anais da II Reunido Nacional de Microbiologia Aplicada ao Meio
Ambiente. Florianpolis, SC — 12 a 15 de outubro de 1998. (no prelo).

- Reginatto, V.; Kunz, A.; Durdn, N. (1998). Avaliagio da toxicidade do
cobre pelo uso do ensaio com a alga verde S, subspicatus. Anais da II Reunidio
Nacional de Microbiologia Aplicada ao Meio Ambiente. Florianopolis, SC — 12 a 15
de outubro de 1998 (no prelo).

8.3.6 — Trabalhos apresentados em congressos (apenas com resumo ou
abstract):

- Silva, S.T.; Kunz, A.; Jardim, W.F. (1997). Contribuigio dos tampdes
PIPES, HEPES, BES ¢ MES na complexagio de cobre. Publicado no Livro de
resumos do LY encontro nacional de quimica analitica. 31/08 a 03/09/1997. Sio
Carlos-SP,

- Kunz, A.; Mansilla, H.; Freer, J.; Baeza, J.; Duran, N. (1997). A
influéncia do pH na degradacgéio do corante téxtil preto reativo-5 utilizando ozbnio.
Publicado no livro de resumos do XXXVII congresso brasileiro de quimica. 28 de
setembro a 03 de outubro. Natal - RN
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- Kanz, A., Reyes, J., Esposito, E., Durdn N. (1997). Producéio de lignina
peroxidase em efluente téxtil. Publicado no livro de resumos do 3? semindrio
brasileiro de tecnologia enzimdtica. 29 a 31 de outubro de 1997. Rio de janeiro-RJ.

- Kunz, A., Reyes, J., Durdn, N. (1998). A problemaitica do tratamento de
efluente téxtil : Novas alternativas de remediag#o. Publicado no livro de resumos da
XI reunion chemrawn en quimica ambiental. Congresso latinoamericano en quimica
analitica ambienial. 15 — 20 de margo de 1998. Montevideo-Uruguay.

- Kunz, A ; Esposito, E.; Reyes, J.; Duran, N. (1998). Biodegradation of
textile effluents using the white-rot fungus Phanaerochaete chrysosporium.
Abstracts of the Third Latin American Biodegradation & Biodeterioration
Symposium. 27 — 30 april, Florianépolis-SC-Brazil.

- Peralta-Zamora, P.; Kunz, A.; Nagata, N.; Poppi, R. J. (1998).
Determinagio espectrofotométrica de misturas de corantes utilizando-se calibragfio
multivariada. Publicado no livro de resumos da 21¢ reunido anual da sociedade
brasileira de quimica. 25 a 28 de outubro. Pogos de Caldas — MG.

- Peralta—Zamora, P.; Kunz, A.; Moraes, S.G.; Pelegrini, R.; Moleiro, P.C.;
Reyes, J.; Duran, N. (1998). Degradagéo de corantes reativos. Estudo comparativo
dos processos enzimaticos, fotoquimico e de ozonizagio. Publicado no livro de
resumos da 27° reunido anual da sociedade brasileira de quimica. 25 a 28 de
outubro. Pogos de Caldas — MG.

- Kunz, A.; Reyes, J.; Durdn, N. (1998). Textile effluents pretreatment using
ozone. Abstracts of the nineteenth Biennial Conference of the International
Association on Water Quality. June 21-28 — Vancouver,B.C., Canada.

-Kunz, A. ; Masilla, H; Reyes, J.; Duran, N. (1998). Degradation of textile
dyes using ozone. Resumenes del XXIII congresso latinoamericano de quimica. 26-
31 de julio. Rio Grande - Puerto Rico.

- Kunz, A. ; Freire, R.S.; Reyes, J. Durdn, N. (1998). Estudos de
transferéncia de massa de 0z6nio para um reator de escala de laboratério. Publicado
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no livro de resumos do XXXVIII congresso brasileiro de quimica. 21 a 25 de
setembro. S&o Luiz - MA.

- Freire, R. S. ; Kunz, A.; Reyes, J.; Durin, N. (1998). Tratamento do
cfluente de industria papeleira com ozdnio: Aspectos quimicos e toxicolégicos.
Publicado no livro de resumos do XXXVIII congresso brasileiro de quimica. 21 a 25
de setembro. S3o Luiz - MA.

- Kunz, A.; Moraes, S.G.; Zamora, P.P.; Duran, N. (1999). Tratamento de
efluente t€xtil com ozénio apés precipitagdo com hidréxido de ferro, Publicado no
livro de resumos da 22¢ reunidio anual da sociedade brasileira de quimica. 25 a 28
de maio. Pogos de Caldas-MG.

8.3.7 — Participacfio em Simpésios:

- 2° Minisimpésio de Novas Estratégias em Quimica e Biotecnologia de
Materiais Renovéveis. 25 ¢ 26 de novembro de 1995. Instituto de Quimica —
Unicamp, Campinas/SP.

.32 Minisimpésio de Novas Tecnologias em Quimica e Biotecnologia de
Materiais Renovaveis. 30 de agosto de 1997. Instituto de Quimica — Unicamp,
Campinas/SP.

- Workshop sul-americano sobre usos alternativos de residuos de origem
florestal e urbana. 4 — 5 de outubro de 1997. Hotel Bourbon. Curitiba-Pr.

- I Simpdsio internacional de Qualidade Ambiental. 26 a 28 de outubro de
1998. PUCRS- Porto Alegre/RS.

8.3.8 — Palestras e Seminsirios Ministrados:

- Utilization of combined methods on remediation of industrial
effluents. Ministrado em 31 de julho de 1998 na Universidad Metropolitana, San
Juan, Puerto Rico.

- Novas alternativas para remediacio de efluentes industriais.
Ministrada na disciplina EC 211 — Tépicos especiais em Saneamento:
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Perspectivas Atuais em Saneamento. Departamento de saneamento e Ambiente,
Faculdade de Engenharia Civil — Unicamp. 27 de agosto de 1998.

8.3.9 — Cursos extra-curriculares:

- Por uma gestio integrada des residues; promovido pela Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (Porto Alegre — RS), ministrado pelo
professor Mauro Gandolla (Suiga), nos dias 27 ¢ 28 de outubro de 1998 (8 horas).



