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Influéncia do excesso de nitrogénio amoniacal no
tratamento de efluente téxtil em reator de bateladas
sequenciais com Aspergillus niger AN 400

Influence of excess nitrogen in the treatment of the textile effluent in
sequential batch reactors with Aspergillus niger AN 400
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RESUMO
Agua residudria téxtil foi tratada com Aspergillus niger AN 400 em
reator de bateladas sequenciais, em ciclos de 48 h para avaliar o efeito
de fonte adicional de nitrogénio sobre a eficiéncia do sistema alimentado
com efluente diluido (10% v/v) e glicose (3 g.L). O afluente recebeu fonte
adicional de nitrogénio (etapa 1), acarretando em excesso de nitrogénio
amoniacal (192 mgl") no meio, resultando em remocao de matéria
organica de 85%, porém em apenas 55% de remocao de corante. Ao se
diminuir a concentracdo média de amonia para 98 mg.l' (etapa 1), a
remocao de corante (83%) passou a ser superior a de matéria organica, de
69%, mostrando o efeito negativo de concentracdes elevadas de amonia
sobre o sistema, favorecendo ainda o crescimento de bactérias, o que
provavelmente inibiu a producdo de enzimas fungicas e contribuiu para

a perda de eficiéncia na remocdo de corante e formacdo de subprodutos.
Palavras-chave: Indigo Carmim; bateladas sequenciais; efluente téxtil: fungos.

m)

ABSTRACT
Textile wastewater was treated by Aspergillus niger AN 400 in sequential
batch reactor, which was operated in cycles of 48 h in order to evaluate the
effect of an additional source of nitrogen on the system’s efficiency, which
was fed with effluent diluted (10% v/v) and glucose 3 g.L.). The influent
received addition of an external source of nitrogen (phase 1), in which there
was excess ammonia (192 mg.L") in the medium, resulting in organic matter
removal of 85%, but in only 55% removal of dye. In the phase Il, when the
average concentration of ammonia in the medium was lower (98 mg.L",
removal of dye (83%) became higher than that of organic matter (69%),
showing the negative effect of high concentrations of ammonia over the
system and favoring the growth of bacteria, which probably inhibit the
production of fungal enzymes and contributed to the loss of efficiency in

the removal of dye and the formation of byproducts.

Keywords: Carmim Indigo, sequential batch, textile effluent, fungi.

INTRODUCAO

As industrias téxteis possuem relevante importancia na economia
mundial e, no Brasil, tem se destacado como uma das principais em
geracdo de empregos e faturamentos, uma vez que empregam mais de
1,7 milhoes de trabalhadores, e juntas tem um faturamento anual

de US$ 47 bilhées, como apresentado em Alves (2013).

m,

Entretanto, apesar das divisas economicas geradas, as atividades
decorrentes do processamento téxtil sdo caracterizadas pelo consumo
intenso de 4gua e de corantes, cuja presenca traz como consequéncia a
geragao de efluentes com elevado nivel de coloragao (KILIC et al., 2007).

O uso de corantes no processo téxtil tem por fun¢éo conferir cor

a fibra, sobre condigdes pré-estabelecidas, sendo substancias quimicas
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soluveis, ndo abrasivas e com capacidade elevada de absor¢do lumi-
nosa, nos comprimentos de onda entre 400 e 800 nm. Porém, a mesma
solubilidade que confere aos corantes a capacidade de interagir com
a superficie do material, pode amplificar seu efeito téxico (SARON &
FELISBERTT, 2006), além de interferir na transparéncia da dgua, mesmo
que em concentrag¢ao baixa, pois a detec¢ao de cor no meio é visivel em
concentragdes tao baixas quanto 1 ppm (ZANONI & CARNEIRO, 2001).

Desta forma, a presenca de efluentes coloridos em corpos d’agua
acarreta uma problemadtica ambiental grave, por afetar a estética, a
transparéncia da agua, o processo fotossintético pelo fitoplancton —
com a diminuigdo da penetragdo da luz — e consequente diminuiciao
do oxigénio dissolvido e ainda a solubilidade de outros gases presentes
nos corpos d’agua (COUTO, 2009).

Outro aspecto a ser considerado é em rela¢édo a saude publica, pois
aingestao de agua contendo corantes pode acarretar, no sistema diges-
tivo, a formagao de produtos mais nocivos do que o préprio corante
por possuirem propriedades cancerigenas e de alto poder mutagénico
(ANASTACIO FERRAZ, 2008). Essas caracteristicas danosas sio endos-
sadas por Bolzon (2007), que alertou para os problemas decorrentes
do contato entre corantes indigoides — de valor econémico elevado
e de grande aplicacdo no setor industrial para o tingimento de roupas
(blue jeans) — e seres humanos, ratificando a natureza carcinogénica
desses compostos, que podem conduzir a toxicidades agudas e afe-
tar o sistema reprodutivo, neuroldgico e o crescimento do individuo.

Mediante esse contexto, nos ultimos anos, regulamentaqc’)es rigo-
rosas tém sido estabelecidas em muitos paises em relacdo ao descarte
de efluentes coloridos, especialmente nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, no que diz respeito a remocéao de cor dos efluentes
industriais. Sua aplicagdo continuara a assegurar que industrias téx-
teis e de outros corantes tratem seus efluentes para que se ajustem aos
padroes requeridos, minimizando o impacto ambiental e danos a saide
humana (ANJANEYULU; CHARY; RAJ, 2005).

Dentre as multiplas estratégias aplicadas para a eliminagao de coran-
tes téxteis, a utilizacdo de fungos demonstra ser uma alternativa viavel
para a remogdo desses compostos no meio ambiente (BANAT et al.,
1996; GIANFREDA & RAOQ, 2004), em vista de ndo resultar na presenga
de aminas aromdticas nao degradaveis, como ocorre quando do emprego
de processos anaerdbios (VAN DER ZEE & VILLAVERDE, 2005; ISIK &
SPONZA, 2005), e também pela existéncia de dados promissores apresenta-
dos em vérias pesquisas, como as de Sanghi et al. (2009); Yang et al. (2009)
e Senthilkumar, Perumalsamy e Janardhana Prabhu (2014), entre outros.

Sanghi et al. (2009) estudaram a remogao de cor de efluente téxtil sin-
tético pelo fungo Coriolus versicolor em reator em bateladas sequenciais.
Na presenga de 100 g.L* do corante Remazol Violeta Brilhante foram tes-
tados diferentes cossubstratos: glicose (10 g.L ), sabugo de milho (5 g.L ")
elactose (5 g.L"). Foram obtidas remogdes de matéria organica, em ter-

mos de demanda quimica de oxigénio (DQO), variando de 50 a 60%.
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A remogao de cor foi elevada, chegando a 95 e 94%, respectivamente,
quando do uso da glicose e do sabugo de milho, sendo esse percentual
menor (45%) quando a lactose foi o cossubstrato adicionado ao meio.

Yang et al. (2009) utilizaram reator de leito fixo e escoamento con-
tinuo inoculado com fungos para tratar efluente téxtil in natura, ope-
rado com tempo de deten¢io hidraulica (TDH) de 12 h, com adi¢ao
de 0,5 g.L"' de glicose e de 0,1 g.L* de (NH,),SO,. Foi alcangada remo-
¢do de cor de 89%. Houve predominancia de Candida sp. no biofilme
em relacdo a populagio bacteriana a partir da contagem do nimero de
colonias, com propor¢ao minima de 6,8:1 (fungos:bactérias), consta-
tando-se a nio inibi¢do da atividade enzimatica dos fungos.

Senthilkumar, Perumalsamy e Janardhana Prabhu (2014) avaliaram
a remogdo de cor de meio contendo 1 g.L! do corante Amido Black
10B por Phanerochaete chrisosporyum. A glicose foi o cossubstrato
adicionado ao meio nas concentragdes de 0,05; 0,15 0,5; 1 e 2% (w/w).
Também foi utilizada mistura de fosfato dihidrogénio de amoénio e
cloreto de amonio, na razdo de 5:1, a qual foi adicionada nas concen-
tragoes de 0,01; 0,05; 0,15 0,5 e 1% (w/w). A maior eficiéncia de remo-
¢do de cor (97%) ocorreu quando da adigdo de 0,5 g.L'* de glicose e de
0,5% da fonte de nitrogénio, em seis dias de batelada.

Assim, tendo em vista o potencial dos fungos filamentosos para o
tratamento de efluentes téxteis em reatores bioldgicos, esta pesquisa foi
desenvolvida com o propésito de remover o corante Indigo Carmim
de efluente téxtil in natura diluido a 10% (v/v), utilizando reator em
bateladas sequenciais (RBS) inoculado com biomassa imobilizada de
Aspergillus niger AN 400, verificando a influéncia da presenga e ausén-

cia de fonte adicional de nitrogénio no meio téxtil.

METODOLOGIA

Agua residuaria téxtil in natura diluida a 10% (v/v)

A agua residudria in natura foi coletada do tanque de equalizagdo de
uma industria téxtil localizada na regido Metropolitana de Fortaleza,
Cear3, e continha em sua composi¢ao o corante Tndigo Carmim, com

estrutura quimica representada na Figura 1. A coleta do efluente foi

Il |
Naso, ¢ N

NaSO,

Grupo cromoforo
Fonte: Quintero e Cardona (2010).

Figura 1- Estrutura molecular do corante téxtil indigo Carmim.
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realizada por meio de um frasco de polietileno de 5 L, previamente
descontaminado com écido cloridrico a 10% (v/v).

A 4gua residudria téxtil in natura que preencheu o reator bio-
logico foi diluida a 10% (v/v) e foi, posteriormente, acrescida de
macronutrientes, na seguinte composigao (em g.L"): (NH,),SO,
(0,2), NaNO, (1,0), mgSO, (0,25), K,HPO, (0,2), CaCL.2H,0 (0,01),
CuSO,.7H,0 (0,08), H,MoO, (0,05), MnSO,.5H,0 (0,05), Fe,(SO4),
(0,05), ZnSO,.7(H,0) (0,04) e 1 mL.L" de solugio de contendo micro-
nutrientes (solugdo de Vishniac).

O pH do meio aquoso in natura foi previamente ajustado para 5,
com acido sulftrico PA para fornecer ao Aspergillus niger pH 6timo
para seu metabolismo (GRIFFIN, 1994).

Preparo do in6culo
A espécie utilizada para o tratamento foi o Aspergillus niger AN 400 e 0 indculo
foi obtido por meio da produgio de esporos, cultivados em placas de Petri
esterilizadas, contendo meio de cultura Agar-Saboraud a 30°C, tendo sido
o meio previamente esterilizado em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.
As placas inoculadas com fungos permaneceram por cinco dias em
incubadora microbioldgica & temperatura de 28°C, tendo-se, ao final
desse periodo, observado o crescimento dos esporos por toda a placa,
de modo que eeses foram entdo removidos, adicionando-se em cada
placa 5 mL de solu¢ao Tween 80, e transferidos para tubos de ensaio.
Posteriormente, 50 uL da suspensao de esporos foi agitada em
vortex com adigao de 950 pL de solugdo Tween 80, retirando-se entao
20 pL dessa mistura para leitura do niimero de esporos por mL, fazendo
uso de camara de Neubauer, em microscopico dptico com aumento de

400x em 16 campos.

Imobilizacdao da biomassa em meio suporte

A espécie Aspergillus niger AN 400 foi imobilizada em espuma de
poliuretano, cortada em cubos de 1 cm de aresta, fazendo uso de fras-
cos Erlenmeyer de 250 mL, contendo meio de crescimento, o qual era
constituido por (mg.L"): glicose (5000), sulfato de aluminio (0,8);
nitrato de s6dio (4); sulfato de magnésio (1); fosfato de potassio
dibésico anidro (0,8); cloreto de célcio (0,04); sulfato de cobre (0,32);
acido molibidico (0,2); sulfato de manganés (0,2); sulfato férrico (0,2);
e sulfato de zinco (0,16). Foi ainda adicionado ao meio a solugio de
Vishiniac (1 mL.L").

Quinze gramas de espumas foram previamente esterilizadas em
autoclave por 20 min a 121°C e depois colocadas em saquinhos de
polietileno que foram distribuidos em 3 Erlenmeyers com volume ttil
de 250 mL, cada qual contendo 5 g da espuma juntamente com 150 mL
do meio de crescimento.

Em seguida, inoculou-se a suspensao de esporos, obtida do preparo
do indculo, na concentragdo de 2x10° esporos.mL™, sendo o procedi-

mento realizado proximo ao bico de Bunsen, para evitar contaminagao.
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Os Erlenmeyers foram mantidos em uma mesa agitadora horizontal,
sob agitagdo de 150 rpm e £28°C, durante 16 dias, ressaltando-se que
dentro desse periodo, a cada 48 h, o meio contido no interior do reator
era substituido por um meio recém preparado. Apds a etapa de imobi-
lizagdo, as espumas foram transferidas para o reator em batelada para

a partida do mesmo.

Reator em bateladas sequenciais

Foi montado reator aerdbio, com volume total de 5 L e volume reacio-
nal de 4 L, operado em regime de bateladas sequenciais, com a biomassa
de Aspergillus niger AN 400, imobilizada em espumas de poliuretano.

O reator era de vidro e foi coberto por saco preto de polietileno, para
evitar degradagdo fotolitica. O ar era fornecido por meio de mini-com-
pressor, na vazao de 150 L.h™.

A alimentagdo do reator com a agua residudria in natura diluida a
10% (v/v) era feita no inicio de cada semana e o mesmo operado em
ciclos com tempo reacional de 48 h. O experimento compreendeu um
total de 43 ciclos, perfazendo 86 dias de operagéo.

Além disso, a glicose (3 g.L') foi adicionada ao meio como fonte
primédria de carbono, uma vez que o préprio corante Indigo também
representava outra fonte de carbono, porém de maior complexidade.
A partir do 25° ciclo, foi suspensa a adigdo de fonte adicional de nitrogé-
nio — sulfato de amonia e nitrato de sédio — ao efluente diluido, cons-
tituindo assim a etapa I (1° ao 24° ciclo) e a etapa IT (25° ao 43° ciclo).

Foi adicionado ainda o antibidtico Megacilin Super Plus, na con-

centragdo de 0,12 g.L}, para minimizar a contaminagéo por bactérias.

Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em amostras da agua resi-
dudria diluida, do afluente e efluente do reator. Foram efetuadas as deter-
minagdes das variaveis: corante, DQO bruta e dissolvida e pH. Todos os
meétodos para determinagao das variaveis mencionadas seguiram proce-
dimentos descritos em APHA (2005), exceto a determinagao de corante.

A determinagao da concentragao de corante foi realizada com base
em Rodrigues ef al. (2011), a partir da medida da absor¢do do grupo
cromoforo do Tndigo Carmim, no comprimento de onda (A) de 640 nm,
uma vez que o cromoforo é a estrutura responsavel pela caracteristica
de coloragdo do corante.

Para se ter a relagdo entre a absorbancia obtida e seu equivalente em
termos de concentragio de corante, foi construida curva de calibragiao, com
o uso de solugdes de concentragdes conhecidas do corante Indigo Carmim,
variando de 0 (branco) a 50 mg.L'. Antes da leitura, em espectrofotome-
tro, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm, durante 15 minutos.

Desta forma, a partir dos dados de absorbéncia versus concentra-
¢do de corante adicionado, pode ser obtida a equagdo que estabeleceu a
relacdo entre concentragdo de corante equivalente e absorbancia. A efi-

ciéncia (E) de remogao de corante foi calculada conforme a Equagio 1:
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E(%) = 100 x (Co - C)/Co (1)

Co: concentragio afluente (mg.L-1);

C: concentragao efluente (mg.L-1).

Verificacao de co-produtos da
degradacao via espectroscopia UV-Vis
Foi realizado detalhamento espectroscopico das bandas de absor¢ao
do corante fndigo Carmim em amostras do efluente e afluente, visando
verificar a possivel formagdo de subprodutos resultantes da degrada-
¢d0 do corante. Para tanto, foram executadas “varreduras” entre 200
e 800 nm das aliquotas em um espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo
Evolution 100). O corante Indigo Carmim possui uma larga banda de
absor¢do na regido do visivel (640 nm), referente ao seu grupo cromo-
foro (-C=C- ligado a CO e NH no centro da molécula) e duas outras
bandas de absorgao na regido do ultravioleta, uma em 205 nm e outra
em 265 nm, referentes a fracdo aromatica do corante.

Devido aos problemas laboratoriais somente foram realizadas var-

reduras na etapa I, nos ciclos C16 e C19.

Contagem das unidades formadoras

de colbnias de micro-organismos

A determinacéo das unidades formadoras de coldnias ocorreu no final
das etapas I e II, procedendo-se a diluigdo em série da amostra do
efluente de cada uma das etapas. Apos a diluicao, fez-se o plaqueamento
em placas de Petri contendo meios seletivos: meio Martin, usado para
a contagem de colonias de fungos, e meio nutriente-agar, para conta-
gem do nimero de coldnias de bactérias.

O meio de Martin era composto de (g.L"): K, HPO, (1); peptona (5);
KH,PO, (0,5); mgSO,.7H,0 (0,5); dextrose (10); extrato de levedura (0,5);
rosa bengala (0,033); agar (18). Além disso, foi adicionado 3 pg.mL"
de estreptomicina, antibidtico usado para evitar contamina¢io do meio
por bactérias. O meio nutriente-dgar possuia (g.L"): bacto-agar (15);
extrato de carne (2); peptona (5); NaCl (8).

Desta forma, a amostra do efluente (10 mL) foi misturada em 90 mL
de solugao salina (0,89%) em tubos, os quais foram posteriormente
agitados em vortex por 10 min. Entdo, aliquotas de 1 mL foram reti-
radas desses tubos e transferidas para 9 mL de solugéo salina e, dessa
forma, o mesmo procedimento foi feito sucessivamente até obter con-
centragdes de 102,107 e 10*. Em seguida, as diluigoes em série obtidas
foram plaqueadas nos meios seletivos de Martin e nutriente-dgar, com

ajuda de al¢a de Drigalski.

Ensaio de adsorcdo do corante no biofilme
A quantidade de Tndigo Carmim presente no biofilme foi estimada reti-
rando-se um cubo contendo biomassa imobilizada do reator, apds o tltimo

ciclo, sendo entdo transferido para Erlenmeyer de 250 mL, adicionado
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de 100 mL de solugao salina e pérolas de vidro. Em seguida, o conjunto
foi submetido a agitagdo vigorosa para propiciar a remogao de biomassa
do meio suporte. O meio foi entdo centrifugado a 3.500 rpm e o sobrena-
dante foi separado da biomassa. O metanol foi utilizado como solvente
para remover o corante adsorvido, de modo que 10 mL foram transferi-
dos juntamente com a biomassa para tubos, permanecendo em contato
durante 10 min. Depois desse periodo, foi adicionado mais 5 mL de meta-

nol, seguido de homogeneizagao e leitura espectrofotométrica a 640 nm.

Ensaio de adsorcdao no meio suporte

Foi utilizado frasco de vidro de 2 L, ao qual foram adicionados 15 g do
material suporte previamente seco em estufa. Esse recipiente recebeu
1 L de agua residudria diluida (20% v/v).

A capacidade maxima de adsor¢do do corante na espuma de poliure-
tano, empregada como material suporte, foi monitorada a partir da sua
concentragdo inicial no meio durante um periodode 1,83 h, retirando-se
amostras do meio a cada 10 minutos para determinagao da concentra-

¢do de saturagdo e a respectiva massa de corante adsorvida a mesma.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na etapa I, a concentragao média de corante no afluente foi de 10 mg.L ",
variando de 3 a 20 mg.L", pois o efluente foi oriundo de processamento
téxtil, apresentando alteragdes em fungdo do tipo e quantidade de pro-
duto produzido, bem como de técnicas empregadas. Nessa etapa, foi
observado decaimento da concentragéo inicial do Tndigo Carmim,
registrando-se remog¢do média do corante de 55%, maxima de 97%
(ciclo C24) e minima de 3% (ciclo C6).

E importante mencionar que, em metade dos ciclos operacionais da
etapa [, a eficiéncia de remogéo do Indigo Carmim nio foi boa, ocor-
rendo ciclos em que as remogdes foram inferiores a média registrada
paraaetapa (55%) e outros em que nido houve remocgéo do corante, nos
quais a concentragdo do mesmo no efluente foi superior a do afluente
(Figura 2). A perda da eficiéncia foi atribuida a suplementagio do meio
com o0s compostos nitrogenados, pois concentragdes elevadas de nitrogé-
nio amoniacal, como as encontradas no presente trabalho (192 mg.L™),
inibiram a assimilagao do corante pelos fungos (KHELIFI et al., 2009;
SANGHI; DIXIT; GUHA, 2006; SWAMY & RAMSAY, 1999).

E importante mencionar que quando da remogio de corantes pelos
micro-organismos, ha a adsor¢ao de parcela destes a parede da célula
e/ou ao material suporte usado para imobilizagdo da biomassa, seguida
do processo de biodegradagao (COULIBALY; GOURENE; AGATHOS,
2003) — no qual o poluente é incorporado ao material celular —, sendo
que a parcela adsorvida podera sofrer dessor¢do, em fungao do pH do
meio, entre outros fatores que podem levar a liberagdo do corante fra-
camente ligado a superficie micelial e/ou do suporte (SINGH, 2006;
WANG & HU, 2008).
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De acordo com Debrassi, Largura e Rodrigues (2011), o acimulo
de corante no meio é propiciado pela competicdo por sitios de adsor¢ao
entre o corante e ions OH- e, conforme ha o aumento do valor do pH
no meio, o nimero de sitios carregados positivamente diminui, o que
resulta na reducdo da adsor¢ao do corante devido a repulséo eletrostatica.

Na presente pesquisa, na etapa I, o valor médio do pH foi 8 (variando
de 5,9 29), ao passo que na etapa II, esse valor foi de 5,6 (variando de
4a7,6). Os maiores valores de pH registrados na etapa I estariam rela-
cionados com as reagdes de conversao de nitrato a nitrito pelos fungos,
ocorrendo liberagdo de OH, o que favorece a dessor¢do do poluente
(GRIFFIN, 1994).

Quando o micélio esta protonado, o que pode ocorrer em meio
acido, a velocidade de adsorgao de corante tende a aumentar. Chaves
et al. (2008), ao utilizarem biomassa morta de Aspergillus niger verifica-
ram maior adsor¢do do corante quando a superficie do micélio estava
protonada, ap6s tratamento com solu¢do acida de H,SO,, e perda da
capacidade biossortiva da massa micelial quando esta foi tratada com
solucdo alcalina de NaOH.

De fato, na etapa IT, com os valores mais baixos de pH, influencia-
dos pela retirada da fonte externa de nitrogénio, houve, possivelmente,
diminui¢ao da tendéncia a dessor¢do do corante, com a produgao de
enzimas atuantes na degradagao de corantes e outros poluentes sendo
favorecida (KHELIFI et al., 2009; SWAMY & RAMSAY, 1999). Isso
foi evidenciado pela melhora nos percentuais de remogdo do Indigo
Carmim, com eficiéncia média de 83%, maxima de 97% (ciclos C26 e
C40) e minima de 69% (ciclo C39). Nessa etapa, a concentragdo média
de corante afluente foi de 10 mg.L ", variando de 5a 19 mg.L .

E importante mencionar que embora tenha sido observada a adsor-

¢do de corante ao material suporte (0,064 g) e no biofilme (0,32 g),

perfazendo massa de corante adsorvida de 0,38 g, essa parcela foi infe-
rior 4 massa total de corante removido pelo reator (2,11 g), indicando
que a via biolégica foi o principal mecanismo de remogao do corante.

Na Figura 2 sdo apresentadas as varreduras realizadas no afluente e
efluente dos ciclos C16 e C19, contatando-se diminui¢do na area rela-
tiva ao grupo croméforo da molécula do corante Indigo Carmim, as
quais foram de 51 e 57%, respectivamente.

Nos ciclos C16 e C19, apesar de ter ocorrido ruptura da ligagdo
quimica do grupo cromdéforo, ~-C=C- (A=640 nm), ndo houve a uti-
lizagdo efetiva do anel benzeno (A=205 nm) que compde a molécula
do corante, tendo-se, no ciclo C16, obtido remog¢ao muito pequena
(Figura 2A), de apenas 4%. Paralelamente, detectou-se acréscimo de
compostos aromaticos no comprimento de onda de A=265 nm.

Ja no ciclo C19, registrou-se aumento do valor das absorbancias
para as duas bandas espectrais (A=205 e 265 nm), como demonstrado
na Figura 2B, o que estaria relacionado a formacdo de subprodutos
decorrentes da ruptura da propria molécula do corante, sendo que o
efluente obtido no final dos ciclos dessa etapa apresentava-se turvo.

Verificou-se que, apesar das oscilagdes de matéria organica no
afluente, em decorréncia do proprio processo industrial — tratando-se
o meio de efluente “in natura” —, estas nao influenciaram na remoc¢io
de DQO bruta e dissolvida, evidenciando a facil adaptagdo da biomassa
fungica as condigdes do meio.

Na etapa I, a remogdo média de matéria orgénica dissolvida foi
85%, com médxima de 99% (ciclo 16) e minima de 70% (ciclo C22),
0 que representou em termos de concentragdo no efluente, 23 mg.L"
(ciclo C16) e 561 mg.L* (ciclo C22).

Paraa DQO bruta, a eficiéncia média de remocéo para a etapa I foi

de 75%, com méaxima de 94% (ciclo 14) e minima de 51% (ciclo C22),
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Figura 2 - Varredura do corante indigo Carmim no ciclo C16 (A) e ciclo 19 (B), durante a operacdo do reator em bateladas sequenciais na etapa .
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resultando em termos de concentragdo para o efluente, 208 mg.L"*
(ciclo C14) e 1155 mg.L" (ciclo C22).

Nessa etapa, de modo geral, a eficiéncia de degradagio do corante
foi inferior a registrada para remogao de matéria organica dissolvida,
sendo que, nos ciclos C2, C6, C7, C9, C17 e C18, os percentuais de
remogao obtidos para o corante foram muito baixos em relagao as efi-
ciéncias tanto de matéria orgénica bruta quanto dissolvida, indicativo
de que a maior parte da matéria organica removida estaria relacionada
com o uso da glicose e outros constituintes da dgua residuaria pelos
micro-organismos, tendo o Indigo Carmim sido removido parcialmente.

Nos ciclos C1, C3, C5, Cl11, C14, C15, C23 e C24 os percentuais
de eficiéncias de degradagdo do corante acompanharam os de matéria
organica dissolvida, fato que permitiu inferir que nos ciclos menciona-
dos houve ndo somente a remogdo do croméforo, mas, provavelmente,
melhor assimilagdo de outros componentes da estrutura molecular do
corante, bem como menor formagao de excretas pelos fungos.

Por outro lado, nessa mesma etapa, embora nos ciclos C10,
C12, C13, C21 e C22 niao tenha ocorrido eficiéncia de remogéo
do corante, com aumento da concentragdo do Indigo Carmim no
efluente ao final dos ciclos, foram registradas remogdes elevadas de
matéria organica dissolvida, respectivamente, 88; 77; 81; 84 e 70%.
Pode ter ocorrido desprendimento em maior quantidade de parte
do corante que estaria adsorvido ao biofilme/material suporte, indi-
cando que na etapa I houve instabilidade do sistema, com momen-
tos de eficiéncia baixa ou nenhuma remocio de corante na maior
parte da operagao do RBS.

A instabilidade do sistema observada na etapa I foi atribuida ao
excesso de nitrogénio, o que afeta diretamente o funcionamento do
sistema enzimatico e causa alteragdes no metabolismo secundério da
célula (LEATHAM & KIRK, 1983), inibindo a assimila¢do do corante
pelos fungos (SWAMY & RAMSAY, 1999).

Vahabzadeh, Mehranian e Saatari (2004) relataram que a remo-
¢ao de cor ¢ afetada pela concentragdo de nitrogénio amoniacal, pois
a velocidade de ruptura da molécula diminui quando esse ion encon-
tra-se presente em excesso.

A importancia da fonte de nitrogénio sobre a remogédo de cor e
degradagdo do corante também foi relatada por Levin, Melignani e
Ramos (2010), que apontaram para sua influéncia sobre a produgao
de enzimas lignoliticas pelos fungos Trametes trogii, Trametes villosa
e Coriolus versicolor var. antarcticus, em meio mineral contendo gli-
cose (20 g.L"') e variadas fontes de nitrogénio, as quais foram utiliza-
das separadamente, sendo adicionadas ao meio na concentragio de
0,75 g.L'. Verificou-se que acido glutdmico seguido de peptona foram
excelentes para a produ¢do de maiores quantidades das enzimas lac-
case e manganés peroxidase, importante arsenal para a degradagdo de
poluentes organicos complexos, chegando-se a produgao de, respecti-
vamente, a 1188,3 ¢ 4,5 UmL™".
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Senthilkumar, Perumalsamy e Janardhana Prabhu (2011) estu-
daram o efeito da concentra¢io de nitrogénio sobre a degradagao
de agua residudria téxtil sintética contendo 1 g.L' de Amido Black
10 pelo fungo Phanerochaete chrysosporium. Os autores utilizaram
NH,H,PO, e NH 4Cl como fonte de nitrogénio, compreendendo mis-
tura na razao de 5:1, que foi adicionada a agua residudria sintética
a fim de perfazer concentragoes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1% (w/w).
Embora se tenha constatado aumento da remocéo de cor do meio com
o aumento da concentragdo de 0,01 a 0,5%, houve redugio acentuada
da remogao de cor na concentragao de 1%, ratificando o efeito nega-
tivo do excesso de nitrogénio sobre a remogdo de cor e de corante,
o qual na pesquisa mencionada também se encontrava na forma de
nitrogénio amoniacal.

Niebisch et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes fontes de nitro-
génio — nitrato de sédio, ureia, tartarato de amonia, cloreto de amonio,
peptona e oxalato de amdnio —, com concentragdes variando de 5 a
15 g.L, sobre a remogao de cor de meio contendo corante Azul Reativo
220 (0,1 g.L"), na presenca de glicose (10 g.L'), por Lentinus crinitus.
O experimento foi conduzido ao longo de 15 dias, a 28°C, na auséncia
de luz, e o oxalato de amoénio (10 g.L ") foi a melhor fonte de nitrogé-
nio, resultando na maior remocao de cor, em torno de 90% (10° dia).

Eficiéncias tao elevadas quanto a encontrada por Niebisch et al.
(2010) também foram registradas na presente pesquisa, quando da
suspensdo da adigao de fonte externa de nitrogénio (etapa II), com
remoc¢ao maxima de Indigo Carmim, de 97%, em apenas 48 h, em
menor concentragao de glicose (3 g.L'!) e em maior concentragéo ini-
cial do corante (4 a 20 mg.L"), ainda que se trate de corantes diferentes.

Ainda na etapa II, apesar da melhora acentuada na remocéo de
Indigo Carmim, foi registrada diminui¢do da remogdo de matéria
orgénica. A eficiéncia média de DQO bruta foi de 64%, com méxima
de 90% (ciclos C33 e C34) e minima de 23% (ciclo C26). Em relagdo a
matéria organica dissolvida, em termos de DQO, a média de remogao
alcangada nessa etapa foi 69%, com maxima de 90% (ciclos 33 e 34), e
minima de 43% (ciclo C23).

Observou-se que na etapa II ocorreu diminui¢do na média de
remogdo de DQO dissolvida em compara¢ido com a etapa I (85%),
registrando-se percentual médio de 69%. Contudo, houve aumento
da eficiéncia média de remogdo de corante, com remogdo média de
corante de 83%, méaxima de 97% (ciclos C26 e C40) e minima de 69%
(ciclo C39), o que indicou a melhor resposta do sistema ap6s a retirada
da fonte adicional de nitrogénio.

A remogao de corante em detrimento da remogao de matéria orga-
nica dissolvida pode ter sido ocasionada pela maior formagéao de sub-
produtos nao identificados, os quais seriam decorrentes da ruptura das
ligagoes quimicas do corante em estudo e que néo teriam sido efetiva-

mente assimilados pelos micro-organismos.
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Semelhantemente, houve também a diminui¢do da eficiéncia do
tratamento em relagdo a remo¢ao média de matéria organica bruta
(64%) em comparagdo com a etapa I, quando foi registrada eficiéncia
média de remogao de 75%.

Assim, na etapa II, possivelmente tenha ocorrido melhor atividade
enzimatica, a qual antes teria sido fortemente inibida pela concentragiao
elevada de nitrogénio amoniacal no afluente (192 mg.L") que diminuiu
para 98 mg.L". Nessa condi¢do, ocorreu o melhor desempenho do sistema,
com o alcance de maior remogao do poluente e, provavelmente, de seus
subprodutos, apresentando efluente muito clarificado no final dos ciclos.

Na referida etapa, o efluente apresentou os menores valores de
pH, entre 4 e 7,5, cujo valor médio foi de 5,6, sendo que nessa condi-
¢do ocorre maior produg¢do de enzimas, conforme relatado por Spier
(2005), o qual frisou ainda que a produgao de enzimas atinge seu timo
em valores de pH em torno de 5.

Na etapa I, a adigdo de 3 g.L ! de glicose teria resultado na produ-
¢do de acidos organicos (ZNAD; MARKOS; BALES, 2004) que devem
ter sido prontamente consumidos do meio pelos micro-organismos, o
que, aliado ao excesso de compostos com nitrogénio adicionados na
dgua residudria téxtil in natura, como nitrato de sédio e sulfato de amo-
nio, contribuiu para a elevagdo do pH do meio nos ciclos operacionais.
Sabe-se que esses compostos regulam equilibrio metabolico da célula
fangica, variando de acordo com suas necessidades (SINGH, 2006).

Neste trabalho, a espécie Aspergillus niger AN 400, utilizada como
indculo no reator em bateladas sequenciais, encontrava-se no meio
ao final da operagéo das etapas I e II, sendo que, na etapa I, foi regis-
trado maior numero de colonias de bactérias em relagdo as de fungos,
20x10” e 15x10” unidades formadoras de colénia por mL (UFC.mL"),
respectivamente, resultando em relagdo de 1:0,75 (bactérias:fungos).

Jana etapa II, 0o nimero de colonias de fungos foi de 157x10* UFC.mL",
inferior ao valor encontrado na etapa I (17x10” UFC/mL), porém supe-
rior a populagdo de bactérias verificada para essa mesma etapa (etapa
II), a qual foi de 90x10° UFC.mL™. Assim, na etapa II foi obtida a rela-
¢ao bactérias:fungos de 0,57:1, indicando que na condigdao de menor
concentrag¢do de nitrogénio amoniacal (98 mg.L"), os fungos tiveram
melhores condigdes de se sobressair em relagdo as bactérias e de meta-
bolizar os substratos presentes, provavelmente, pela nio inibicdo de
seu sistema enzimatico, fato este que teria ocorrido na etapa I, devido
ao excesso de nitrogénio.

Ainda, a concentragdo na qual o antibiético foi usado na presente
pesquisa ndo inibiu o crescimento da populagdo de bactérias. Porém,
a populacao bacteriana nio cresceu predominando no meio, ao ponto
de exercer efeito negativo sobre os fungos, fato que poderia ocasionar
perda da eficiéncia do sistema, motivado também pela repressio do

sistema enzimatico fungico (YANG et al., 2009).
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Contudo, de acordo com Lopes et al. (2011), é importante ressaltar
que o tratamento bioldgico aplicado ao efluente ndo visa a operagao
de reatores sob condigdes assépticas, pois no tratamento de aguas resi-
dudrias, diferentemente da industria de fermentagao, isto é¢ impensavel.
Além do mais, ainda segundo os autores, a agdo em conjunto de fungos
e bactérias é favoravel ao processo de biorremediacio, pois estes sdo os
maiores decompositores encontrados na natureza e sao responsaveis
pela mineralizagio de varios poluentes, muitos deles com maior eficién-
cia de remogédo quando metabolizados em culturas mistas (GRIFFIN,
1994; HAI et al., 2008; SINGH, 2006).

De acordo com Yang et al. (2009), fungos e bactérias podem esta-
belecer uma relagdo de simbiose, na qual os fungos atuam na ruptura
de moléculas complexas, as quais as bactérias presentes no meio nao
sdo capazes de utilizar ao ponto de se obter um grau de mineralizagdo
elevado, e entdo os subprodutos oriundos da ruptura dessas moléculas
estariam disponiveis para serem utilizados por fungos e bactérias que

atuariam em conjunto no tratamento do despejo.

CONCLUSOES

Na presenca de concentragdo elevada de amoénia (192 mg.L!), houve
eficiéncia baixa de remogédo de corante e de matéria orgénica e, nessa
condigdo, maior acumulo de subprodutos no meio, decorrentes da
utilizagdo das fontes de carbono, com grande persisténcia do benzeno
oriundo da ruptura da molécula do Indigo Carmim.

Quando a fonte adicional de nitrogénio deixou de ser adicionada
ao meio, ocorreu melhor desempenho de sistema e maior nimero
de coldnias de fungos em relagdo ao de bactérias, favorecendo a nao
repressdo do sistema enzimético fungico, importante na degradagao
dos poluentes.

Assim, na etapa II, marcada pela supressao da fonte adicional de
nitrogénio, a populagdo de fungos predominou no reator indicando
que os mesmos teriam encontrado melhores condigées de cresci-
mento e de assimilagdo dos substratos, sendo importante ressaltar
a necessidade de otimizar o sistema e a realizacido de mais estudos
sobre mecanismos que propiciem obter maior grau de mineralizagdo

da molécula do corante.
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