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Resumo

O trabalho investigou a influéncia do uso do extrato de levedura, fonte dos mediadores redox riboflavina e nicotinamida, na remocéo de cor de solugao
de corante azo Drimaren Azul HF-RL em condicdes anaerébias. O trabalho envolveu a execucédo de ensaios em batelada, em frascos-reatores mantidos a
25 °C, incubados com o azo-corante e lodo anaerébio na presenca e auséncia de fontes de carbono (extrato de levedura ou glicose) e de mediadores redox
(riboflavina ou extrato de levedura). O monitoramento da variagdo temporal de cor, a demanda quimica de oxigénio (DQO) e acidos graxos volateis (AGV)
mostraram que a adigao de extrato de levedura (0,5 g/L) resultou em eficiéncias de remogéao de cor de 80 a 85% nas primeiras 24 horas de incubagéo, e
que os produtos da degradacéo do azo-corante foram téxicos para todo o consércio anaerébio, o que resultou em baixas eficiéncias de remogao de DQO
na presenca e auséncia do extrato de levedura. Os resultados indicaram, ainda, que as eficiéncias de remogéo de cor foram inferiores a 30% na presenca
de apenas glicose (fonte de carbono) ou riboflavina (mediador redox), indicando que o extrato de levedura atuou simultaneamente como fonte de carbono
e de mediadores redox.

Palavras-chave: extrato de levedura, mediadores redox, corantes azo, acidos graxos voléteis, tratamento anaerdbio, efluente industrial.

Abstract

This paper investigated the influence of using yeast extract, which is the source of redox mediators riboflavin and nicotinamide, in the decolorization of
solutions containing the azo dye Drimaren Blue HF-RL in anaerobic conditions. It involved the incubation of serum bottles kept at 25 °C and inoculated
with the azo-dye, and anaerobic sludge in the presence and absence of carbon source (glucose or yeast extract) and redox mediators (riboflavin
and yeast extract). The monitoring of color, chemical oxygen demand (COD) and volatile fatty acids (VFA) showed that the addition of yeast extract
(0.5 g/L) resulted in 80 to 85% color removal in the first 24 hours of incubation; and that the metabolites of dye degradation were toxic to the anaerobic
microorganisms, which led to low COD removal efficiencies either in the presence or absence of yeast extract. The results also showed that the
efficiencies of color removal were below 30% in the presence of only glucose or riboflavin, indicating that the yeast extract acted simultaneously as source
of carbon and redox mediators.
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INTRODUGAO

A industria téxtil representa um importante setor da economia
brasileira e mundial, tendo experimentado consideravel crescimento
nos tltimos anos. Como consequéncia, esta industria tem aumenta-
do a producio de efluentes liquidos altamente poluidores, contendo
elevada carga organica, cor acentuada e compostos quimicos toxicos
ao homem e ao meio ambiente. Segundo Braile e Cavalcanti (1993),
despejos gerados pela industria téxtil variam 2 medida que a pesquisa
e o desenvolvimento produzem novos reagentes, processos, maqui-
narios, novas técnicas e, também, conforme a demanda do consumi-
dor por outros tipos de tecidos e cores.

Numerosas operacoes sao necessarias a fim de dar ao tecido o ma-
ximo de propriedades, gerando assim, em cada etapa, diferentes despe-
jos. Dentre estas etapas, distingui-se a de tingimento, responsavel pela
alta coloracio dos efluentes téxteis, uma vez que estima-se que de 10
a 15% dos corantes aplicados nesta etapa nao se aderem as fibras do
tecido. Estima-se que existam mais de trés mil tipos de corantes para
o tingimento de tecidos utilizados comercialmente, sendo 70% destes
classificados como corantes azo, caracterizados pela ligacao dupla en-
tre atomos de nitrogénio (-N=N-) e, em grande parte, responsaveis pela
absorcao da radiacdo eletromagnética e exibicdo da cor (TUNUSSI;
ALEM SOBRINHO, 2002; DOS SANTOS et al, 2007a).

Embora os processos de tratamento fisico-quimicos de coagula-
cdo, flotacdo e sedimentacio sejam eficientes na remocdo de material
particulado de efluentes téxteis, eles sdo, de forma geral, ineficientes
na remocdo de cor e de compostos organicos dissolvidos (KUNZ et
al, 1999). Em funcio desse inconveniente, existe uma predileco pela
utilizacéo de processos que realmente possam degradar os compostos
de interesse, como os corantes téxteis. Dentro do contexto dos pro-
cessos destrutivos, cabe aos processos biologicos lugar de destaque,
principalmente em funcdo da relativa facilidade encontrada na im-
plantacdo de sistemas que operam em grande escala e, principalmen-
te, do baixo custo de operacéo.

Geralmente o processo biologico mais utilizado para o tratamento
de efluentes de industrias téxteis é o sistema de lodos ativados (LEAO
et al, 2002), e isso provavelmente ocorre devido ao baixo tempo de re-
sidéncia (quatro a oito horas), a menor area requerida e a maior flexibi-
lidade operacional. Entretanto, o processo tem alguns inconvenientes
como o de ser bastante suscetivel a composicéo do efluente (cargas de
choque), de produzir um grande volume de lodo, e ter um elevado
custo de operacdo (VON SPERLING, 2005). Além disso, a remocao de
corantes azo por bactérias aerébias é normalmente baixa (10 a 30%),
uma vez que tais bactérias preferem usar o oxigénio dissolvido, ao in-
vés dos corantes azo, como aceptor final de elétrons (DOS SANTOS,
2005a). Consequentemente, a maior parte do corante removido no
sistema aerobio é associada, principalmente, a adsorcao do corante
ao lodo ativado, removido do sistema por sedimentacdo. Por outro

lado, sob condicoes anaerdbias, tais corantes sao usualmente os inicos

aceptores finais de elétrons, possibilitando a descoloracdo redutiva pela
reducdo do grupo cromoforo com consequente formacio de aminas.
Dessa forma, melhores eficiéncias de remocio de cor (60 a 80%) sdo
normalmente alcancadas durante o tratamento anaerdbio de corantes
azo (DOS SANTOS et al, 2007b; MENDEZ-PAZ et al, 2005).

Segundo Dos Santos (2005a), uma estratégia para melhorar a efi-
ciéncia de cor no tratamento anaerobio envolve o uso de mediadores
redox, que atuam aumentando a velocidade de transferéncia de elétrons
entre o doador (fonte de carbono) e o aceptor (azo-corante), resultando
assim em melhoria da cinética de descoloracio, principalmente em con-
dicoes mesofilicas (DOS SANTOS, 2005b). Dessa forma, o processo de
reducao dos corantes azo ocorreria em duas fases: a primeira consistiria
na reducdo enzimatica do mediador redox por meio de elétrons gerados
nos processos oxidativos e a segunda fase na transferéncia quimica destes
elétrons para os corantes azo (DOS SANTOS, 2005a).

De acordo com diferentes pesquisadores (RAU et al, 2002;
CERVANTES et al, 2001; FIELD; BRADY, 2003), vitaminas como a ri-
boflavina (vitamina B2), e outras substancias como as quinonas (por
exemplo, antraquinosa sulfonada — AQS) podem funcionar como
mediadores redox, sendo que pesquisas realizadas por Dos Santos
et al (2003, 2006) mostraram que na presenca destes compostos, em
condicdes termofilicas (55 °C), as taxas de descoloracdo foram au-
mentadas em 2,7 vezes (AQS) e 6,1 vezes (vitamina B2) usando-se
um reator anaerobio com leito de lodo granular expandido (EGSB).
Vale ressaltar que tal estudo foi realizado com mediadores redox ad-
quiridos na forma ‘purificada’ e em condicdes controladas de tempe-
ratura, sendo importante, do ponto de vista pratico de engenharia,
avaliar a eficiéncia de remocao de cor a temperatura ambiente e com
produtos comerciais que contenham tais mediadores redox.

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a
adicdo de extrato de levedura, fonte dos mediadores redox ribofla-
vina (vitamina B2) e niacina (vitamina B3), resulta no aumento da
velocidade de degradacao de corantes azo e no consequente aumento
da eficiéncia de remocao de cor em frascos-reatores anaerébios man-
tidos a temperatura de 25 °C e inoculados na presenca e auséncia
de glicose. O uso de extrato de levedura foi avaliado em funcado de
tal material ser de baixo custo e facilmente encontrado no mercado.
Além disso, a confirmacdo da efetividade do extrato de levedura abri-
ria a possibilidade de utilizacao do residuo de indtstrias de fermen-
tacdo, que descartam leveduras utilizadas na producdo de cerveja e

cachaca, como fonte de mediadores redox.

Metodologia

Condigoes de incubacao

Os ensaios em batelada foram realizados com o corante azo Azul
Drimaren HF-RL, de grande uso na industria téxtil, sendo que em um

ensaio foi utilizado ainda o corante niao-azo Vermelho Sidercron VS-
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RB (composto a base de vinilsulfona), sempre na concentracio de 400
mg/L. Os corantes foram obtidos de uma industria téxtil mineira e foram
utilizados diretamente sem qualquer etapa de purificacdo ou hidrolise.
Infelizmente as estruturas dos corantes nao foram disponibilizadas pelos
fabricantes e nao puderam ser encontradas no Chemical Abstract Service
(CAS). Todos os ensaios em batelada foram realizados em frascos de vi-
dro de 250 mL, os quais foram devidamente vedados com tampas de
borracha e lacre de aluminio. As condicoes anaerdbias foram estabeleci-
das por meio de purga do headspace com gas nitrogénio, sendo os frascos
mantidos sob constante agitacdo (100 rpm) e temperatura controlada
(25 °0), em incubadora shaker por um periodo que variou de 7 a 11 dias,
até a estabilizacao da remocao de cor. O pH foi monitorado e mantido
dentro da faixa ideal (6,8 a 7,2) para o crescimento dos micro-organis-
mos anaerobios (SPEECE, 1996) por meio da adicdo de 2.500 mg/L de
tampao bicarbonato (NaHCOB) a solucao nutricional.

Os frascos-reatores foram inoculados com lodo anaerébio pro-
veniente de um reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB),
alimentado com esgoto sanitario e operado em escala de demonstra-
¢do no Centro de Treinamento e Pesquisas em Saneamento (CeTPS)
da Companhia de Saneamento de Minas Gerais da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG-COPASA), localizado na Estacdo de
Tratamento de Esgotos (ETE) Arrudas, na cidade de Belo Horizonte,
Minas Gerais. A concentracdo de biomassa dentro dos frascos-reatores
foi mantida em ~ 4.000 mg/L para manter a relacio corante/micro-
organismo (C/M) igual a 0,1 — determinada em ensaios preliminares
como a melhor relacdo C/M para trabalho. Para fixar a relacio C/M
em 0,1, optou-se por fixar a concentracdo do corante utilizado em
400 mg/L e introduzir dentro dos frascos-reatores um volume também
fixo de 20 mL de solucdo corante. O volume de micro-organismos
introduzido em cada frasco-reator dependia da concentracéo de micro-
organismos presente no lodo, que era definido pela analise prévia dos
solidos suspensos volateis (SSV), de forma que o volume de solucao de
nutrientes era variavel para completar o volume final em 200 mL.

A solucdo nutricional utilizada continha macro e micronutrientes,
conforme as sugestoes de Aquino et al (2007), e a relacio DQO:N:P
minima de 350:5:1, sugerida por Chernicharo (2007). Todos os fras-
cos-reatores continham solucéo nutricional em excesso, preparada

para uma demanda quimica de oxigénio (DQO) de 5.000 mg/L.

Tabela 1 - Condigdes operacionais dos ensaios dos ensaios em batelada

A remocio abidtica de cor no sistema anaerobio foi avaliada incu-
bando-se frascos-reatores com corante na auséncia de lodo, ao passo
que a remocdo de cor por adsorcao do corante a biomassa foi avaliada
incubando-se frascos-reatores com lodo autoclavado a 121 °C por
20 minutos. Em alguns ensaios utilizou-se, além do corante, a gli-
cose como fonte de carbono (cossubstrato) em concentraciao de 200
ou 500 mg/L, e extrato de levedura (da Biosystems, Marca Himedia)
como fonte de mediadores redox.

O extrato de levedura foi utilizado em concentracoes que varia-
ram de 5 a 500 mg/L para avaliar o seu efeito na cinética de degra-
dac@o dos corantes. O extrato de levedura usado apresenta em sua
composicao diversas vitaminas, entre elas destacam-se os mediadores
redox riboflavina (vitamina B2) e a niacina (vitamina B3), que estéo
presentes em maior quantidade (50 e 300 pg/g, respectivamente),
conforme Figura 1.

No presente estudo, para fins de comparacdo com o extrato de
levedura, em alguns ensaios utilizou-se riboflavina pura (Sigma-
Aldrich) como mediador redox em concentracdes que variaram de
0,025 mg/L (concentracéo encontrada em 500 mg/L de extrato de le-
vedura) a 18,8 mg/L (concentracao utilizada por Dos Santos (2007a,
2005a,b, 2003) em suas pesquisas.

A Tabela 1 apresenta um resumo das condicdes operacionais im-
postas em cada conjunto de frascos-reatores durante os quatro en-
saios executados. Em todos os ensaios cada frasco-reator foi incuba-
do em duplicata, sendo os resultados apresentados uma média obtida
para os dois frascos.

O primeiro ensaio avaliou, além do comportamento das trés con-
centracdes de extrato de levedura, a contribuicio da adsorciao do co-
rante ao lodo na remocao de cor, o que foi feito incubando-se dois
frascos com lodo autoclavado. Dois frascos-reatores com corante e na
auséncia de lodo também foram incubados (frascos “sem lodo”) para
avaliar a remocdo abiotica de cor (fotodegradac@o e/ou degradacao do
corante pelos reagentes do meio nutricional). Os frascos denomina-
dos “Azul HF-RL” continham lodo fresco, corante e solucdo nutricio-
nal, e referem-se ao controle positivo. Neste ensaio foram incubados
20 frascos, sendo que a metade continha glicose como substrato. Os
frascos que nao continham glicose permitiram avaliar a real influén-

cia do doador de elétrons externo (glicose) na remocao de cor.

na Ensaio
Variavel 10 20 30 40
Corante (400 mg/L) Azul HF-RL Azul HF‘R\}S%“B\’erme'h° Azul HF-RL Azul HF-RL
Biomassa no estoque (mg/L) 24.440 26.036 24.336 25.879
Biomassa no frasco (mg/L) ~ 4.000 ~ 4.000 ~ 4.000 ~ 4.000
sem ou com glicose ) ) sem ou com glicose
Substrato (mg/L) (200 mg/L) sem glicose sem glicose (500 mg/L)

extrato de levedura (5; 50 e

Mediador redox 500 mg/L)

extrato de levedura (50; 100
e 500 mg/L) ou riboflavina
(0,025 mg/L)

extrato de levedura (500
mg/L) ou riboflavina (0,25;
2,5 e 18,8 mg/L)

extrato de levedura (5; 50 e
500 mg/L)

Eng Sanit Ambient | v.14 n.4 | out/dez 2009 | 559-568




Corréa, C.A.R. et al

A 1.4 -

—F— extr. 0,5 g/L c/glicose

1.2
extr. 0,05 g/L c/glicose
108
—&— extr. 0,005 g/L c/glicose
0.8 11

—— Azul HF-RL c/glicose

A/Ao

200 250

Tempo (h)

—8— extr. 0,5 g/L s/glicose

1.2 4

— cxtr. 0,05 g/L s/glicose

—ea— cxtr. 0,005 g/L s/glicose

—— Azul HF-RL s/glicose

A/Ao

T T T 1
0 50 100 150 200 250
Tempo (h)

—=— Azul HF-RL s/glicose

—+=— lodo autoclavado

:\t: 0.6 4 —— sem lodo
0.4 Azul HF-RL c/glicose
0.2 4
0.0 T . . . :
0 50 100 150 200 250

Tempo (h)

Figura 1 — Variagao temporal da absorbancia durante o primeiro ensaio
nos frascos incubados com glicose (A) e sem glicose (B) e para avaliar
remocao abiotica do corante (C)

O segundo ensaio foi realizado sem a adicao de glicose, e per-
mitiu avaliar a repeticdo dos dados obtidos no primeiro ensaio bem
como o comportamento do extrato de levedura na degradacao do
corante néo-azo Vermelho Sidercron VSRB. Da mesma forma que
no primeiro ensaio, frascos-reatores denominados “sem lodo” e
“lodo autoclavado” também foram inoculados para avaliar a remo-
céo de cor por, respectivamente, degradacado abidtica e adsorcéo

do corante.

No terceiro ensaio avaliou-se a acdo da riboflavina (vitamina B2),
adicionada na forma pura, como mediador redox. Portanto, além dos
frascos de controle ja descritos, dois frascos-reatores foram incuba-
dos ainda com concentracao de riboflavina correspondente ao valor
desta vitamina presente no extrato de levedura. No quarto e ultimo
ensaio avaliou-se o efeito de trés diferentes concentracoes de ribofla-
vina, além do efeito da adicao de glicose e extrato de levedura na con-
centracdo de 0,5 g/L. As trés concentracoes de riboflavina utilizadas
corresponderam a 10 e a 100 vezes o valor desta vitamina presente
no extrato de levedura, bem como a concentracdo de riboflavina uti-
lizada por Dos Santos (2007a, 20054, b) em sua pesquisa.

Apos a coleta diaria de amostras, estas eram centrifugadas por cerca
de 15 minutos a 5.000 rpm para remocao de solidos suspensos, sendo
o sobrenadante resultante preparado para analise dos parametros pH,
cor, DQO e acidos graxos volateis (AGV). O monitoramento da cor foi
realizado em espectrofotometro 600 Plps da FEMTO no comprimento
de onda de maxima absorbancia dos corantes-modelo utilizados (A
=600 nm para o azul HF-RL; A__ =475 nm para o vermelho VSRB), a0
passo que as analises de pH, DQO e de SSV foram realizadas de acordo
com os procedimentos descritos no Standard Methods (APHA, 1998).
No caso da DQO, foi utilizado o método colorimétrico com o sobre-
nadante das amostras centrifugadas, de forma que a DQO reportada
nesse trabalho refere-se aquela centrifugada.

Para analise dos AGV, intermediarios da digestao anaerobia, foi utili-
zada uma coluna de troca ionica Aminex HPX-874 da Bio-Rad, conectada
a um cromatografo da HP (Hewlett Packard), série 1050, com detector
UV-Vis (ultravioleta- visivel) no comprimento de onda (A) de 210 nm.
A fase movel (HZSO , 0,01 M) foi mantida em regime isocratico (0,6 mL/
minuto), a coluna foi mantida a temperatura de 55 °C e o volume de
injecao empregado foi o de 10 pL. A quantificacdo dos AGV foi feita por
padronizacio externa com curva de calibracdo na faixa de 12,5 a 400
mg/L, tendo sido analisados os acidos férmico, acético, propionico, iso-
butirico, butirico, isovalérico e valérico, conforme detalhes apresentados
por Mesquita (2009) que fez a validacdo do método de analise.

Os resultados cromatograficos obtidos permitiram calcular a con-
centracdo individual de cada acido organico acumulado no meio, a

qual foi convertida em DQO por meio da Equacao 1:

DQO

propionico + 1,81 (acido butirico + acido isobutirico) + 2,04 (acido

v = 0,35 dcido formico + 1,07 acido acético + 1,51 dcido

valérico + acido isovalérico) Equacao 1

Desta forma, as figuras apresentadas neste artigo fazem referén-
cia a DQO
AGV, calculada conforme a Equacdo 1 e referente aos AGV presentes.
Subtraindo-se a DQO AGV da DQO total tem-se a DQO nao-AGV,

que indica a matéria organica causadora daquela proveniente do

que refere-se 2 DQO centrifugada medida, e 2 DQO

total”

substrato ndo-degradado somado aos produtos microbianos soluveis

(SMP) acumulados no meio.
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Resultados e discussao

Os resultados apresentados na Figura 1 e Tabela 2 mostram que a
remocdo anaerobia de cor foi possivel na temperatura de 25 °C, tendo
sido obtidas eficiéncias médias de ~39 a 45% ap6s as primeiras 24 horas
de incubacdo. A Figura 1C mostra que nos frascos-reatores denomina-
dos “sem lodo”, ou seja, sem a presenca de biomassa, praticamente nao
houve remoczo de cor, indicando que processos abioticos (fotodegra-
dacio e/ou degradacio pelos reagentes do meio nutricional) néo con-
tribuiram significativamente para a degradacdo do corante. Contudo, a
Tabela 2 e Figura 1C mostram que houve uma consideravel remocao fi-
nal de cor (79%) nos frascos-reatores denominados “lodo autoclavado”,
indicando que parte do corante foi adsorvida pelos biosolidos presentes
no meio, fato este também observado nos outros ensaios. A adsorcio do
corante ao lodo autoclavado nao foi significativa nas primeiras 24 horas,
como mostra a Tabela 2, sendo que foi justamente nesse periodo que o
extrato de levedura parece ter desempenhado seu papel como fonte de
mediadores redox, favorecendo a aceleracdo de biodegradacio do co-
rante. Tal fato pode indicar que o processo de transferéncia de elétrons
do mediador redox reduzido para o corante azo ocorre extracelular-
mente, conforme hipotetizado por Van der Zee et al (2001). A adsorcao

do corante aos biosolidos ¢é até desejavel em sistemas continuos, uma

vez que potencializaria a remocdo de cor em baixos valores de tempo
de detencéo hidraulica (TDH), desde que o reator anaercbio seja bem
operado e ndo perca solidos pelo efluente. A reducao dos corantes azo
adsorvidos resultaria em producdo de aminas aromaticas com conse-
quiente regeneracdo dos sitios de adsorcéo.

Os resultados da Figura 1 e Tabela 2 mostram que eficiéncias de
degradacio semelhantes, tanto nas primeiras 24h de incubacdo quanto
no final do ensaio, foram obtidas entre os frascos-reatores denomina-
dos “Azul HF-RL sem glicose” (45% e 93%), e os frascos-reatores de-
nominados “Azul HF-RL com glicose” (39% e 91%). Tais resultados
indicam que adi¢do de glicose aos frascos-reatores na concentracio de
0,2 g/L nao influenciou na capacidade de remocao de cor sugerindo
que a lise celular, acentuada em ensaios de batelada devido a limitacéo
nutricional ou de substrato, ou ainda ao acamulo de intermediarios
toxicos, pode ter resultado no actmulo de produtos microbianos so-
laveis (SMPs) que foram utilizados como fonte de carbono e energia
no meio. Outra hipotese seria a de que os subprodutos da degradacéo
do Azul HFLR, provavelmente aminas aromaticas, foram utilizados
pelos micro-organismos anaerobios como fonte de carbono e energia.
Contudo tal hipétese é pouco provavel tendo em vista o grau de toxi-
cidade observado (ver dados de AGVs a partir do segundo ensaio) que

resultou inclusive em baixa eficiéncia de remocao de DQO.

Tabela 2 — Eficiéncia média de remogao de cor* obtida apos 24 horas e no final da incubacao em todos os ensaios de batelada realizados

Ensaio Frascos-reatores

1° Extrato 0,005 g/L sem glicose
Extrato 0,05 g/L sem glicose
Extrato 0,5 g/L sem glicose
Extrato 0,005 g/L com glicose
Extrato 0,05 g/L com glicose
Extrato 0,5 g/L com glicose

2° Azul HF-RL
Sem lodo azul HF-RL
Lodo autoclavado azul HF-RL
Extrato 0,5 g/L azul HF-RL
Vermelho VSRB
Sem lodo vermelho
Lodo autoclavado vermelho
Extrato 0,5 g/L vermelho

3° Azul HF-RL
Lodo autoclavado azul HF-RL
Sem lodo azul HF-RL
Sem corante com extrato 0,5 g/L
Extrato 0,05 g/L
Extrato 0,1 g/L
Extrato 0,5 g/L
Riboflavina 0,025 mg/L

4° Azul HF-RL
Azul HF-RL com glicose (0,5 g/L)
Sem lodo Azul HF-RL
Sem corante com extrato (0,5 g/L)
Lodo autoclavado
Extrato (0,5 g/L)
Riboflavina 0,25 mg/L
Riboflavina 2,5 mg/L
Riboflavina 18,8 mg/L

% remogao de cor (apés 24 h)

% remocao de cor (final ensaio)

24 +3 87 +9
58 =5 88 +7
77 £ 4 87 = 11
45 + 2 89 + 6
60 =7 90 = 10
68 = 6 86 + 12
0=+1 95+ 8
2+2 7+4
0+2 77 £ 3
76 = 8 87 =8
3+4 48 + 5
0+3 372
2+1 53+ 4
389 89 = 11
101 85+ 8
7x2 74 £ 9
0+0 4+3
0+1 45 + 2
303 76 +7
70+ 5 889
87 +6 93 =12
17+ 2 90 = 15
9+2 16 = 8
25+3 93 = 13
12 +1 13+3
=7 64 =7
15+ 3 16 + 2
68 =5 92+ 9
11+6 18+ 3
17 £ 6 59 =6
17 + 4 65 +7

*A remocéao de cor foi calculada subtraindo-se da absorbéancia (no maximo comprimento de onda do corante) inicial do sobrenadante (amostra centrifugada coletada logo apés a incuba-
cao), a absorbancia da amostra centrifugada coletada apds determinado tempo de incubagao (24 horas ou final do ensaio).
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A Tabela 2 mostra ainda que a concentracio de extrato de levedura
de 0,5 g/L resultou em maior eficiéncia de remocao de cor, promoven-
do 77% de descoloracio do sobrenadante nas primeiras 24 horas de
incubacéo, valor que superou os 68% observados, também nas primei-
ras 24 horas, nos frascos-reatores incubados com extrato de levedura
(0,5 g/L) e com glicose (0,2 g/L). Como esperado, os frascos-reatores
incubados com extrato de levedura na concentracdo de 0,5 g/L obti-
veram melhores resultados do que aqueles com extrato de levedura
na concentracao de 0,05 g/L, que por sua vez resultaram em maior
eficiéncia que os frascos-reatores incubados com extrato de levedura
0,005 g/L; tanto na auséncia quanto na presenca de glicose (Tabela 2).
Tais resultados mostram que o aumento da concentracao de extrato
de levedura aumenta a eficiéncia de remocao de cor nas primeiras 24
horas de incubacdo, sendo que no final do ensaio os resultados de
eficiéncia se igualam, provavelmente devido ao fenomeno de adsorczo.
Estes confirmam a hipdtese de que o extrato de levedura fornece me-
diadores redox para os micro-organismos anaerobios, e que o aumento
da velocidade de degradacao de corantes azo esta associado a presenca
de tais compostos no meio reacional, conforme proposto por diferentes
pesquisadores (MENDEZ-PAZ, 2005; DOS SANTOS, 2005a).

1419
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. 084
-
< 0.6
0.4 -
0.2
'}.ﬂ T T T T = L}
0 50 100 150 200 2350
Tempo (h)
4000
3500 A BDQOnAc-AGV
3000 A
2500 - DQO AGVY
2000 A
1500
1000
500
8]
_ 1°(3°
fm diadiadiadiadiadialdiadiadia/diadiadia
£
@] AzulHF-RL| Extrato. | Vermelho | Extrato.
g 0,5¢/LAzul| VSRB 0,5 ofL
HF-RL Vermelho
VA-RR

Os resultados do segundo ensaio (Figura 2 e Tabela 2) mostram
que na presenca ou auséncia do extrato de levedura, a solucao de co-
rante azo Drimaren Azul HF-RL foi descolorida mais rapidamente que a
do corante ndo-azo Vermelho VSRB. Nos frascos-reatores “Azul HF-RL”
obteve-se eficiéncia de remocdo final de cor de 95%, enquanto que nos
“Vermelho VSRB” a remocao nao passou de 48%. O mesmo efeito foi
observado na presenca do extrato de levedura, com melhores eficiéncias
de remocao de cor alcancadas nas primeiras 24 horas de incubacéo tam-
bém nos frascos-reatores incubados com o corante azo Drimaren Azul
HF-RL (76%), quando comparado com o corante ndo-azo Vermelho
VSRB (38%). Contudo, no final do experimento, a eficiéncia de remo-
cao de cor das solucdes dos dois corantes foi praticamente a mesma
(Figura 3), confirmando os resultados do primeiro ensaio e indicando
que a adsorcdo, embora desprezivel nas primeiras 24 horas, ¢ importan-
te para a descoloracdo do efluente em tempos de contato maiores. De
fato, a Tabela 2 mostra que nos frascos-reatores incubados com lodo au-
toclavado e na presenca do corante azo Drimaren Azul HF-RL, 77% da
remocao de cor ocorreu devido a adsor¢ao do corante, ao passo que para
o corante ndo-azo Vermelho Sidercron VSRB a remocao por adsorcéo foi
de 53%. Os resultados do segundo ensaio também confirmaram que a
remocdo de corantes por fatores abioticos (frascos sem lodo) é muito
pequena, muito embora tenha sido maior para o corante nao-azo.

Os dados do monitoramento de AGV no segundo ensaio sao apre-
sentados na Figura 2B, e referem-se aos resultados dos frascos incuba-

dos com extrato de levedura ou incubados para controle ("Azul HF-RL”
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Figura 2 — Variagao temporal da absorbéncia (A) e AGV (B) durante o
segundo ensaio

Figura 3 — Variagdo temporal da absorbancia (A) e AGV (B) durante o
terceiro ensaio
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e “Vermelho VSRB”), sendo que somente nos frascos incubados com
extrato de levedura houve actimulo de AGV. Percebe-se que, mesmo
nestes frascos incubados com maior carga organica (devido a DQO ex-
tra causada pelo extrato de levedura), houve pouco acimulo de AGY,
sendo a maior parte da DQO devido a outros compostos (corante nao-
degradado; subprodutos da degradacao do corante e SMP). Percebe-se,
ainda, que a DQO diminuiu gradativamente de ~ 2.000 mg/L (frascos
incubados com extrato de levedura) e ~1.500 mg/L (frascos incubados
sem a presenca de extrato de levedura) do primeiro dia até ~ 500 mg/L
no quinto dia, indicando a degradacdo de grande parte do extrato de
levedura. A partir do quinto dia a DQO aumentou, o que pode ter
ocorrido devido a liberacao de SMP no meio, resultante da lise celular
acentuada no final do ensaio de batelada. A liberacdo de SMP pode
contribuir para o aporte de fonte de carbono no meio, que pode ser
usada por micro-organismos para geracao de equivalentes redutores.
Os resultados do terceiro ensaio (Tabela 2) confirmaram aqueles
obtidos nos ensaios anteriores, ou seja, o aumento da concentracao de
extrato de levedura resulta em aumento na eficiéncia de remocio de
cor nas primeiras 24 horas; sendo que na sua auséncia a remocao ana-
erobia de cor so é efetiva para elevados tempos de incubacdo (> 100
horas). A eficiéncia de descoloracdo nos frascos-reatores incubados com
0,5 g/L de extrato de levedura foi maior que nos incubados com 0,1g/L
de extrato de levedura, sendo maior do que nos frascos incubados com
0,05 g/L de extrato de levedura, confirmando a tendéncia observada
no primeiro ensaio. Além disso, no terceiro ensaio confirmou-se que a
adsorczo de corante ao lodo s¢ € significativa apos as primeiras 24 horas
de incubacio; que sem lodo néo ha remocao significativa de cor por fa-
tores abioticos; e que o extrato de levedura nao causou cor significativa
no comprimento de onda usado para monitorar o corante (Tabela 2).
O terceiro ensaio mostrou ainda que a riboflavina foi menos
eficiente que o extrato de levedura durante as primeiras 24 horas
de incubacado. Os dados apresentados na Figura 3A e Tabela 2 mos-
tram que, enquanto nos frascos-reatores incubados com o extrato
de levedura (0,5 g/L) a eficiéncia de degradacao foi de 87% antes de
se atingir as primeiras 24 horas de incubacao, naqueles incubados
com a riboflavina na concentracdo equivalente aquela presente no
extrato de levedura (“riboflavina”), essa eficiéncia ndo passou de
20% no mesmo periodo de tempo; valor este inferior ao obtido
(30%) nos frascos incubados com extrato de levedura na concen-
tracdo de 0,05 g/L (Tabela 2). Esses resultados indicam que outros
compostos presentes no extrato de levedura (além da riboflavina)
parecem auxiliar na degradacdo do corante, atuando como fonte
de carbono e/ou como nutrientes, ou fornecendo ainda outros me-
diadores redox. Vale salientar que o extrato de levedura contém
grande quantidade de niacina (acido nicotinico) que pode ser uti-
lizada pelas células na producdo de nicotinamida. A nicotinamida
faz parte da estrutura da coenzima conhecida como nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD*), a qual transporta elétrons do doa-

dor primario (substrato) para aceptores de elétrons intracelulares

como as flavinas (FAD) que, por sua vez, contém em sua estrutura
a riboflavina como sitio ativo. Dessa forma, a adicdo de extrato de
levedura pode ter contribuido para acelerar a sintese de tais carrea-
dores de elétrons intracelulares, aumentando assim a velocidade de
biodegradacao do corante.

A Figura 3B apresenta os resultados da analise cromatografica
realizada nos frascos incubados no terceiro ensaio e mostra que so-
mente nos frascos incubados com extrato de levedura houve acu-
mulo de AGV. Os resultados confirmam que a adicao de extrato
de levedura causa aumento da DQO no inicio do ensaio, e que
em todos os frascos ha uma elevacdo desta no final do ensaio. Tais
resultados parecem indicar que o aumento de DQO no final do
ensaio ndo é devido ao extrato de levedura nao degradado, mas sim
aos SMP liberados como resultado da lise celular que ocorre em
mais intensidade no final dos ensaios em batelada. Esse aspecto ¢
positivo tendo em vista que o uso de extrato de levedura acelera a
remocéo de cor e, muito embora resulte em aumento da DQO, pode
nio comprometer a qualidade do efluente anaercbio devido a sua
natureza biodegradavel. De fato, resultados de experimentos, com
alimentacdo continua, apresentados por Correa (2009), mostram
que a adicao de extrato de levedura aumentou a DQO afluente, mas
ndo comprometeu a qualidade do efluente de reator UASB em esca-
da de bancada. Tal reator apresentou eficiéncias superiores a 90%
na remocao de cor na presenca do extrato de levedura (0,5 g/L),
mas apenas 50% na remocao de DQO (na presenca ou auséncia de
extrato de levedura), o que ocorreu devido a efeitos toxicos causa-
dos, provavelmente, pelo acimulo de aminas aromaticas.

O efeito da riboflavina foi reavaliado no quarto ensaio, no qual
foram incubados frascos com tal vitamina em concentracées maiores
que aquela encontrada no extrato de levedura 0,5 g/L. A Figura 4A
e a Tabela 2 mostram que nas primeiras 24 horas houve remocao da
cor quatro vezes maior nos frascos-reatores incubados com 0,5 g/L de
extrato de levedura, quando comparado aos incubados com 0,0188
g/L de riboflavina, concentracio esta usada por Dos Santos (2007a) e
equivalente a 750 vezes a concentracdo presente em 0,5g/L de extrato
de levedura. Os resultados da Figura 4A mostram ainda que houve
maior remocao de cor durante as primeiras 24 horas de incubaciao
nos frascos-reatores incubados com extrato de levedura quando com-
parado com a glicose, confirmando a hipétese de que o extrato de
levedura age simultaneamente como fonte de carbono (doador de
elétrons) e como fonte de vitaminas e mediadores redox.

Vale ressaltar que, apesar de no quarto ensaio os frascos-reatores
terem sido incubados com concentracdes maiores de riboflavina, os
resultados de remocéo final de cor no meio foram diferentes daqueles
obtidos no terceiro ensaio. Isso porque no terceiro ensaio a remocao
final de cor chegou a 90% nos frascos-reatores incubados com ribo-
flavina 0,025 mg/L (concentracdo equivalente aquela presente em 0,5
g/L de extrato de levedura); ao passo que durante o quarto ensaio a

remocdo de cor nos frascos incubados com riboflavina a 0,0188 g/L
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Figura 4 — Variagdo temporal da remogao de cor (A) e AGV (B) durante
0 quarto ensaio

(concentragéo 750 vezes maior) foi de apenas 65%. Como o lodo uti-
lizado nao foi o mesmo, é possivel que tal divergéncia tenha sido a
utilizacdo de um lodo menos ativo no quarto ensaio. As eficiéncias de
remocao de cor na presenca de riboflavina obtidas neste estudo sao
menores, comparadas aquelas obtidas por outros pesquisadores (por
exemplo, por Dos Santos et al, 2003), e isso se deve provavelmen-
te & menor temperatura de trabalho (25 °C) utilizada neste trabalho
em comparacio com aquelas empregadas (35 e 55 °C) empregadas na
maioria dos trabalhos reportados na literatura internacional. E impor-
tante salientar que um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar a
remocao de cor em sistemas anaerobios em temperaturas inferiores a
faixa mesofilica, tendo em vista que a maioria dos reatores anaerobios
¢ operada no Brasil a temperatura ambiente.

Por fim, observando os resultados finais das eficiéncias alcancadas
no quarto ensaio (Tabela 2) para os frascos-reatores incubados com gli-
cose na concentracdo de 0,5 g/L (“Azul HF-RL com glicose”), e os frascos
controle incubados sem a presenca da glicose ou extrato de levedura
(“Azul HF-RL”), observa-se que ao contrario dos resultados apresenta-
dos no terceiro ensaio, quando a glicose foi adicionada aos frascos em
concentracio 0,2 g/L, o aumento da concentracdo de glicose para 0,5 g/L
melhorou a eficiéncia de remocdo de cor no final do ensaio. Contudo,

eficiéncias ainda maiores foram obtidas s6 com o extrato de levedura

(0,5 g/L) nas primeiras 24 horas, o que justifica a dispensa do uso de
glicose como cossubstrato. A Figura 4B apresenta os resultados da anali-
se cromatografica realizada com as amostras coletadas durante o quarto
ensaio, com os valores convertidos em concentracdo de DQO. Os dados
mostram que, da mesma forma que observado nos ensaios anteriores,
somente os frascos-reatores incubados com extrato de levedura e glicose
acumularam AGV. Também mostraram que tanto o extrato de levedura
quanto a glicose adicionados a 0,5 g/L causam aumento da DQO no ini-
cio do ensaio, quando comparado com o frasco controle (Azul HFRL),
e que os frascos incubados com riboflavina ou s6 com o corante Azul
HF-RL resultam em elevacdo da DQO no final do ensaio. Tais resultados
confirmam que a DQO remanescente no final do ensaio, nos frascos
incubados com extrato de levedura ou glicose, ndo é necessariamente
devido a tais materiais ndo-degradados, mas sim, devido a outros produ-
tos gerados durante a degradacio (SMP e subprodutos do corante).

A elevada concentracio de DQO nao-AGV em todos os frascos
indica toxicidade aos micro-organismos anaercbios, e como nao ha
acumulo significativo de AGV, parece que o efeito toxico ocorre tam-
bém nos acidogénicos. E possivel que tal inibicao seja devido as ami-
nas aromaticas produzidas apés a reducdo do corante azo, conforme
discutido por diferentes autores (VAN DER ZEE et al, 2001; STOLZ,
2001; MENDEZ-PAZ et al, 2005; e ISTK E SPONZA, 2007). A presen-
ca de compostos toxicos pode induzir a lise celular e a liberacdo de
polimeros extracelulares, ou seja, resultar no aumento de SMP, con-
forme demonstrado por Aquino e Stuckey (2004). Tal fato parece ter
contribuido para a baixa eficiencia de remocdo de DQO e até mesmo
para o aumento da DQO ao longo do ensaio em alguns frascos.

A Tabela 3 apresenta um resumo da modelagem cinética feita
com os dados obtidos ao longo dos quatro ensaios realizados. Os
frascos-reatores incubados com lodo autoclavado e os sem a presenca
de lodo ou corante ndo foram listados na Tabela 3 por apresentarem
valores de R? muito pequenos, em funcdo de a remocdo de cor ser
negligenciavel (na auséncia de lodo) ou nao-modelada pelas cinéticas
de ordem 1 e 2 (na presenca de lodo autoclavado). Tal estudo ciné-
tico foi feito na tentativa de verificar se havia alguma tendéncia na
ordem cinética de remocéo de cor com o uso de mediadores redox.

Percebe-se que a maior parte dos resultados foi ajustada de acor-
do com a cinética de segunda ordem, principalmente nos frascos
incubados com extrato de levedura ou riboflavina. Tais resultados
indicam que a velocidade de remocao de cor depende néo s6 da con-
centracao residual do corante, mas também de outro fator.

O fato de a maioria dos dados terem se ajustado a cinética de
ordem 2 pode corroborar a hipotese de que a biodegradacao de azo-
corantes na presenca de mediadores redox é uma mescla de meca-
nismos bidtico (producdo de equivalentes reduzidos e reducdo do
mediador redox) e abiotico (reducdo do corante pelo mediador redox
reduzido e reciclagem do mesmo). Os dados apresentados sugerem
que a velocidade da reacao é dependente nio s6 da concentracéo

residual de corante, mas possivelmente da concentracao residual de
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Tabela 3 — Determinagdo™ da constante (k), coeficiente de ajuste (R2) e a classificagdo quanto & ordem da cinética de remogéo de cor que resultou
em melhor ajuste

Ensaio Frascos-reatores k (d7) R? Ordem
Azul HF-RL sem glicose 0,362 0,919 1°
Azul HF-RL com glicose 0,359 0,926 1°
Lodo autoclavado azul HF-RL 0,241 0,916 1°
Extrato 0,5 g/L com glicose 1,422 0,866 2°
1° Extrato 0,05 g/L com glicose 1,973 0,846 2°
Extrato 0,005 g/L com glicose 2,506 0,876 2°
Extrato 0,5 g/L sem glicose 1,461 0,821 2°
Extrato 0,05 g/L sem glicose 1,76 0,788 2°
Extrato 0,005 g/L sem glicose 2,188 0,899 2°
o0 Azul HF-RL extrato 0,5 g/L 2,208 0,79 2°
Vermelho com extrato 0,5 g/L 2,817 0,877 2°
Extrato 0,5 g/L 1,709 0,56 2°
Extrato 0,1 g/L 1,366 0,643 2°
3° Extrato 0,05 g/L 0,305 0,977 1°
Riboflavina 0,289 0,988 1°
Azul HF-RL 0,241 0,964 1°
Extrato 0,5 g/L 2,059 0,981 2°
Riboflavina 0,00025 g/L 0,035 0,696 2°
4° Riboflavina 0,0025 g/L 0,234 0,989 2°
Riboflavina 0,0188 g/L 0,395 0,99 2°
Glicose 0,4 0,931 1°
Azul HF-RL 0,03 0,838 2°

*QOs valores de K e R2 foram obtidos apds linearizacdo dos dados experimentais para se obter graficos do tipo In (Absorbancia) versus t para ajuste de 12 ordem ou do tipo 1/(Absorbancia)
versus t para ajuste de 22 ordem.

mediador redox. Isso ¢ plausivel uma vez que os mediadores redox
sdo biodegradaveis, podendo ser utilizados como fonte de carbono e
energia por micro-organismos do consoércio anaerobio.

Por fim, a analise dos valores de k (d!) determinados em cada en-
saio confirmou a interpretacio feita anteriormente, ou seja, a presen-
ca de extrato de levedura no meio resultou em significativo aumento
no valor de k, sendo que o valor de k foi proporcional a concentracao

de extrato de levedura presente.

Conclusoes

Os resultados mostraram que a presenca da glicose nas concen-
tracoes de 0,2 g/L, adicionada juntamente com o extrato de levedura
nas concentracoes de 0,005, 0,05 e 0,5 g/L nao resultou em melho-
ria da cinética de remocéo de cor, quando comparada ao extrato de
levedura adicionado nas mesmas concentracoes sem a presenca da
glicose. Por sua vez, a presenca de 0,5 g/L de glicose na auséncia do
extrato de levedura resultou na remocao de apenas 25% de cor nas
primeiras 24 horas, ao passo que o extrato de levedura na mesma
concentrac@o foi capaz de remover 87% da cor do meio durante o
mesmo periodo de tempo. Os resultados do trabalho mostraram que
a adicdo de extrato de levedura na concentracdo de 0,5 g/L resultou
nos melhores resultados de remocao de cor, quer seja com a adicao
conjunta de glicose, quer seja na sua auséncia. Dessa forma, pode-se
dispensar o uso de glicose como doador de elétrons e utilizar apenas
o extrato de levedura, que parece ter atuado como fonte de mediado-

res redox e de carbono/energia.

A presenca da riboflavina (vitamina B2) também acelerou a de-
gradacdo do corante, mas tais resultados foram muito inferiores aos
obtidos com o extrato de levedura, mesmo quando a riboflavina es-
tava presente em concentracéo 750 vezes maior que aquela presente
em 0,5 g/L de extrato de levedura. Tais resultados indicam que ou-
tros compostos, além da riboflavina, presentes no extrato de levedura
(por exemplo, vitamina niacina e outros nutrientes) influenciaram
positivamente na degradacao do azo-corante estudado.

A adic@o de extrato de levedura contribuiu para a elevacio da
DQO do meio liquido, contudo tal material possui elevada biodegra-
dabilidade, podendo ser removido com facilidade do meio, seja pela
escolha de tempo de residéncia apropriado ou com o uso de sistemas
de pos-tratamento aerébio. Os resultados das analises de AGV mos-
traram que os intermediarios da degradacido do azo-corante foram
toxicos para todo o consorcio anaerobio, sendo este fato o princi-
pal causador da baixa eficiéncia de remocao de DQO observada nos

frascos-reatores monitorados.
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