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RESUMO

A crescente escassez de fontes de dgua potavel, bem como o cumprimento obrigatorio de
exigéncias legais para langamento em corpos d’agua ou rede coletora de esgotos, acabam
demandando alternativas para o tratamento de efluentes. Entre os inUmeros setores que
geram efluentes com potencial de toxicidade, o téxtil se destaca. As industrias téxteis geram
grande quantidade de efluentes com uma carga de corantes que sdo naturalmente de dificil
degradacdo. Uma alternativa para remediacdo desses corantes é fundamental e, entre os
possiveis tratamentos, a biorremediacdo € uma alternativa. Esta pesquisa teve por objetivo
avaliar o potencial de biorremedicg&o de corantes téxteis (tartrazina e indigo blue) e efluentes
téxteis pelas cianobactérias Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii. A
viabilidade da biorremediacdo foi avaliada através da toxicidade dos corantes e efeito da
coloracdo sobre as cianobactérias, com contato direto e indireto. Analisou-se 0 crescimento
celular por meio de contagem e a descoloragdo por meio de espectrofotometria. Também
analisou-se a eficiéncia da biorremediacdo na descoloracdo de efluentes provenientes de uma
fabrica de jeans e outra de tapetes pela duas espécie de cianobactérias. Os experimentos de
biorremediacdo ocorreram durante 25 dias com amostras de efluentes brutos e também
diluidos em 50%. Testes ecotoxicoldgicos foram realizados com larvas de Danio rerio
(parametros sobrevivéncia e crescimento) antes e apds a biorremediacdo. Os resultados
demonstraram que a Microcystis aeruginosa cresceu significativamente em contato direto
com o corante amarelo tartrazina, mas em contato indireto houve reducdo no crescimento
com ambos corantes. Em contrapartida, a Cylindrospermopsis raciborskii ndo apresentou
um crescimento satisfatorio com a tartrazina e foi inibida pelo corante indigo blue.
Observou-se reducdo da cor no efluente de tapetes em 43% na presenca da M. aeruginosa e
34,6% na auséncia dela, sem reducao de toxicidade. Conclui-se, portanto, que M. aeruginosa
tem potencial para crescer em elevadas concentragdes de amarelo tartrazina (500 mg/L) e
degradar esse corante. Os efluentes téxteis, devido a sua alta complexidade, ndo sdo
facilmente degradados e apresentaram toxicidade para ambas as cepas. Tempos menores de
biorremediacédo devem ser contemplados, com base nos dados de descoloragédo, onde o
metabolismo deve ser estimulado, por manipulac6es do efluente, em favor da viabilidade

celular exponencial.

Palavras-chave: cianobactéria, corantes, efluente téxtil, jeans, tapetes, biorremediagao,

Danio rerio.



ABSTRACT

The growing scarcity of drinking water sources, as well as the mandatory compliance with
legal requirements, end up demanding alternatives for the treatment of effluents. Among the
numerous sectors that generate effluents with the potential for toxicity, textiles stand out.
The textile industries generate large amounts of effluents with a load of dyes that are
naturally difficult to degrade. An alternative for the remediation of these dyes is essential
and, among the possible treatments, bioremediation is an alternative. This research aimed to
evaluate the bioremediation potential of textile dyes (tartrazine and indigo blue) and textile
effluents by the cyanobacteria Microcystis aeruginosa and Cylindrospermopsis raciborskii.
The viability was evaluated through the toxicity of the dyes and the effect of the stain on the
cyanobacteria, with direct and indirect contact. Cell growth was analyzed by counting and
discoloration by spectrophotometry. We also analyzed the efficiency of bioremediation in
the discoloration of effluents from a jeans factory and a carpet factory by the two species of
cyanobacteria. The bioremediation experiments took place with samples of raw effluents
also diluted by 50%. Ecotoxicological tests were performed with Danio rerio larvae
(survival and growth parameters) before and after bioremediation. The results showed that
Microcystis aeruginosa grew significantly in direct contact with the yellow dye tartrazine,
but in indirect contact, there was a reduction in growth with both dyes. On the other hand,
Cylindrospermopsis raciborskii did not show satisfactory growth with tartrazine and was
inhibited by the indigo blue dye. A reduction in color was observed in the effluent of carpets
by 43% in the presence of cyanobacteria and 34.6% in the absence of them, with no reduction
in toxicity. It is concluded, therefore, that M. aeruginosa has the potential to grow in high
concentrations of tartrazine yellow (500 mg/L) and to degrade this dye. Textile effluents,
due to their high complexity, are not easily degraded and are toxic to both strains. Shorter
bioremediation times must be considered, based on the discoloration data, where metabolism

must be stimulated, by manipulations of the effluent, in favor of exponential cell viability.

Keywords: cyanobacteria, dyes, textile effluent, jeans, carpets, bioremediation, Danio rerio.
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INTRODUCAO GERAL

A crescente escassez de fontes de agua acaba por demandar alternativas para o
tratamento de efluentes. Entre os inimeros setores geradores de efluentes com potencial de
toxicidade tem-se o téxtil. Existem trés tipos diferentes de fibras usadas na fabricacéo de
varios produtos téxteis: fibras de celulose, protéicas e sintéticas. Cada tipo de fibra é tingido
com diferentes tipos de corantes. As fibras de celulose sdo tingidas com corantes reativos,
corantes diretos, corantes naftol e corantes indigo. As fibras protéicas sdo tingidas com
corantes acidos e corantes lanaset. As fibras sintéticas sdo tingidas com corantes dispersos,
corantes basicos e corantes diretos (Ghaly et al., 2014).

Os efluentes originados durante os processos fabris incluem principalmente corantes
e, em menor grau, varias substancias como aditivos quimicos, sais, detergentes, auxiliares
(por exemplo surfactantes e agentes dispersantes), soda caustica e acidos (Tomei et al. 2016).

Esses corantes e produtos quimicos, além de sua aparéncia inaceitavel e efeito toxico
apos a decomposicdo, podem contaminar o solo, 0s sedimentos e as aguas superficiais nas
proximidades, tornando-se um grande desafio a poluicdo ambiental global (Yaseen e Scholz,
2019).

Além dos problemas relacionados a liberacdo de substancias toxicas ou a descarga
de compostos que podem ser convertidos em metabo6litos que sao mais prejudiciais ao meio
ambiente, os efluentes apresentam forte coloracdo. Tornando-se uma fonte de poluicdo
visual, que também oferece sérios riscos ambientais; principalmente devido a interferéncia
nos processos fotossintéticos naturais que causa perdas incalculaveis em médio e longo
prazo para toda a biota aquética (Ventura-Camargo e Marin-Morales, 2013). Sabe-se que
efluentes téxteis podem causar efeitos toxicos agudos, crénicos e genotdxicos para a espécie
de peixe Danio rerio (Zhang et al., 2012; Oliveira et al., 2016).

Segundo Tomei et al. (2016) as melhores tecnologias disponiveis para uma
abordagem sustentavel e eficiente no controle da poluicdo do setor téxtil estdo focadas no
ciclo de producéo, sendo o alvo principal a reducdo das emissdes de aguas residuais. Com
relacdo a coloracdo dos efluentes, uma fixagéo de cores mais eficiente reduziria a carga de
poluicdo, porém deve ser necessariamente combinada a uma remogéo eficiente, pois a
emissdo de cor zero ndo é possivel, mesmo com as melhores tecnologias de fixacéo

atualmente disponiveis.
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Assim sendo, o tratamento de efluentes téxteis € necessario para proteger o
ecossistema e permitir a subsequente reciclagem do efluente tratado para fins de irrigacao
ou reutilizacdo nos processos da fabrica téxtil (Yaseen e Scholz, 2019).

Investigando a biodiversidade de cianobactérias em quatro efluentes, oriundos de
uma usina de agUcar, uma fabrica de papel, uma industria de corantes e outra farmacéutica,
Vijayakumar et al. (2007) registraram a presenca 26 espéecies em comum a todos os efluentes
analisados, entre elas a espécie Microcystis aeruginosa.

Diante do exposto, neste estudo pretendeu-se verificar o potencial de biorremediacéo
de corantes e efluentes téxteis distintos, utilizando espécies de cianobactérias ndo citadas na
literatura para essa finalidade, e cuja presenga em reservatorios € mundialmente recorrente.
Assim sendo, o presente trabalho dividiu-se da seguinte maneira:

1) Primeiro capitulo: abordou uma revisao bibliogréfica voltada para a problematica

do setor téxtil e artigos relacionados a biorremedia¢do com cianobactérias;

2) Segundo capitulo: avaliou os aspectos da toxicidade de padrbes puros de corantes

sobre Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii, além do impacto da

coloracdo dos corantes sobre o crescimento celular;

3) Terceiro capitulo: analisou-se a potencial utilizacdo da espécie Microcystis

aeruginosa na descoloracdo de efluentes téxteis, além da ecotoxicidade dos efluentes

poOs-tratamento sobre larvas do peixe Danio rerio;

4) Conclusao final e recomendaces futuras.

15
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CAPITULO I

1. Reviséo bibliografica

1.1 Aindustria téxtil e implicacbes ambientais

O Brasil é a maior cadeia téxtil completa do Ocidente, produzindo desde fibras,
através das plantacdes de algoddo, até os desfiles de moda, envolvendo também fiacoes,
tecelagens, beneficiadoras e confecgBes (ABIT, 2022). A industria téxtil é o segundo maior
empregador da industria de transformac&o, gerando 1,36 milhdes de empregados diretos e
cerca de 8 milhdes de indiretos, dos quais 60% s&o de méo de obra feminina; no ano de 2020
a Cadeia Téxtil e de Confeccdo gerou um faturamento R$161 bilhdes (ABIT, 2022).

Os maiores polos téxteis brasileiros sdo o de Americana, composto pelos
municipios de Americana, Nova Odessa, Santa Barbara do Oeste e Sumaré, seguido pelo
Vale do Itajai, destacando-se os municipios de Blumenau e Brusque (IEMI, 2021).

Os efluentes gerados e descartados nos rios pelas industrias do setor téxtil implicam
em diversos impactos ambientais. A industria téxtil utiliza grandes volumes de agua e
diversos tipos de substancias (como corantes, soda caustica, detergentes, hipoclorito de
sodio, formaldeido, entre outros), gerando um conjunto de substancias potencialmente
toxicas e consequentemente efluentes recalcitrantes com alta demanda quimica de oxigénio
(Swami et al., 2012).

As indlstrias brasileiras devem atender a determinadas condicBes e padrGes de
qualidade ambiental para realizarem o lancamento de seus efluentes em quaisquer corpos
hidricos ou mesmos na rede de captacdo de esgotos, 0s quais estdo descritos nas Resolucbes
CONAMA n° 357 (CONAMA, 2005) e n° 430/2011 (CONAMA, 2011).

Com base na Resolucdo CONAMA n° 357 (CONAMA, 2005), em corpos de agua
doce, Classes 2 e 3, de acordo com uma escala platina-cobalto para avaliacéo de cor, o valor
toleravel de cor real ou verdadeira é de até 75 mg Pt/L. No entanto, essa escala acaba por
ndo ser adequada e aplicavel na avaliacdo da coloracdo dos efluentes téxteis gerados. Fato
que permite que as industrias ao alcancarem os padrdes legalmente permitidos possam
liberar seus efluentes ainda coloridos.

Ainda que as Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETES) sejam responsaveis pela

coleta e tratamento de varios desses efluentes industriais, as mesmas em sua grande maioria
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utilizam tratamentos bioldgicos por si s6 pouco eficientes na remog¢do completa dos corantes.
Desta maneira, os efluentes finais das ETEs acabam sendo langados diretamente nos corpos
d’agua, muitas vezes ainda coloridos. Os rios mais afetados por estes tipos de efluentes no
polo téxtil de Americana sdo o Ribeirdo Quilombo e o Rio Piracicaba e, no vale do Itajai, 0s

rios Itajai-Acu e Itajai-Mirim.

1.2 Efluentes téxteis

Os efluentes téxteis quando néo tratados adequadamente e langados em corpos
d’agua, podem causar modificagdes no ecossistema como a diminuicao da transparéncia da
agua e penetracdo da radiacdo solar, o que pode alterar a atividade fotossintética, o
comportamento predatorio e forrageio, e o regime de solubilidade dos gases além de
introduzir no sistema uma carga de compostos organicos que podem interagir com a biota
desencadeando efeitos agudos ou crénico, comprometendo a estrutura e fungdo do ambiente
aquatico.

Segundo Orzechowski et al. (2018) os efluentes téxteis normalmente possuem forte
coloragdo, devido aos corantes que ndo se aderirem totalmente as fibras naturais ou
sintéticas, o quais quando presentes nos rios absorvem a luz solar reduzindo sua
disponibilidade para os sistemas de fotossintese, acarretando na privacdo de oxigénio e,
consequentemente, comprometimento da cadeia alimentar (Holkar et al., 2016).

De acordo com a Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs
Manufacturing Industry (ETAD), apds testes com cerca de 4.000 corantes, detectou-se altos
valores de toxicidade em mais de 90%, destacando-se entre 0s mais toxicos os corantes
diazo, basicos e diretos (Robinson et al., 2001).

Além dos corantes, os efluentes téxteis também apresentam uma composi¢do
extremamente heterogénea (Tabela 1), coloragdo forte, muito material particulado
suspensos, pH e concentracGes de demanda quimica de oxigénio (DQO) muito variaveis e
flutuantes, além de grande quantidade de sddio, potassio e outros metais, de acordo com a
Tabela 1.

Os tratamentos convencionais de efluentes industriais compostos por tantos
materiais toxico e recalcitrante, tm muitas deficiéncias, pois muitos poluentes podem passar
por esses sistemas sem serem degradados de forma satisfatoria. Em alguns casos, essas

substancias recalcitrantes também sdo adsorvidas na superficie do lodo primario e
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secundario, causando mais problemas de acumulo. Além de sua eficacia limitada, esses
procedimentos sdo caros e produzem grandes quantidades de residuos que precisam de
tratamentos subsequentes (Holkar et al., 2016; S6zen et al., 2020).

Mais de 100.000 tipos de corantes, incluindo corantes azo e pigmentos diferentes,
sdo amplamente utilizados em vérias etapas de processamento nas inddstrias téxteis,
portanto, a poluicdo gerada pelos materiais corantes é inevitavel (David Noel e Rajan, 2014).
Assim como efluentes com grande diversidade de composicdes, isso dificulta uma
padronizacdo dos mesmos, como se pode observar na Tabela 1.

Portanto, é crescente o interesse em estudar métodos alternativos que reduzam a
toxicidade dos corantes e permitam o reaproveitamento da &gua na prépria industria téxtil.
Nesse sentido, o desenvolvimento de tecnologias ambientalmente mais limpas e de baixo
custo utilizando microrganismos sdo considerados uma opcdo atrativa para a

descontaminacdo dessas aguas residuarias (Mansour et al., 2016).
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Tabela 1. Caracteristicas de varios parametros de efluentes téxteis relatados na literatura, e

resultados de analises de metais, nitrogénio total, nitrato, nitrito, DBO e DQO do efluente

bruto avaliado.

Parametros Presente  Eswaramoorthi et Joshi e Santani Kamal Z:{/Z:
(mg/L) pesquisa al. (2008) (2012) et al. (2016) (2017)

Aluminio 0,01 0,150 - - - -
Antimdnio 0,005 0,263 - - - -
Arsénio 0,01 0,0192 <10 - - -
Bério 0,01 0,0479 - - - -
Berilio 0,01 <0,01 - - - -
Bismuto 0,01 <0,01 - - - -
Boro 0,01 0,0112 <10 - - -
Cadmio 0,001 <0,001 - 0,02-0,74 < 0,001 0,07-2
Calcio 0,5 13,6 - - 9,33-9,09 -
Chumbo 0,01 <0,01 - 0,16-0,35 < 0,001 -
Cobalto 0,01 <0,01 - - - -
Cobre 0,005 0,0474 <10 0,17-9,26 0,012-0,02 2-6
Molibdénio 0,01 <0,01 - - - -
Niquel 0,01 <0,01 <10 0,06-1,16 0,006-0,009 0,5-3
Potéssio 0,5 8,39 - 40,5-113,64 - 30-50
Prata 0,01 <0,01 - - - -
Selénio 0,008 <0,008 - - - -
Silicio 0,5 13,8 - - - -
Sadio 0,5 30,9 700 86,32-259,06  4807-4390,3 400-600
Télio 0,01 <0,01 - - - -
Titanio 0,01 <0,01 - - - -
Uranio 0,01 <0,01 - - - -
Vanadio 0,01 <0,01 <10 - - -
Zinco 0,01 0,183 <10 0,48-7,32 0,091-0,141 3-6
Nitrogénio
Total 1 2,27 10-30 - - -
Nitrato-N 5 <5 <5 - - -
Nitrito-N 0,2 <0,2 - - - -
pH - 6,15 6-10 9,17-12,7 9,3-10,5 5,5-10,5
DBO 90 488 300-500 71,8-852,6 138-181 150-350
DQO 100 1240 1000-1500 449,5-2078,6 448-578 350-700

LQ — Limite de quantificacéo, - ndo consta

20



1.3 Cianobactérias
1.3.1 Aspectos Gerais

As cianobactérias sdo consideradas um dos organismos Vvivos mais antigos do
planeta Terra, existentes ha mais de 2,8 bilhdes de anos (Knoll, 1999). S&o seres procariontes
fotossintéticos antigos, abundantes e amplamente diversos, que séo vistas como promissoras
fabricas de células para producédo de produtos quimicos (Cassier-Chauvat et al., 2017).

S&0o o0s Unicos seres procariontes que realizam fotossintese oxigenada, caracteristica
a qual as diferencia de outras bactérias fotossintetizantes, sendo consideradas o0 mais antigo
filo de bactérias Gram-negativas que moldaram a atmosfera do nosso planeta, podendo ainda
apresentar crescimento heterotréfico facultativo (Flores e Wolk, 1985; Hamilton et al. 2016).

A presenca de vacuolos gasosos permite que as cianobactérias ajustem sua posi¢édo
vertical na dgua coluna, flutuando em direcdo a fontes de luz ou afundando para acessar
concentragdes mais altas de nutrientes ou evitar foto-oxidagdo (Walsby e Booker, 1980;
Klemer et al., 1996; Padisak, 1997).

Ao colonizar a maioria das aguas (doces, salobras e marinhas) e solos do nosso
planeta, onde enfrentam desafios e competicdo (ou simbioses) com outros organismos
bioldgicos, as cianobactérias se desenvolveram como organismos amplamente diversos
(Cassier-Chauvat et al., 2017).

As cianobactérias habitam uma vasta gama de ambientes tanto aquaticos, quanto
terrestres, estando também presente em ambientes ecoldgicos extremos, como os de regides
polares frias, desertos, salinas e fontes termais em todo o mundo (Mouné et al., 2003; Papke
et al., 2003; Seckbach, 2007; Zakhia et al., 2008; lonescu et al., 2010).

Conhecidos por ocuparem nichos ndo acessiveis por outros microrganismos,também
sobrevivem a exposicdo a altas luzes ultravioletas, dessecacdo, intensas temperaturas, pH
extremo e alta salinidade (Carr e Whitton, 1973).

Segundo Knauth (2005) os mecanismos atuais de tolerancia das cianobactérias
provavelmente foram herdados das cianobactérias ancestrais, as quais desenvolveram
mecanismos de tolerancia as mudancas drasticas na temperatura, salinidade, disponibilidade

de ions e o0 surgimento de uma atmosfera oxigenada.
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1.4 Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa (kltzing) Kitzing 1846 é uma cianobactéria colonial
pertencente a ordem Chroococcales (Figura 1). Sdo colbnias flutuantes, usualmente
microscopicas, irregulares no contorno, com lobos e crateras distintos. As col6nias
apresentam uma fina camada de mucilagem, alta densidade de células, com diametro da
célula variando de 4-6 um, as quais sdo irregularmente aglomeradas e mais ou menos densas
(Komarek et al., 2002).

Segundo Komérek et al. (2002) trata-se da mais importante cianobactéria presente
nos ecossistemas aquaticos.

O tamanho da colbnia permite uma grande vantagem competitiva, tais como: a
reducdo da predacdo pelo zoopléncton (Lampert, 1981), protecdo contra foto-oxidacao,
contaminantes quimicos e potenciais algicidas (Wu et al., 2011; Wang et al., 2013; Li et al.,
2015).

Figura 1. Imagem da cianobactéria M. aeruginosa.

Fonte: USGS, 2022.

1.5 Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju 1972, séo
cianobactérias de tricomas solitarios, retos ou ligeiramente curvos; células cilindricas, 2 a 3

um de didmetro, 7 a 11 pm de comprimento, com aerétopos, que permitem o posicionamento
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na coluna d’agua; célula apical acuminada; heterocitos conicos, terminais, o quais
possibilitam a formacdo de células de resisténcia em condigdes ambientais ndo ideais;
acinetos cilindricos, Figura 2 (Padisak, 1997; Sant’Anna et al., 2007).

A literatura relata a constante distribuicdo mundial e predominéncia da espécie
Cylindrospermopsis raciborskii sobre outros grupos fitoplanctonicos (Dorr et al., 2010; Rastogi
etal., 2014; Mowe et al., 2015).

Padisak (1997) afirma que o sucesso ecoldgico de C. raciborskii esta diretamente
relacionado a sua capacidade de migracao na coluna d'agua, capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico, tolerancia a baixa luminosidade, habilidade em utilizar fontes internas de
fésforo, alta afinidade com fdésforo e amonio, resisténcia a herbivoria pelo zooplancton, alta
capacidade de dispersao, em virtude dos acinetos resistentes e sobrevivéncia em condigdes
levemente salinas.

De acordo com Antunes et al. (2015) cepas de C. raciborskii de diferentes partes do
mundo exibem ampla tolerancia a variacbes de temperatura (Kokocinski et al., 2010;
Everson et al., 2011), e sdo capazes de sustentar biomassa em temperaturas tao baixas quanto
11°C (Bonillaetal., 2012). Ainda segundo o mesmo autor, dados de modelagem matematica
demonstraram que as floragcbes de C. raciborskii sdo provaveis de ocorrer entre as
temperaturas de 25 a 32°C (Recknagel et al., 2014), com temperaturas mais altas sendo
favoraveis a formacao de floragdes.

Ao contrario da maioria das cianobactérias esta espécie tem tolerancia a sombra e se
beneficia de baixas intensidades de luz, formando até floracGes persistentes (Padisak, 1997;
Briand et al., 2002). Essa espécie apresenta grande adaptacdo fisiolégica a uma ampla gama
de intensidades de luz. Estudos demonstram que, células de C. raciborskii adaptadas a altos
valores de irradiancia foram mais produtivas nessas condic¢des, enquanto células aclimatadas
ao escuro foram mais produtivas em irradiancia moderada (O'Brien et al., 2009; Antunes et
al., 2015), apresentando atividades fotossintéticas significativamente maiores do que as de

outras espécies de cianobactérias, como Microcystis e Aphanizomenon (Wu et al., 2009).
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Figura 2. Imagem da cianobactéria C. raciborskii, com destaque para o heterocito

em a e o acineto em b.

Fonte: Aragdo-Tavares, 2013.

1.6 Aplicacdo de cianobactérias em biorremediacGes

As cianobactérias tém apresentado uma ampla capacidade metabolizadora, tanto de
produtos naturais quanto de xenobidticos (Cohen, 2002; Dubey et al., 2011). Sdo descritos
na literatura alguns estudos utilizando as cianobactérias na biotransformacao de pesticidas
(El-Bestawy et al., 2007), como o inseticida endossulfan (Kumar et al., 2008). Mansy e
El-Bestawy (2002) constataram a biotransformacéo da Fluometurona, com redugdo de mais
de 85% na concentragéo, por Microcystis aeruginosa, Anabaena cylindrica, Anabaeanaflos—
aquae e Anabaena spiroides. Essa classe de organismos possuem um papel importante para
a reducdo de poluentes orgénicos no ambiente, seja por mecanismos de bioacumulagéo,
bioconcentragdo ou por biodegradacéo.

De acordo com a literatura ha diversos estudos avaliando a degradacdo de corantes
por outras espécies cianobactérias (Jingi e Houtian,1992; Kalavathi et al., 2001; Shah et al.,
2001; Queiroz e Stefanelli, 2011; Vyayakumar e Manoharau, 2012; Henciya et al., 2013,
Jaysudha e Sampathkumar, 2014; Dellamatrice et al., 2017).

Dellamatrice et al.(2017) observaram a descoloragéo e desintoxicacdo de efluentes
téxteis induzidas por trés cepas de cianobactérias, concluindo que as mesmas foram capazes
de reduzir a carga poluente do efluente em até 28%. Shah et al. (2001) notaram que a

cianobactéria Phormidium valderianum foi capaz de alcancar 90% de eficiéncia na
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descoloracéo dos corantes Acid Red, Acid Red 119 e Direct Black 155, obtendo melhor
atuacdo em pH alcalino 11, caracteristica comum em efluentes téxteis.

Dellamatrice et al.(2017) observaram que a biodegradacdo do corante indigo por
Phormidium valderianum ocorreu ap6s 19 dias de incubacdo, ndo havendo mais cor no
efluente e a formacao de biofilme nas paredes do reator. Vyayakumar e Manoharau (2012)
observaram ndo somente a descoloracdo, mas também a redu¢do da concentracdo de nitritos,
fosfatos, amonia, calcio e magnésio.

No entanto, apesar da utilizacdo de cianobactérias ser viavel e eficiente, sabe-se que
séo potencialmente produtoras de cianotoxinas. Existem diversos tipos de toxinas: como as
microcistinas (LR, RR, YR, LA, 7dmLR,WR, LF, LYe LW), as saxitoxinas, neosaxitoxinas,
gonyautoxinas (GTX1-4), cilindrospermopsina e outros analogos (Dorr et al., 2010; Ferréo-
Filho e Kozlowsky-Suzuki, 2011; Carneiro et al., 2013, Moreira et al., 2014; Zastepa et al.,
2015).
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CAPITULO 11

MICROCYSTIS AERUGINOSA E
CYLINDROSPERMOPSIS RACIBORSKII: ALTERNATIVAS NA

BIORREMEDIACAO DE CORANTES TEXTEIS?
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CAPITULO II

Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii: alternativas na

biorremediacio de corantes téxteis?

1. Introducéao

Estima-se que o setor téxtil libera no ambiente aquatico aproximadamente 15-50%
da carga total de corantes utilizados durante o processamento téxtil (Nojavan et al., 2013).
Segundo David Noel e Rajan (2014) os corantes sintéticos sdo amplamente utilizados no
tingimento téxtil, e os comumente usados sdo azodatos (orange3R), antraquinona (blue3R)
e indigos. As industrias téxteis consomem grandes volumes de agua, consequentemente
gerando imensas quantidades de efluentes.

Estes efluentes quando néo tratados adequadamente podem interagir com a biota
desencadeando efeitos toxicos, comprometendo a estrutura e funcdo do ambiente aquéatico
(Kaur e Kaur, 2015; Jong et al., 2016; Abe et al., 2017). Pesquisas com a espécie de peixe
Danio rerio evidenciam que efluentes téxteis podem causar efeitos agudos e genotoxicos
(Zhang et al., 2012), assim como os corantes amplamente usados na producdo de cosméticos
e tingimento de tecidos que tem potencial neurotdxico sobre a espécie (Oliveira et al. 2016;
Abe et al.,2017; Meireles et al., 2018).

Ainda, de acordo com a literatura, a concentracdo de corantes como o indigo blue
encontrado usualmente em efluentes téxteis varia de 300 a 740 mg/L (Conceicdo et al., 2013;
Couto et al., 2018). Segundo Beach et al. (2011) a concentracdo aproximada do corante
amarelo tartrazina, encontratada em banhos de tingimento de tecidos, fica em torno de
16.509 mg/L. Mas ap0Os o processos fabris essa concentracdo € reduzida, e sdo gerados
efluentes com cerca de 500 mg/L (informacdo obtida por comunicacdo pessoal com a
empresa Dynatech®).

Tendo em vista a importancia dos recursos hidricos tanto para o abastecimento
humano quanto para a manutencdo da biota aquatica tal fato merece atencdo e melhor
compreensdo dos seus efeitos sobre os organismos vivos além de formas de remediacdo ou

possiveis aplicaces.
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A utilizagdo de cianobactérias na degradacdo ou acumulacdo de compostos
xenobioticos tem sido frequentemente relatada, por exemplo, na remocdo de metais
potencialmente toxicos (Cd, Mn, Cr e Ni,), inseticidas, herbicidas (Asthana et al., 1995;
Khattar et al., 1999; Matsunaga et al., 1999; Mohamed, 2001; Caceres et al., 2008; Forlani
et al., 2008) e corantes (Jingi e Houtian,1992; Kalavathi et al., 2001; Shah et al., 2001,
Queiroz e Stefanelli, 2011; Vijayakumar e Manoharan, 2012; Henciya et al., 2013,
Dellamatrice et al., 2017).

No Brasil os géneros mais frequentes sdo Cylindrospermopsis e Microcystis
(Sant’Anna et al., 2007; Ferrdo-Filho at al., 2009; Soares et al., 2013; Bittencourt-Oliveira
et al., 2014). Nessa mesma vertente, Mowe et al (2015), observaram a prevaléncia do género
Microcystis em toda a Asia tropical, Africa e América Central, e do género
Cylindrospermopsis na Australia tropical, América e Africa.

Neste contexto, a utilizacdo de cianobactérias na biorremediacdo tende a ser uma
alternativa interessante, pois sendo um processo natural hd& menor necessidade de utilizagdo
de substancias quimicas ou de processos que demandam algum custo energético, além de
permitir o emprego de uma classe de organismos que normalmente tendem a ser uma
problemética mundial.

Face ao exposto, este trabalho pretende verificar se a utilizacdo das cianobacérias
cosmopolitas Microcystis aeruginosa e Cylindrospermopsis raciborskii na biorremediagédo

de corantes é viavel.

2. Materiais e métodos

2.1 Cultivo das cianobactérias

As duas espécies de cianobactérias Microcystis aeruginosa (Kutzing) e
Cylindrospermopsis raciborskii foram isoladas do reservatorio de Barra Bonita (Barra
Bonita - Sdo Paulo) e mantidas em culturas axénicas na colecéo de culturas de microalgas
de agua doce do Laboratério de Ficologia, Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Séo Carlos (WDCM: UFSCar CC 835). Para realizacdo dos testes as cepas foram
cultivadas em meio WC (Guillard e Lorenzen, 1972), pH 7, em frascos de 500 mL seguindo-
se as recomendagdes de ABNT NBR 12648 (2011), conforme Figura 3. O crescimento

celular foi analisado por contagem em camaras de Neubauer.
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Figura 3. Imagem dos cultivos de Cylindrospermopsis raciborskii (esquerda) e Microcystis

aeruginosa (direita).
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Fonte: Acervo pessoal.

2.2 Analise do crescimento celular das cianobactérias expostas aos padrdes

puros dos corantes em contato direto

Para a andlise do crescimento celular da cianobactéria em contato direto com o0s
corantes puros foram realizados ensaios utilizando-se soluc¢des de 500 mg/L do corante téxtil
sintético indigo blue pureza 95% (Sigma Aldrich®) e do azo corante téxtil tartrazina (padréo
puro 100% - cedido pela empresa Dynatech®) que foram mantidos em frascos de cultura
celular de 40 mL. Em virtude da insolubilidade do corante indigo blue uma solucéo estoque
do corante foi preparada; em um frasco de vidro de 1000 mL, no qual foram adicionados
0,575 mg do corante, 1,5 mg de ditionito de sddio e 500 mL de meio WC pH 9 (ajustado
com solucdo de Hidroxido de Soédio 0,1 N). O frasco foi autoclavado a 121°C por 15 min,
adaptando-se as metodologias de Manu e Chauhari (2003) e Meksi et al. (2012) para que o
corante fosse reduzido a sua forma leucoindigo (soltvel) em solugdo basica.

Cada tratamento foi feito em triplicata com trés repeti¢cGes sendo: controle (apenas
40 mL de meio WC + indculo), corante indigo blue e corante tartrazina. Inoculou-se
separadamente em cada frasco, em camara de fluxo laminar, a concentragdo inicial de 3 x
103 cél/mL de cada cultura, sendo os frascos mantidos na temperatura de 23 + 1 °C, com
iluminagdo constante de aproximadamente 10® umol fétons (Quantameter QSL-100,
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Biospherical Instruments) sobre uma caixa de luz por 7 dias (Figura 4). A cada 24h agitou-
se cada frasco e inverteram-se as posi¢cOes. Amostras para contagem foram retiradas no

seguintes intervalos de tempo: 24, 72, 120 e 168 horas.

Figura 4. Imagem dos ensaios com os padrdes puros dos corantes por meio de contato direto
e indireto (sobreposicdo). Frascos dipostos sobre uma caixa de luz com o corante amarelo

tartrazina, indigo blue e grupos controles (transparentes).

Fonte: Acervo pessoal.

2.3 Auvaliagéo da influéncia da coloragédo dos corantes no crescimento celular

em contato indireto

A fim de avaliar a influéncia da coloracdo dos efluentes téxteis no processo de
fotossintese e consequente crescimento celular, foram também realizados ensaios sem o
contato direto com os corantes. Para isso, em frascos para cultivo de células de 40 mL, foram
adicionados separadamente os corantes previamente dissolvidos na concentracdo de 500
mg/L. Estes frascos foram sobrepostos por outros frascos contendo meio WC e o inéculo
de cada cianobactéria, conforme Figura 5. Seguiram-se 0s mesmos procedimentos descritos

no item 2.2.

30



Figura 5. Desenho experimental da avaliacdo do crescimento celular das culturas de

cianobactérias aos padrdes puros dos corantes de forma indireta (contato indireto).
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2.4 Caracterizacdo dos padrdes puros dos corantes

A determinacdo de metais se deu por espectrometria de emissédo de plasma: método
de plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) segundo método 3120B (APHA, 2012). As
amostras foram preparadas de acordo com a EPA US 3010A (1992).

Seguindo as recomendacdes de Standard Methods for the examination of water and
wastewater (APHA, 2012) foram determinados a DBO através do método 5210 B, DQO de
acordo com o método 5220 D, e as concentracdes de Nitrogénio total por meio do método
4500 A, nitrato conforme método 4110 B e nitrito pelo método 4500 B.

2.5 Tratamento estatistico

ApOs os testes de biorremediacdo e toxicidade, os resultados foram analisados
estatisticamente atraves do teste de Mann-Whitney para comparar as diferengas nas médias
das curvas de crescimento das cianobactérias, ambos usando o software Toxstat 3.5 (WEST
e GULLEY, 1995).
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3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacdo quimica dos padrdes puros de corantes

Na concentragdo de 500 mg/L do padréo puro de Tartrazina observou-se grande
quantidade de sodio e nitrogénio, além de potéssio e fosforo (Tabela 2). Por se tratar de um
azocorante a maior concentracdo de nitrogénio ja era esperada. Com relacéo ao padréo puro
de Indigo a concentracdo de 100 mg/L, maior concentracio a qual permitiu a realizacio dos
métodos de quantificacdo colorimétricos, o nitrogénio, sédio e potassio, respectivamente,

destacaram-se.

Tabela 2. Resultados das anélises de metais, nitrogénio total, nitrato e nitrito dos padrdes
puros dos corantes. (LQ — Limite de quantificaco).

Parametros (mg/L) LQ Sggr?:%/zl?nie 100”%%'5 de
Aluminio 0,01 0,0160 0,0210
Antimodnio 0,005 < 0,005 < 0,005
Arsénio 0,01 <0,01 <0,01
Bario 0,01 <0,01 <0,01
Berilio 0,01 <0,01 <0,01
Bismuto 0,01 <0,01 <0,01
Boro 0,01 <0,01 <0,01
Cadmio 0,001 <0,001 <0,001
Calcio 0,5 <0,5 <0,5
Chumbo 0,01 <0,01 <0,01
Cobalto 0,01 <0,01 <0,01
Cobre 0,005 <0,005 <0,005
Cromo 0,01 <0,01 <0,01
Estanho 0,01 <0,01 <0,01
Estroncio 0,01 0,0134 <0,01
Ferro 0,01 0,0710 0,0310
Fésforo 0,01 0,460 <0,01
Litio 0,01 <0,01 <0,01
Magnésio 0,5 <0,5 <0,5
Manganés 0,01 <0,01 <0,01
Molibdénio 0,01 <0,01 <0,01
Niquel 0,01 <0,01 <0,01
Potassio 0,5 1,22 0,982
Continua ...
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Prata 0,01 <0,01 <0,01

Selénio 0,008 <0,008 <0,008
Saédio 0,5 63,6 1,30

Talio 0,01 <0,01 <0,01
Titanio 0,01 <0,01 <0,01
Uranio 0,01 <0,01 <0,01
Vanadio 0,01 <0,01 <0,01
Zinco 0,01 <0,01 <0,01
Nitrogénio Total 1 24,8 2,61

Nitrato (como N) 0,1-50 <50 <0,1

Nitrito (como N) 0,02-10 <10 <0,002

3.2 Analise do crescimento celular das cianobactérias expostas aos padrdes

puros dos corantes

Ap6s 120h de crescimento, com o padréo puro da tartrazina observou-se 14,9 x 10*
+ 190 cél.mL* em contato direto, uma maior quantidade de células quando comparado ao
grupo controle com 12,2 x 10* + 93 cél.mL™t. Mas em contato indireto com o corante houve
menor crescimento, 7,78 x 10* + 2410 cél.mL* com diferenca significativa em relagio ao
mesmo grupo controle (p<0,05; Figura 6). Tal resultado leva a crer que a acentuada cor do
corante tartrazina inibiu o crescimento celular, porém em contato direto ocorreu o inverso
provavelmente devido a acentuada presenca de nitrogénio (24,8 mg/L — Tabela 2), o qual
favorece o crescimento da M. aeruginosa (PAERL e OTTEN, 2013).

O crescimento celular quando exposta ao padrao puro do indigo blue foi reduzido
tanto de forma direta quanto indireta (Figura 6). Com 120h de exposi¢do em contato direto,
0 padréo puro de indigo blue inibiu completamente o crescimento celular, mas em contato
indireto resultou em 1,91 x 10* + 1000 cél.mL™?, diferindo significativamente do grupo
controle (12,2 x 10* + 93 cél.mL™?). Porém, Dellamatrice et al. (2017) relataram 91% de
remogdo do corante indigo na concentragdo de 200 mg.mL? por outra espécie de
cianobactéria, Phormidium valderianum, ap6s 14 dias de incubacdo, no entanto os autores
ndo relataram a concentracdo de células no indculo inicial e se houve a solubilizacdo do
corante antes dos testes, uma vez que o corante quando solubilizado apresenta acentuado

escurecimento da solucao.
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Figura 6. Curvas de crescimento da M. aeruginosa expostas de forma direta e indireta

aos corantes, construidas através das medias ao longo de 168h.
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J& a cianobactéria C. raciborskii exposta a tartrazina apresentou menor crescimento
em comparagio ao grupo controle, apos 168h de crescimento, observou-se 7,17 x 10° + 409
cél.mL™ em contato direto e 4,03 x 10% + 687 cél.mL™* em contato indireto (Figura 7), ambos
diferindo significativamente do controle (1,15 x 10* + 1160 cél.mL™).

Com relacdo ao indigo blue, o crescimento celular ap6s 72h foi acentuadamente
reduzido em contato direto e indireto, resultando em total inibicdo do crescimento apds 168h,
conforme exposto na Figura 7.

Pode-se observar que a cianobactéria filamentosa C. raciborskii também se
desenvolveu melhor com o corante amarelo, mas ndo foi tdo bem-sucedida quanto a M.
aeruginosa. Ambas as espécies cresceram melhor quando expostas diretamente a tartrazina,
comportamento que permitiu concluir que a forte cor amarela do corante interferiu no
positivamente no desenvolvimento das cianobactérias, provavelmente afetando o processo
de fotossintese ou a maior presenca de nitrogénio estimulou o crescimento.

Nenhum dos padrbes puros dos corantes apresentou visualmente descoloracédo, ao
contrario do relatado por Parikh e Madamwar (2005), que mesmo tendo observado que a
sintese de clorofila-a pelas cianobactérias Gloeocapsa pleurocapsoides, Phormidium
ceylanicum e Chroococcus minutus foi fortemente inibida pelos corantes azo ciclicos,

constataram degradacao dos corantes por espectroscopia visivel.
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Figura 7. Curvas de crescimento da C. raciborskii expostas de forma direta e indireta

aos corantes, construidas através das medias ao longo de 168h.
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4. Conclusao

O crescimento da cianobactéria M. aeruginosa foi estimulado em contato direto com
0 padrdo puro do corante tartrazina. Em contato indireto houve crescimento em menor
proporcdo, o que permitiu concluir que a coloracdo amarelada influenciou de maneira
negativa o processo fotossintético. Ja o corante indigo blue comprometeu o crescimento
celular tanto em contato direto quanto indireto com a cianobactéria.

A cianobactéria C. raciborskii também foi capaz de se desenvolver em contato direto e
indireto com a tartrazina, mas seu crescimento também foi acentuadamente inibido pelo
indigo blue.

Conclui-se portanto que apesar das duas espécies de cianobactérias apresentarem
potencial de desenvolver-se na presenca do corante amarelo tartrazina a espécie M.
aeruginosa demonstrou melhor capacidade para crescer em elevadas concentracdes do

corante (500 mg.L™?) e talvez em uma exposicdo mais prolongada degradar cor.
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CAPITULO Il

VIABILIDADE NA REDUCAO DA COLORACAO DE DIFERENTES
EFLUENTES TEXTEIS POR MICROCYSTIS AERUGINOSA
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CAPITULO 111

Viabilidade na reducido da coloraciao de diferentes efluentes téxteis por

Microcystis aeruginosa

1. Introducéao

Os efluentes domésticos e industriais sdo compostos por microorganismos,
contaminantes organicos e inorganicos, naturais ou sintéticos, com destaque para 0S
patdgenos, potencialmente nocivos a salde humana. A contaminacdo ambiental por
efluentes industriais resulta do processamento de matérias-primas com geracdo de
subprodutos que, muitas vezes, apresentam alta complexidade e ecotoxicidade. Esses
residuos podem persistir em ambientes aquaticos, o0 que prejudica a viabilidade dos
organismos em curto ou longo prazo, considerando as concentracdes de contaminantes
liberados e o tempo de exposicao da biota a eles (Merten e Minela, 2002; Silva e Fracacio,
2021).

Na economia brasileira, o setor téxtil é de grande importancia, pois é um forte
gerador de empregos, com grande volume de producdo e exportacdes crescentes (Lopes
Fujita e Jorente, 2015). Nesse sentido, o setor téxtil se destaca pelo problema da falta de
tratamento de seus efluentes (gerados em grandes volumes), 0 que pode ocasionar sérios
problemas de contaminacdo ambiental (Kunz et al., 2002). Em particular, destacam-se 0s
corantes utilizados no tingimento de fibras téxteis, geralmente resistentes ao tratamento
bioldgico, o que implica necessariamente na liberacdo de residuos liquidos altamente
coloridos. Nestes efluentes também existem auxiliares quimicos que dificultam o tratamento.
Estima-se que aproximadamente 20 - 30% da carga de corante é liberada nos residuos de
corante durante o processamento téxtil (Silva et al., 2012; S6zen et al., 2020).

A literatura relata os efeitos potencialmente tdxicos, citotoxicos, genotdxicos,
mutagénicos e carcinogénicos em diferentes organismos quando expostos a corantes, além
de ser uma fonte de poluicdo visual, que acaba comprometendo a penetracdo da luz e
consequentemente a fotossintese da biota aquatica (Novotny et al., 2006; Jadhav et al., 2011;
Ventura-Camargo e Marin-Morales, 2013). A reducéo da toxicidade é relevante uma vez que

corantes sintéticos e outros componentes quimicos podem causar efeitos deletérios tanto no
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comprometimento do sistema locomotor de larvas de D. rerio (Abe et al., 2017) e alteracgdes
bioguimicas em embrifes (Meireles et al., 2018 )

De acordo com Pagga e Taeger (1994), nas estacGes de tratamento aerdbico
convencionais de esgoto, a maioria dos corantes azo ndo sdo degradados pelas bactérias e,
portanto, cerca de 40 a 80% dos corantes adsorvem fisicamente ao lodo de esgoto.

A industria téxtil costuma utilizar o processo de lodo ativado para remover os altos
niveis de DQO nos efluentes, porém, ele sozinho ndo consegue lidar com o tratamento de
residuos altamente coloridos (Holkar et al., 2016; Sozen et al., 2020). No entanto, a
necessidade atual ndo exige apenas tecnologias para remogdo de cor, mas que também
envolve produzir agua reutilizdvel, mineralizar compostos aromaticos ou recuperar 0s
corantes, remover toxicidade, ndo produzir lodo téxico ou possivelmente ndo produzir lodo
(Holkar et al., 2016).

Os métodos de tratamento convencionais (combinacéo aerébio-anaerébio) podem
descolorir bastante uma grande variedade de tipos de corantes, com uma porcentagem de
remocao de mais de 76%. Estes sdo métodos baratos, sem formacdo de espuma, mas nao
eliminam todas as particulas de corante, tém a formac&o de metano e o sulfeto de hidrogénio
como subprodutos, sdo métodos inflexiveis, exigem grande area de terra, produzem lodo e
demoram muito (Katheresan et al., 2018).

Portanto, a degradacdo desses corantes torna-se imprescindivel e, dentre os
possiveis tratamentos, a biorremediacdo é definida como um processo natural no qual
microrganismos sdo utilizados para desintoxicar ou remover poluentes, sendo um método
promissor na remocao e degradacao de diversos poluentes ambientais, como o 6leo, corantes,
inseticidas e herbicidas (Raghukumar et al., 2001; Forlani et al., 2008; Koul e Fulekar, 2013;
Dellamatrice et al., 2017).

A capacidade das cianobactérias para degradar corantes ja foi inUmeras vezes
reportada, e varios estudos realizados ao longo tempo (Jingi e Houtian, 1992; Kalavathi et
al., 2001; Shah et al., 2001; Vijayakumar e Manoharan, 2012; Henciya et al., 2013;
Dellamatrice et al., 2017).

Por ser um processo natural no qual os microorganismos utilizam em seus
metabolismos 0s compostos poluentes como fontes de carbono, transformando-os em
substancias de pouca ou nenhuma toxicidade pois resultam em gas carbonico, agua,
biomassa e sais minerais, a biorremediacdo com cianobactérias oferece uma melhor solucéo
de tratamento em relacdo aos métodos convencionais, 0 que reduz ainda mais o impacto

ambiental devido a sua capacidade de utilizar CO>, além de se mostrar mais econémica em
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comparagdo ao uso de outros grupos de microrganismos ( Idi et al., 2015). Assim, levando
em consideracao os beneficios econbmicos e ambientais, apesar das possiveis cianotoxinas
geradas, as cianobactérias podem ser uma alternativa na biorremediacdo de corantes téxteis.

Espécies de cianobactérias, como género Oscillatoria, Plectonema terebrans,
Phormidium tenue e Microcystis aeruginosa desenvolvidas comumente em ambientes
aquaticos, demonstram potencial para biorremediacdo de efluente de fabrica de papel, em
derramamentos de 6leo (Raghukumar et al., 2001; Cohen, 2002; Burger et al. , 2022) e
efluente da industria de tingimento (Vijayakumar e Manoharan, 2012).

Dentre as cianobactérias dominantes no Brasil, destaca-se 0 género Microcystis
(Soares et al., 2013), cujas proliferagcdes sdo identificadas em praticamente todos os lugares
(Zurawell et al., 2005; Harke et al., 2016). Por sua vez, Microcystis aeruginosa é
frequentemente relatada na Asia tropical, Africa, América do Sul e Central (Mowe et al.,
2015).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de descoloragéo de
diferentes efluentes téxteis por uma espécie de cianobactéria resistente e dominante em
diversos ecossistemas e ainda ndo relatada na literatura para esse fim, Microcystis
aeruginosa. Foi utilizada uma abordagem adicional dos efeitos toxicos dessas cianobactérias
sobre a sobrevivéncia de larvas de Danio rerio expostas a testes ecotoxicoldgicos, antes e

apos o tratamento realizado.

2. Materiais e métodos

2.1 Caracterizacdo quimica dos efluentes téxteis brutos

Os efluentes téxteis foram coletados de uma fabrica de jeans (Municipio de
Araguari - Minas Gerais) e uma fabrica de tapetes (municipio de Sdo Carlos - Sdo Paulo). A
determinacédo dos metais foi realizada por espectrometria de emissdo de plasma: método de
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) de acordo com o0 método 3120B (APHA, 2012).
As amostras foram preparadas de acordo com EPA US 3010A (1992). Seguindo as
recomendagdes dos Métodos Padrdo para o exame de &gua e esgoto (APHA, 2012), a
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) foi determinada usando o método 5210 B,
Demanda Quimica de Oxigénio (COD) de acordo com o método 5220 D, e as concentracdes
de nitrogénio total usando o método 4500 A, nitrato usando o método 4110 B e nitrito usando
0 método 4500 B.
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2.2 Cultivo das cianobactérias

A espécie de cianobactéria Microcystis aeruginosa (Kitzing) foi isolada do
reservatorio de Barra Bonita (S&o Paulo - Brasil) e é mantida em cultura axénica na coleta
de culturas de microalgas de &gua doce do Laboratdrio de Ficologia do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de S&o Paulo Carlos (WDCM: UFSCar CC 835). Para 0s
testes, a cepa foi cultivada em meio WC (Guillard e Lorenzen, 1972), pH 7, em frascos de
500 mL seguindo as recomendacOes de temperatura e luz da ABNT NBR 12648 (2011). A
contagem das células foi realizada pelo método descrito por Uterméhl (1958), em camaras
de sedimentacdo de 2 a 10 mL, dependendo da densidade celular, e microscopio invertido
Zeiss (Axiovert 40C). Para realizar a contagem de células durante os experimentos com 0s
efluentes de biorremediacdo, foi necessario diluir as amostras com meio WC, devido a
coloracgéo e excesso de material particulado, sendo posteriormente corrigido pelo fator de

diluicdo.

2.3 Biorremediacao

Os experimentos de biorremediacdo foram realizados em frascos de vidro com
capacidade de 1,5 L com amostras de efluentes brutos (100%) e diluidos em 50% com agua
ultrapura para reduzir a possivel toxicidade dos efluentes sobre as cianobactérias. Em um
volume de 1 L, 50 mL da cultura de Microcystis aeruginosa foram inoculados
separadamente, indculo com 8,64 x 10° + 93 cel / mL em cada condic&o experimental citada
acima. Paralelamente, foram mantidos frascos contendo apenas os efluentes para avaliacdo
da degradacdo sem as cianobactérias. Os experimentos foram mantidos a temperatura de 25
+ 2 °C, 12 horas de luz (600 lux) e com aeragéo constante, como ilustrado na Figura 8.

A descoloracdo foi avaliada por espectrofotometria na regido do UV-visivel
(espectrofotémetro Hach modelo DR3900) a cada 48 horas durante 25 dias, com base nos
tempos de biorremediagdo relatados por Parikh e Madamwar (2005) e Vijayakumar e
Manoharan (2012), sendo 26 e 30 dias de duragdo, respectivamente. Os comprimentos de
onda utilizados foram de 425 nm para o efluente da fabrica de tapetes e 667 nm para o

efluente da fabrica de jeans, por serem a banda com maior absorbancia de cada uma.
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Figura 8. Imagens dos testes em andamento com os efluentes da Fabrica de calca jeans
(acima) e da Fabrica de tapetes (abaixo).

Fonte: Acervo pessoal

2.4 Ensaios ecotoxicoldgicos antes e ap0s a biorremediacéo

Os testes foram realizados expondo larvas de Danio rerio, seguindo as
recomendacdes da ABNT NBR 15499 (2016), onde sdo preparadas 4 réplicas, utilizando 10
larvas por réplica, com idade entre 0 a 24 horas de vida, as quais foram expostas as solu¢des
teste por 168 horas, sendo a sobrevivéncia avaliada. Os parametros dureza, condutividade,
pH e oxigénio dissolvido (OD) foram monitorados diariamente, sendo a solugdo teste
renovada a cada 48 horas.

Nos testes com efluentes brutos, foram estabelecidas 6 concentragdes de teste, com
100; 75; 50; 25; 12.5; 6.25, diluido em agua de cultura (dgua de abastecimento filtrada em
carvéo ativado e reconstituida sob 44 mg CaCOs/L), mais o controle. Os resultados foram
expressos em CL15 (concentracdo nominal do agente quimico que causa letalidade para 15%
das larvas, em 168 horas de exposic¢do). O valor crénico estimado (VCest; 168h), definido
como a concentracdo nominal do agente quimico que ndo tem efeito significativo na
sobrevivéncia e crescimento larval, em 168 horas de exposi¢éo, foi calculado multiplicando
0 CL(1)15;168h pelo fator de correcéo 0,3 (ABNT, 2016). Segundo Bertoletti (2009), em
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ensaios crénicos de curto prazo com ciprinideos, a multiplicacéo pelo fator 0,3 é apropriada
para extrapolar os efeitos no crescimento com base na sobrevivéncia das larvas de Danio
rerio.

Ja para os efluentes biorremediados, ndo houve diluicdo para confirmar a reducéo
da ecotoxicidade, os resultados de sobrevivéncia foram calculados em relacdo ao grupo

controle (somente com agua de cultivo).

2.5 Tratamento estatistico

O calculo da CL(1)15;168h dos efluentes brutos foi realizado por meio do método
de Interpolacdo Linear, utilizando-se o programa estatistico ICPIN (Norberg-King, 1993). E
através do teste Exato de Fisher, no software Toxstat 3.5 (West e Gulley, 1995), foram

avaliadas as significancias dos resultados de sobrevivéncia.

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao quimica do efluentes brutos

O efluente da fabrica de jeans apresentou concentracdo acentuada de sodio (977
mg/L), com destaque para as concentracdes de Potassio>Fdsforo> Silicio> Calcio (Tabela
3). No efluente da fabrica de tapetes, a concentracdo de sédio foi 30 vezes menor, com
destaque para Silicio>Calcio> Potassio> Fosforo (Tabela 4). Efluentes téxteis apresentam
alta salinidade (Amaral et al., 2014), devido a presenca de diversos sais, principalmente
Cloreto de Sodio utilizado para fixar corantes em fibras téxteis (Manu e Chauhari, 2003;
Ogugbue et al., 2011).

Existem relatos da presenca de diversos metais como Zinco, Chumbo, Cadmio,
Niquel, Cobalto, Ferro, Cromo e Cobre em efluentes téxteis, mas em concentragdes muito
diversas (Imtiazuddin et al., 2012; Joshi e Santani, 2012; Manekar et al., 2014). Esses metais
vém de corantes e aditivos usados, por exemplo, sais, soda caustica e carbonato de sodio
(Yaseen e Scholz, 2019).
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Tabela 3. Resultados das analises de metais, nitrogénio total, nitrato, nitrito, DBO e DQO

dos efluentes brutos (LQ — Limite de quantificacao).

A Fabrica de Fabrica de
Parametros (mg/L) LQ jeans tapetes CL(1)15;168nh*
Aluminio 0,01 1,73 0,150 -
Antimonio 0,005 <0,005 0,263 -
Arsénio 0,01 <0,01 0,0192 -
Bario 0,01 0,023 0,0479 -
Berilio 0,01 <0,01 <0,01 -
Bismuto 0,01 <0,01 <0,01 -
Boro 0,01 0,058 0,0112 -
Cadmio 0,001 < 0,001 < 0,001 0,054
Calcio 0,5 6,48 13,6 -
Chumbo 0,01 <0,01 <0,01 -
Cobalto 0,01 <0,01 <0,01 -
Cobre 0,005 0,0300 0,0474 0,030
Cromo 0,01 <0,01 <0,01 9,7
Estanho 0,01 <0,01 <0,01 -
Estréncio 0,01 0,103 0,0638 -
Ferro 0,01 0,737 0,657 -
Fésforo 0,01 9,04 3,29 -
Litio 0,01 <0,01 0,0835 -
Magnésio 0,5 1,96 1,96 -
Manganés 0,01 1,32 0,0885 -
Molibdénio 0,01 <0,01 <0,01 -
Niquel 0,01 <0,01 <0,01 5,9
Potassio 0,5 9,27 8,39 -
Prata 0,01 <0,01 <0,01 0,021
Selénio 0,008 <0,008 <0,008 -
Silicio 0,5 7,52 13,8 -
Sadio 0,5 977 30,9 2
Talio 0,01 <0,01 <0,01 -
Titanio 0,01 <0,01 <0,01 -
Uranio 0,01 <0,01 <0,01 -
Vanadio 0,01 <0,01 <0,01 -
Zinco 0,01 0,248 0,183 3,6
Nitrogénio Total 1 6,46 2,27 0,84
Nitrato (como N) 5 <5 <5 -
Nitrito (como N) 0,2 0,81 <0,2 -
DBO 90 138 488 -
DQO 100 550 1240 -

* Bertoletti (2009); - Valores ndo reportados na literatura.
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A quantidade de nitrogénio total no efluente da fabrica de jeans foi maior (6,46
mg/L) do que no efluente da fabrica de tapetes (2,27 mg/L), conforme mostrado na Tabela
3. O contrario ocorre com DBO e DQO cujas maiores concentracdes foram obtidas no
efluente da fabrica de tapetes (Tabela 3).

De acordo com Yaseen e Scholz (2019), existe uma grande variedade de fabricas
téxteis o que torna dificil estimar faixas com concentragdes tipicas para pardmetros como

metais, nutrientes, compostos organicos e inorganicos.

3.2 Biorremediacdo dos efluentes téxteis

O efluente da fabrica de jeans apresentava visualmente uma cor azul intensa, o que
pode ser atribuido a presenca dos corantes indigo. Em relacdo a remocéo dessa cor ao longo
de 25 dias, no efluente da fabrica de jeans apenas aerado, foi encontrado 73,6% na remoc¢éo
da cor, enquanto o efluente com M. aeruginosa apresentou apenas 48% de descoloragédo
(Figura 9). A formacdo de precipitados foi observada em ambos 0s tratamentos,
provavelmente uma fracdo dos corantes indigo presentes retornou a sua forma insolavel
original. Segundo Manu e Chauhari (2003), os corantes tornam-se solUveis apos sua redugédo
em solucéo alcalina.

Dellamatrice et al. (2017) relataram remocdo de 91% do corante indigo por outra
espécie de cianobactéria, Phormidium valderianum, apos 14 dias de incubacdo. Mas 0s
autores ndo mencionam a forma insoltvel do corante.

Porém, é importante destacar que o presente trabalho utilizou efluentes gerados
apo6s o processo de fabricacdo. E, portanto, uma matriz muito mais complexa do que o
corante indigo como Unico ingrediente ativo. E ratificando isso, Dellamatrice et al. (2017)
apos um menor tempo de biorremediacdo do efluente téxtil, 14 dias de tratamento, obteve

23,8% de descoloracdo com Anabaena sp. e 28,4% com Phormidium sp.
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Figura 9. Efluente bruto da fabrica de jeans (padrdo de referéncia) ao centro, a direita o
efluente somente aerado e a esquerda o efluente com M. aeruginosa apds 25 dias de

tratamento.

Fonte: Acervo pessoal

Em relacdo ao efluente da fabrica de carpetes, cuja cor visual era amarela devido a
presenca do azo corante tartrazina (comunicacdo pessoal na fabrica de carpetes), a taxa de
remocao dessa cor ao longo de 25 dias para o efluente aerado foi de apenas 34,6% e 43,5%
no efluente com M. aeruginosa (Figura 10). Ndo foi possivel associar a descoloracéo e
reducdo da toxicidade por M. aeruginosa, uma vez que os efluentes brutos aerados por 25
dias também estavam descoloridos. Provavelmente devido a fotodegradacdo do efluente da
fabrica de tapetes e precipitacdo dos corantes indigo presentes no efluente da fabrica de
jeans.

A eficiéncia na remocdo da cor dos efluentes avaliados neste estudo foi menor
quando comparada a relatada na literatura para diferentes corantes puros, conforme Shah et
al. (2001) observaram que a cianobactéria Phormidium valderianum foi capaz de atingir 90%

de eficiéncia na descoloracao dos corantes Acid Red, Acid Red 119 e Direct Black 155.
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Figura 10. Efluente bruto da fabrica de tapetes (padréo de referéncia) ao centro, a esquerda
o efluente somente aerado e a direita o efluente com M. aeruginosa ap6s 25 de dias de

tratamento.

Fonte: Acervo pessoal.

Kalavathi et al. (2001) afirmam que o mecanismo de remocao de cor é devido a
produgdo de oxigénio molecular, anions hidroxila e peroxido de hidrogénio durante a
fotossintese. O uso de cianobactérias na degradacdo ou acimulo de compostos xenobidticos
tem sido frequentemente relatado, por exemplo, na remocdo de metais potencialmente
toxicos (Cd, Mn, Cr e Ni) e corantes (Asthana et al., 1995; Khattar et al., 1999; Matsunaga
et al., 1999; Mohamed, 2001; Dellamatrice et al., 2017).

A concentragdo inicial de M. aeruginosa nos efluentes foi de 4,1 X 102 células/mL,
apos 25 dias houve uma reducdo acentuada dessa concentracao de células, no efluente da
fabrica de jeans havia 1,32 X 102 células/mL e na fabrica de tapetes 2,47 X 102 células/mL.
Os efluentes foram toxicos para M. aeruginosa devido a reducdo na concentragdo de células
inoculadas, apesar de varios estudos relatarem a capacidade das cianobactérias de crescer
em efluentes farmacéuticos, téxteis e industriais (Vijayakumar et al., 2005; Dubey et al.,
2011; Burger et al., 2022), de pesticidas (El-Bestawy et al., 2007) e em efluentes de curtume
(Nanda et al., 2010).

O género Microcystis depende dos macronutrientes N e P para seu crescimento, portanto
as concentragdes tanto de nutrientes quanto de outros metais nos efluentes do presente estudo
(Tabela 3) tendem a favorecer seu desenvolvimento. Paerl e Otten (2013) relacionam cargas
excessivas de N ao aumento da dominancia e expansdo geografica de géneros de
cianobactérias ndo fixadoras de N2, especificamente aquelas do género Microcystis. A

quantidade de nitrogénio total no efluente da fabrica de jeans foi maior (6,46 mg.L™?) do que
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no efluente da fabrica de carpetes (2,27 mg.L™?), de acordo com a Tabela 2. Em virtude disso,
cabe ressaltar que nem todo microrganismo serd eficiente para biorremediar e crescer em
qualquer efluente téxtil devido as suas exigéncias metabolicas. Portanto, mesmo sendo
capazes de proliferar em condi¢de adversas as cianobactérias podem ndo adaptar-se aos
diversos de efluentes gerados. Corroborando os dados de biorremediacgao obtidos na presente
pesquisa, na qual constatou-se o crescimento celular de M. aeruginosa em contato direto
com 0 corante tartrazina, no entanto o mesmo comportamento ndo foi observado nos
efluentes da Fabrica de tapetes também compostos pelo mesmo corante.

O fésforo também pode garantir a manutencgdo das células, ja que este género pode
persistir mesmo em condigdes limitantes de nitrogénio. De acordo com Paerl et al. (2014)
mesmo sob condicdes limitadas de N e N + P, 0 género Microcystis manteve sua dominancia
sobre os demais géneros analisados em um lago hipertréfico na China.

Nesse aspecto, a redugdo no numero de células provavelmente ndo esta relacionada
as concentracdes de nitrogénio e fosforo nos efluentes brutos, talvez esteja ligada ao fato da
transparéncia reduzida e consequente reducdo na passagem de luz, embora esta espécie possa
mover através da coluna de agua. A auséncia de proliferacdo em efluentes altamente
coloridos de fabricas de papel também foi associada a limitacdo da penetracdo da luz na
coluna d'agua e a restricdo da capacidade fotossintética (Mahmood e Paice, 2006; Burger et
al., 2022).

Polyak et al. (2013) observaram toxicidade e inibicdo do crescimento de duas cepas
de Microcystis aeruginosa com 50 pg/L de cobre e 250 ug/L de zinco. No presente estudo,
as concentracBes de cobre detectadas também podem ter contribuido para a reducdo do
namero de células, 30 - 47,4 pg/L de cobre, para a fabrica de jeans e fabrica de tapetes,
respectivamente. Outra hipotese é que o0 excesso de sddio em ambos os efluentes ou a propria

interacdo dos metais pode prejudicar o crescimento, reduzindo o metabolismo.

3.3 Testes ecotoxicoldgicos antes e apds a biorremediacao

Testes de letalidade com larvas para o efluente da fabrica de jeans resultaram em
CL(1)15;168h =7,19% e VCest;168h = 2,16 (v/v) do efluente bruto e, portanto, um potencial
marcado para toxicidade tanto na sobrevivéncia quanto no crescimento do organismo.
Observou-se que 25; 50; 75 e 100% da fabrica de jeans é efluente bruto que causou 100%

de mortalidade em menos de 48 horas de exposi¢cdo. Da mesma forma, o efluente bruto da

47



fabrica de carpetes indicou CL(1)15;168h =11,88% e VVCest;168h = 3,56% do efluente bruto.
Vale ressaltar que as concentracdes de cobre, nitrogénio e principalmente sédio no efluente
bruto ultrapassaram os valores de CL15 (Cobre, Sédio e Nitrogénio) para as larvas e,
portanto, por si s, apresentam potencial ecotoxico. A CL15 e o CVest obtidos neste estudo
para ambos os efluentes ratificam a ecotoxicidade potencial de efluentes téxteis ndo tratados
para a biota aquatica.

Ap0s 25 dias de testes, o efluente da fabrica de jeans apenas aerado nao apresentou
toxicidade as larvas, com sobrevivéncia de 80% dos organismos expostos (Tabela 4). No
efluente com M. aeruginosa, apesar da sobrevivéncia de 70% das larvas, houve diferenca
significativa em relagdo ao controle.

Em relacdo ao efluente da fabrica de tapetes, a toxicidade persistiu, pois apenas
60% das larvas sobreviveram tanto no efluente aerado quanto com M. aeruginosa, diferindo
significativamente quando comparado ao grupo controle conforme mostrado na tabela 2. O
efluente diluido em 50%, apresentou 80% de sobrevivéncia das larvas para efluente aerado
e 90% para M. aeruginosa (Tabela 4).

Dellamatrice et al. (2017) observaram uma reducdo na toxicidade dos efluentes
téxteis, menos alteragdes morfoldgicas nos organismos Hydra attenuata, induzidas por trés
cepas de cianobactérias, concluindo que foram capazes de reduzir a carga poluente do
efluente. Esses resultados sdo corroborados por Vijayakumar et al. (2005) que observaram
ndo so a descoloracdo de efluentes de uma industria de tingimento, mas também a remocao
completa de nitritos, fosfatos, além da reducdo de DBO e DQO, apds 30 dias de
biorremediacdo com Oscillatoria brevis.

No entanto, embora o uso de cianobactérias se mostre viadvel, sabe-se que a
cianobactéria em questdo é potencialmente produtora de microcistinas (Ferrdo-Filho e
Kozlowsky-Suzuki, 2011; Moreira et al., 2014; Zastepa et al., 2015). Nesse sentido, €

necessario analisar as possiveis cianotoxinas geradas apds 0 processo.
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Tabela 4. Sobrevivéncia das larvas de Danio rerio expostas por 168h aos aos efluentes apds
25 dias de biorremediacdo com Microcystis aeruginosa (MIC) e aos efluentes somente

aerados.

Efluente Fabrica de Jeans

Controle 100% 100% + MIC  50% + MIC
Sobrevivéncia *
168h(%) 100 80 70 80
pH 849+044 838+041 8,08 + 0,33 813+0,21
Condutividade 15, 001 2784004 4.94 + 0,39 2534037
(mS/cm)
OD(mg/L)  535%013 591071 521+ 0,52 524 +0,19
Efluente Fabrica de Tapetes
Controle 100% 100% + MIC 50% + MIC
Sobrevivéncia * *
168h(%) 100 60 60 90
pH 879+008 816+0,78 7.82+0,17 757 +0,07
Condutividade 156, 001 02104004 0,210 £ 0,03 0,382 + 0,03
(mS/cm)
OD (mg/L)  554%056 5262 0,55 514 + 0,30 537+0,4
*p< 0,05

4. Conclusao

Apo0s os 25 dias de biorremediacdo, nos efluentes diluidos em 50% houve reducdo na
quantidade de células, em comparacdo ao inoculo inicial. A coloracdo do efluente bruto da
fabrica de tapetes, apenas aerado, reduziu a cor em 34,6% e com a presenca das células tal
reducdo foi de 43%. Desta maneira, provavelmente o crescimento celular e metabolismo
ativo, ocorreram em tempo anterior aos 25 dias testados, considerando a maior degradacao
da cor com a presenca de cianobactérias no efluente.

Testes ecotoxicoldgicos com 100% do efluente da fabrica de tapetes revelaram
ecotoxicidade persistente para as larvas, com e sem a presenca de M. aeruginosa. No efluente
de biorremediacdo da fabrica de jeans, houve ecotoxicidade. As cianobactérias nao

aumentaram a ecotoxicidade dos efluentes diluidos em 50%.
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Os efluentes téxteis, devido a sua alta complexidade, ndo sdo facilmente degradaveis e,
no presente estudo, sua descoloracdo ndo foi satisfatoria. A ecotoxicidade foi reduzida
provavelmente devido a degradacédo natural de agentes quimicos. Néao foi possivel associar
descoloracéo e reducéo da ecotoxicidade por M. aeruginosa e tempos menores na analise de
crescimento celular em efluentes devem ser investigados, a fim de melhor avaliar sua

atuacédo biorremediadora em matrizes complexas com corantes.
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CONCLUSAO FINALE

RECOMENDACOES FUTURAS
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CONCLUSAO FINAL E RECOMENDACOES FUTURAS

A presente pesquisa permitiu concluir que apesar de ambas espécies crescerem em
contato com o corante amarelo tartrazina, a Microcystis aeruginosa foi a espécie que
demonstrou maior viabilidade na descoloracdo desse corante téxtil. Tendo apresentado
um acentuado crescimento em contato direto com altas concentrag¢fes do corante amarelo
tartrazina. O corante indigo blue inibiu o crescimento das duas cianobactérias.

Os efluentes téxteis causaram toxicidade para as duas cianobactérias, com marcada
reducdo na concentracdo de células. A descoloracdo dos efluentes ndo foi acentuada. A
presenca das cianobactérias ndo aumentou a ecotoxidade dos efluentes biorremediados
para larvas de D. rerio.

Conclui-se por fim, que a alta complexidade dos efluentes dificulta sua degracao,
uma vez que mesmo supostamente possuindo condigdes para o desenvolvimento da M.
aeruginosa, ndo houve sucesso na descoloracdo e a cepa nédo se desenvolveu durante a
biorremediacéo.

Face ao exposto, seria importante avaliar tempos menores de biorremediacdo, onde
0 metabolismo das cepas pode ser estimulado, outra alternativa seria a manipulagdo do
efluente em favor da viabilidade celular exponencial e a utilizacdo de distintas

concentracdes de indculos.
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