RESSALVA

Atendendo solicitacao da
autora, o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir
de 15/01/2020.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
AYA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

AVAVAY

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO
unesp

o
28 &
Us pg ro

Unesp

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
MICROBIOLOGIA APLICADA

Avaliacao da remocéao de cor e toxicidade de azo corantes pelo
emprego de tratamentos microbioldgicos, adsortivos e processos
oxidativos avancados

Erica Janaina Rodrigues de Almeida

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos
para obtencéo do titulo de Doutora
em Ciéncias Bioldgicas
(Microbiologia Aplicada).

Fevereiro - 2018



Avaliacdo daremocdao de cor e toxicidade de azo corantes pelo emprego
de tratamentos microbioldgicos, adsortivos e processos oxidativos
avancados

ERICA JANAINA RODRIGUES DE ALMEIDA

Orientador: Prof. Dr. Carlos Renato Corso

Co-orientadora: Profa. Dra. Adalgisa Rodrigues de Andrade

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Doutora
em Ciéncias Bioldgicas
(Microbiologia Aplicada).

Rio Claro - SP

Fevereiro - 2018



576 Almeida, Erica Janaina Rodrigues de
Ad47a Avaliag8o daremocao de cor e toxicidade de azo corantes téxteis pelo emprego de
tratamentos microbiol 6gicos, adsortivos e processos oxidativos avancados / Erica Janaina
Rodrigues de Almeida. - Rio Claro, 2018
215f1. :il., figs, gréfs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Carlos Renato Corso
Coorientador: Adalgisa Rodrigues de Andrade

1. Micro-organismos. 2. Azo corantes téxteis. 3. Tratamentos biolégicos. 4. Tratamentos
de oxidagao eletroquimica. 5. Aspergillus terreus. 6. Ensaio microssoma/Salmonella. |.
Titulo.

Ficha Catal ogréfica elaborada pela STATI - Bibliotecada UNESP
Campus de Rio Claro/SP - Ana Paula Santulo C. de Medeiros/ CRB 8/7336




sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5

unesp™

Campus de Rio Claro

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: Biorremediagdo de azo corantes téxteis empregando tratamentos
microbiolégicos e processos oxidativos avangados

AUTORA: ERICA JANAINA RODRIGUES DE ALMEIDA
ORIENTADOR: CARLOS RENATO CORSO
COORIENTADCRA: ADALGISA RODRIGUES DE ANDRADE

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em CIENCIAS
BIOLOGICAS (MICROBIOLOGIA APLICADA), pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. CARLOS RENATO CORSO

Departamwmica e Microbiologia / IB Rio' Claro

Prof. Dr EDERIO DINO BIDOIA
Depar‘(amento de Bioguimica e Mmrob:ologla / IB Rio Claro

\/x ——""_'__-_-“"\--.\_N
Profa. Dra MARIA ARECIDA MARIN MORALES
Departamento de Biologia / IB Rio Claro

Profa. Dra. A ERAMOTO DE CAMARGO
Depto de/B‘ jefel

v

Profa. Dra. A
x / CETESB - Piracicaba-SP

Rio Claro, 15 de janeiro de 2018

Instituto de Biociéncias - CAmpus de Rio Claro -
Av. 24-A no. 1515, 13506800, Rio Clare - Sdo Paulo
CNPJ: 48.031.918/0018-72.



Dedico aos principais responsaveis por eu ter chegado até aqui,
agueles que me apoiaram e me deram seu amor incondicional.
Meus PAIS,

FRANCISCO (in memoriam) e ADINALVA



AGRADECIMENTOS

A concretizacdo desse trabalho so foi possivel porque ao longo desses 10 anos
em que ingressei na vida académica universitaria tive a sorte de encontrar pelo
caminho pessoas maravilhosas (algumas nem tanto, mas essas nos ensinam a néo
ser como elas) que me ajudaram a tornar a mulher e profissional que hoje sou.Aos
meus pais Francisco (in memoriam - onde estiver, sei que sempre olha por mim) e
Adinalva, pelo amor e apoio incondicional em todos os momentos, tenham sido eles
bons ou ruins. Aos meus irmaos Camila, Gui e minha irma do coracgéo Tici, obrigada

por iluminar meus dias, me dar motivos para sorrir e encher meu coracao de alegria.

Ao Professor Corso, a quem devo a realizacdo desse trabalho, pois sem o
senhor nada disso poderia ter sido concretizado. Obrigada Professor pela confianca,
pela paciéncia, pelos conselhos, por acreditar em mim e me apoiar. Mestre e amigo
gue nao faltou comigo em nenhum momento. Quem eu tive o prazer de conhecer e

tenho orgulho de trabalhar.

A Professora Adalgisa Rodrigues de Andrade, co-orientadora desse projeto,
que me abriu as portas de seu laboratério e me ensinou que sempre temos algo para
melhorar, e que nunca devemos desistir ndo importam quais sejam as adversidades.

Um exemplo de pesquisadora, Gisa foi uma honra trabalhar com vocé.

Ao Beto que sempre me salvou quando todos o0s experimentos néo
funcionavam. Obrigada Beto, vocé sempre me mostrou que havia uma luz no fim do

tunel, e que desistir € inadmissivel. Obrigada por todos 0os ensinamentos.

Ao Lab. Multi, que com certeza é o laboratério mais legal da Unesp. Obrigada
a todos os meus companheiros Rubao, Jaque, Bill, Gabi, Marina, Guilherme, Carol,
Chal, Grazy e todos os demais companheiros de departamento pela boa convivéncia
e por fazer dos momentos de trabalho, momentos mais agradaveis e gostosos de

serem vividos.

Em especial agradeco ao senhor José Rubens (Rubao) por resolver todos os
meus problemas burocréaticos enquanto estive fora do Brasil e me ajudar com todas

as davidas de informéatica ao longo desses ultimos 4 anos.



Agradeco também aos amigos de trabalho no laboratério de Eletrocatélise e
Eletroquimica Ambiental da Faculdade de Quimica, da USP de Ribeirdo Preto Layci,
Tiaguinho, Angelo, Xys, Neto, Vanderlei, Carol, Thamyres, e aos técnicos Tiago

Cavassani e Mercia pela amizade e suporte no desenvolvimento dessa pesquisa.

Agradeco também aos outros técnicos de laboratério Carmem, Fatima, Adriano
e demais colegas de ambos departamentos, que em algum momento também

contribuiram para o desenvolvimento desse trabalho.

Agradeco a Professora Marin por me permitir realizar o teste de Ames em seu
laboratério, me fornecendo toda a estrutura necessaria e embasamento tedrico para
a realizacao deste ensaio. E a Dania e Lais, por me acompanharem durante o teste.

Muito obrigada.

A Professora Dejanira por sempre estar de portas abertas para me receber e
me ajudar, muito obrigada Professora. A senhora e a Professora Marin sdo exemplos

de mulheres e pesquisadoras para mim.

A toda minha familia e amigos, que sempre compreenderam meus esforcos e

sempre me apoiaram para chegar até aqui.

Agradeco a FAPESP, Processo n° 2013/25535-4, pela bolsa de estudos e todo
o financiamento desse projeto. A execucao desse trabalho seria impossivel sem esse
financiamento. Agradeco também pela bolsa Bepe, Processo n° 2016/22464-7, que
me permitiu expandir conhecimentos e aprender novas técnicas para aperfeicoar

meus estudos com degradacao de corantes.



Que eu nao me iluda com o animo e o vigor dos primeiros trechos,
porque chegara o dia em que 0s pés nao terdo tanta forca

e se ferirdo no caminho e se cansardao mais cedo...

Todavia, quando o cansaco houver, que eu ndo me desespere

e acredite que ainda terei forcas para continuar.

Drummond



RESUMO

A gualidade da 4gua de ambientes aquaticos e de abastecimento € uma das questdes
mais importantes a nivel mundial. Atualmente, varios compostos organicos e
inorganicos téxicos vém sendo detectados em niveis criticos em aguas residuais,
subterraneas e superficiais. Dentre esses compostos ha os corantes sintéticos que
estdo constantemente sendo descartados em corpos d’agua a partir de efluentes
industriais. Os azo corantes representam uma classe muito importante de corantes
téxteis, e a sua biotransformacdo por micro-organismos (fungos, bactérias e
leveduras) pode liberar aminas aromaticas, que comprovadamente possuem
propriedades genotoxicas e/ou mutagénicas, podendo induzir danos graves em
organismos aquaticos e humanos. Além disso, o descarte de efluentes téxteis
contendo corantes diretamente nos ambientes aquaticos pode provocar reducdo da
transparéncia da agua, solubilidade de oxigénio e fotossintese de plantas aquaticas.
Muitas abordagens séo propostas para remover corantes téxteis de aguas residuais,
incluindo métodos de coagulagéo/precipitacdo quimica, adsorcao fisica, oxidacao
eletroquimica, oxidacdo quimica. Recentemente, processos de oxidacdo avancada
(POAs) séo considerados promissores para o tratamento de aguas residuais, pois sao
capazes de oxidar uma ampla gama de compostos de dificil degradacdo. As
desvantagens desses processos incluem principalmente alto custo energético. Os
processos biolégicos também tém recebido atencdo devido as vantagens de baixo
custo operacional, menor producdo de lodo, além de serem considerados
ambientalmente sustentaveis em comparacdo aos métodos quimicos ou fisicos. A
desvantagem do processo microbioldgico € o longo periodo de tratamento, e para
contornar essa limitagdo, combinacao de tratamentos de POAs para obter degradacao
parcial de corante seguida de um tratamento biol6gico, mostrou em alguns estudos
ter potencial para conseguir descolorir e mineralizar solu¢gées aquosas contendo azo
corantes em periodo de tempo mais reduzido. Sendo assim, o objetivo principal desse
estudo foi remover os corantes Acid Blue 161 e Procion Red MX-5B de solucdes
aquosas simples e binarias usando tratamentos de descoloracdo microbiologico e
microbiolégico com pré-tratamento de oxidagéo eletroquimica. Para a realizacdo dos
tratamentos biologicos foram utilizados o fungo Aspergillus terreus e a levedura

Saccharomyces cerevisiae. Intensas alteragdes moleculares foram detectadas apés



0os tratamentos de descoloracdo a partir de andlises de FTIR e HPLC. A
mutagenicidade foi determinada pelo ensaio Salmonella/microssoma (teste de Ames),
e a toxicidade aguda a partir de testes com sementes de Lactuca sativa. Ao final do
tratamento de descoloracdo, foram realizados tratamentos adsortivos com argila
branca imobilizada em alginato, para remocédo de metabolitos altamente toxicos,
formados apds a degradacéo das moléculas dos corantes. Apds a analise de todos os
sistemas testados, verificou-se que o sistema eletroquimico/biologico/argila foi o que
apresentou maior capacidade de adsorcdo, degradacdo e/ou mineralizacdo das
moléculas dos corantes, pois ocorreu reducdo da toxicidade aguda para sementes de
L. sativa em todas as solucdes testadas. Para a solucdo binaria o sistema
eletroquimico/A. terreus/argila foi capaz de transformar uma solucdo inicialmente

mutagénica em uma solucdo ndo mutagénica ao final do tratamento.

Palavras chave: azo corantes téxteis; tratamentos biolégicos; tratamentos de
oxidacdo eletroquimica; Aspergillus terreus; Saccharomyces cerevisiae; teste de

Ames.



ABSTRACT

Water quality has deteriorated globally and provision of clean water is one of most
important worldwide issues. Nowadays, various toxic organic and inorganic
compounds have been detected at critical levels in waste water, ground and surface
waters. The intense use of synthetic dyes is an environmental problem, considering
that constantly these compounds are discharged into water bodies by industrial
effluents. Azo dyes represent the by far most important class of textile dyes. Their
biotransformation by microorganisms (fungi, bacteria, yeasts) may release aromatic
amines that have genotoxic and/or carcinogenic properties, and can induce serious
damage in aquatic organisms and humans. In addition, the disposal of azo dyes from
dyestuff textile processing industries directly into the water resources causes a
reduction in water transparency, oxygen solubility and photosynthesis in aquatic
plants. Many approaches have been proposed to remove dyes from textile
wastewaters, including chemical coagulation/precipitation, physical adsorption,
electrochemical oxidation, chemical oxidation. Recently, advanced oxidation
processes (AOPs) have been proposed as promising technique for wastewater
treatment. These techniques as are able to oxidise a wide range of compounds that
are difficult to degrade, disadvantages of these processes include mainly high energy
cost. The biological processes also have received attention because of the advantages
of low operating cost, less sludge and environmental friendliness compared with
chemical or physical methods. Disadvantages the biological process is long treatment
period. To circumvent these limitations, a combination of AOP’s treatments to obtain
partial dye degradation followed by a biological treatment has been shown to have
potential to achieve effective decolorization and mineralization of azo dyes. The main
purpose of this study was to remove the dyes Acid Blue 161 e Procion Red MX-5B in
simple and binary aqueous solutions using biological and electrochemical/biological
decolorization treatments. To perform the biological treatments were used the fungus
Aspergillus terreus and the yeast Saccharomyces cerevisiae. Intense molecular
changes after decolorization treatments were demonstrated by the HPLC and FTIR
analysis. Mutagenicity was determined by the Salmonella/microsome assay (Ames
test), and the acute toxicity by the Lactuca sativa seeds. At the end of the

decolorization treatment were performed adsorption treatment with white clay



immobilized in alginate for removal the highly toxic metabolites formed after the
degradation of the dye molecules. After analyzing all the systems tested, we can verify
that the electrochemical/biological/clay system was what presented highest
adsorption, degradation and/or mineralization capacity of the dye molecules, because
occurred reduction of acute toxicity for Lactuca sativa seeds in all solutions tested. For
the binary solution the electrochemical/A. terreus/clay system was able to transform

an initially mutagenic solution into non-mutagenic after treatment.

Keywords: textile azo dyes; biological treatments; electrochemical oxidation

treatments, Aspergillus terreus; Saccharomyces cerevisiae; Ames test.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos aumentaram as discussdes quanto ao uso e disposi¢cado de
substancias quimicas, que podem trazer prejuizos ao meio ambiente e aos
organismos a elas expostos. A maior parte dessas discussdes giram em torno dos
recursos naturais, e de sistemas que sejam capazes de minimizar ou extinguir 0s

impactos negativos causados por essas substancias.

Diante desse cenario, a industria téxtil € uma das maiores consumidoras de
agua, e de corantes sintéticos que possuem alto potencial de poluicdo, quando

comparado aos demais setores industriais.

Anualmente, em todo o mundo 280 mil toneladas de corantes téxteis sao
descartadas na forma de efluentes industriais. Por exemplo, para colorir 1 kg de
algodao com corantes reativos sdo necessarios 0,6-0,8 kg de cloreto de sodio, 30-60
g de corante e de 70-150 L de 4gua. Sendo que de 20 a 30 % dos corantes utilizados
nao se fixam as fibras e sdo descartados nas aguas de lavagem, gerando aguas
residuarias com concentracao de corante em torno de 200 ppm, alto teor de sal, além
de outras substancias que auxiliam o processo de tingimento (ARSLAN-ALATON et
al., 2008; SEN et al., 2016).

A preocupacdo quanto aos efeitos nocivos desses compostos é crescente, ja

que o0s corantes possuem potencial toxicolégico em plantas, animais e micro-
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organismos, sendo desta forma, importante o desenvolvimento de estudos detalhados

que avaliem o seu modo de agéo.

Tratamentos de efluentes contendo corantes séo dificeis de serem executados,
pois essas substancias sdo altamente complexas e resistentes a grande parte dos
sistemas de tratamentos disponiveis. O grande impasse das pesquisas envolvendo
esses compostos, é encontrar um processo que seja economicamente viavel e capaz
de realizar a remocao completa dos contaminantes ou pelo menos levar a formacao
de compostos biodegradaveis (AQUINO NETO; DE ANDRADE, 2011).

Nesse contexto surge como boas possiblidades para a remocdo dessas
substancias, os tratamentos bioldgicos de biossorcdo e biodegradacdo utilizando
fungos, leveduras e bactérias, e 0s processos oxidativos avancados, onde pode-se
encontrar por exemplo, a oxidacdo eletroquimica, ozonizacao, fotdlise e ozonizacéo

fotolitica.

Quanto aos processos oxidativos avangados, seu alto potencial no tratamento
de aguas contaminadas por poluentes € amplamente conhecido, mas, sabe-se
também que os custos de funcionamento desses sistemas, para realizar a total
oxidacdo de compostos organicos, permanecem relativamente elevados em
comparagdo aos sistemas bioldégicos. No entanto, pensando em reduzir o custo
energético e aumentar a eficiéncia dos processos, a sua utilizagcdo como uma etapa
de pré-tratamento, para a melhoria da biodegradabilidade das aguas residuais
contendo compostos recalcitrantes, pode ser justificada se em um tratamento
biolégico os micro-organismos apresentarem capacidade de degradacao dos

intermediarios formados apés a oxidacdo das moléculas.

Sendo assim, diante dessa problematica, o presente estudo se propds a
analisar a degradacao dos corantes Acid Blue 161 e Procion Red MX-5B em solucéo
simples e associados em solucéo binaria. A degradacao foi realizada por sistemas
microbiolégicos com e sem pré-tratamento de oxidacdo eletroquimica, utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus terreus e a levedura Saccharomyces cerevisiae. As
solugdes foram testadas quanto a sua toxicidade aguda e mutagenicidade, antes e
apos os tratamentos, e os resultados obtidos foram divididos em capitulos que serdo

discutidos a seguir.
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