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DEGRADACAO DO CORANTE VERMELHO REATIVO 239 POR OZONIZACAO
E AVALIACAO DO EFEITO DOS SUBPRODUTOS NO DESEMPENHO E
COMUNIDADE MICROBIANA DE SISTEMA MBBR

Natalia Costa Dias
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Orientadores: Marcia Walquiria de Carvalho Dezotti

Jodo Paulo Bassin
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Neste trabalho foi avaliada a associacdo dos processos de ozonizagdo e bioldgico
para a degradacdo do corante vermelho reativo 239 (VR 239) e de seus subprodutos. A
ozonizacao foi realizada em batelada com 50 mg/L de VR 239, 20 mg/L de ozonio e em pH
7. A degradacdo dos produtos da 0zonizagdo do VR 239 foi realizada em modo continuo em
um unico reator de leito movel com biofilme (MBBR) e em dois MBBRs em serie. A
remocdo total da cor foi obtida apds 12 min de ozonizagdo. As remocbes de DQO (62%) e
COT (35%) e o crescente consumo de ozonio indicaram a mineralizagdo incompleta do VR
239. A auséncia de toxicidade, usando Vibrio fischeri, do corante foi obtida ap6s 4 min de
ozonizagdo. Os produtos da ozonizacdo do VR 239 identificados foram anilina, fenol,
catecol e 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-ol. Na degradagdo dos produtos da ozoniza¢do em
um Unico MBBR houve a adaptacdo das bactérias heterotroficas ao efluente ozonizado. A
remocdo de aménio (40%) demonstrou a inibicdo da nitrificacdo pelos produtos da
ozonizacdo do VR 239. Quando a degradacgdo foi realizada em dois MBBRs em série, a
remoc¢do de amdnio (40%) indicou que a mudanca de um para dois reatores em série ndo
propiciou melhorias na nitrificacdo. Testes com meio sintético, sem corante, comprovaram
que as bactérias oxidadoras de amonio foram inibidas pelo composto 4-amino-6-cloro-
1,3,5-triazina-ol, que passou incélume pelo sistema MBBR. A associacdo dos processos de
0zonizacao e biologico mostrou ser eficiente na remocdo do VR 239, contudo, o MBBR se

mostrou fragil na presenga de compostos triazinicos, que é toxico e inibidor para as
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bactérias nitrificantes, conforme confirmado por analises da estrutura da comunidade
microbiana por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA de amostras do biofilme dos

reatores bioldgicos.

vii



Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
requirements for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

DEGRADATION OF REACTIVE RED DYE 239 BY OZONATION AND
EVALUATION OF THE EFFECT OF BY-PRODUCTS ON PERFORMANCE AND
MICROBIAN COMMUNITY OF THE MBBR SYSTEM
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This study evaluated the association of the ozonation and biological processes
for the degradation of reactive red 239 (RR 239) azo dye and its by-products. Ozonation
tests were performed in batch with 50 mg/L the azo dye, 20 mg/L the ozone and at pH
7. The degradation of the RR 239 ozonation products was performed continuously in a
single biofilm moving bed reactor (MBBR) and two MBBRs in series. Complete color
removal was achieved after 12 min of ozonation. COD (62%) and DOC (35%) removals
and increasing ozone consumption indicated incomplete mineralization of RR 239.
Absence of dye toxicity using Vibrio fischeri was obtained after 4 min of ozonation.
The RR 239 ozonation products identified were aniline, phenol, catechol and 4-amino-
6-chloro-1,3,5-triazine-ol. The degradation of ozonation by-products by a single MBBR
led to the adaptation of heterotrophic bacteria to the ozonated effluent. Ammonium
removal (40%) demonstrated the inhibition of nitrification by ozonation by-products.
When degradation was performed by two MBBRs in series, the low ammonium
removal (40%) revealed that the change from a single to two reactors did not improve
nitrification. Tests with dye-free synthetic medium confirmed that the AOB were
inhibited by the compound 4-amino-6-chloro-1,3,5-triazin-ol, not metabolized by the
MBBR system. The association of ozonation and biological processes was efficient in

removing RR 239, however, MBBR was fragile in the presence of triazine compounds,
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which is toxic and inhibitory to nitrifiers, as confirmed by microbial community

structure analysis through the 16S rRNA gene sequencing of biofilm samples.
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1. INTRODUCAO

A partir da Revolucdo Industrial, a manufatura téxtil tem se desenvolvido e
grandes quantidades de produtos quimicos tem sido produzidas para atender as
necessidades da sociedade em busca de qualidade de vida (FUJITA e JORENTE, 2015).

Os corantes sintéticos, presentes nas aguas residuarias da induastria téxtil,
surgiram no século XVIII, obtidos a partir do alcatrdo de hulha e atualmente séo
produzidos mais 10.000 corantes téxteis, sendo utilizados 800.000 toneladas de corantes
ao ano (BAZIN et al., 2012; AYADI et al., 2016). Na industria téxtil Brasileira as fibras
mais utilizadas sdo o algodao e o poliéster (ABIT, 2019). A classe de corante usada para
0 tingimento dessas fibras sdo os corantes azo, como o corante vermelho reativo 239
(AMORIM et al., 2009).

Para o processamento de 10 a 20 toneladas de fibras, sdo gerados de 1.000 a
3.000 m® de 4guas residudrias ao dia (GHALY et al., 2014). A presenca de corantes nas
aguas residuarias pode reduzir a fotossintese e a concentracdo de oxigénio dissolvido
nos corpos hidricos (GHALY et al., 2014; KANT, 2012; ZAHARIA e SUTEU, 2012).
Contudo ndo ha defini¢do das condi¢des e padrbes de lancamento de efluentes quanto a
cor de acordo com a Resolugédo n°® 430 do CONAMA (2011). Somente a Resolugdo n°
357 do CONAMA (2005) define as condicdes e padrdes de qualidade dos corpos
hidricos, que deve ser virtualmente para dguas doces classe 1 e para as classes 2 e 3 é
permitida a presenca de corantes proveniente de fontes antrOpicas que possam ser
removidos por processo fisico-quimico convencional e cor verdadeira de até 75
mgPT/L.

Os corantes azo possuem grande potencial poluidor dos corpos hidricos,
causando efeitos adversos aos seres vivos. O problema se torna ainda maior uma vez
que 0s processos convencionais de tratamento de efluentes podem proporcionar a
formacdo de compostos toxicos, como as aminas aromaticas e as triazinas. Estes
compostos possuem propriedades carcinogénicas aos seres humanos e podem ocasionar
a infertilidade em homens e o cancer de mama em mulheres (LACASSE e BAUMANN,
2004; PUNTENER e PAGE, 2004; YIXIN et al., 2014; EPA, 2013).

Os processos bioldgicos tém sido extensivamente utilizados no tratamento de
efluentes devido ao baixo custo, ao uso eventual de produtos quimicos e a elevada

capacidade de degradacdo (ADABJU, 2013). Entretanto, o0 processo biologico para a



remoc&o de corantes azo é prejudicado devido ao grupamento -NH- triazina na posi¢do
meta, presente na estrutura de corantes azo. A posicdo orto e para dos grupamentos
proporciona um efeito de ressonancia e torna a ligacdo azo mais apta a oxidag&o (SOLIS
etal., 2012).

Como alternativa aos processos convencionais, majoritariamente baseados em
micro-organismos, existem 0s processos de oxidagdo avangada, como 0 processo de
ozonizacdo. A ozonizacdo é fundamentada na geracdo do ozdnio molecular e sua
decomposicdo em radicais HO® e HO,®, que reagem com o composto quimico, e
oxidam contaminantes organicos de dificil degradacdo bioldgica em produtos finais
mais simples (TCHOBANOGLOUS et al.,2003).

Em funcdo das vantagens e desvantagens dos processos de tratamento para a
degradacdo de corantes azo apresentados, e a limitacdo da informacdo acerca destes
processos associados, hd a necessidade de estudos buscando um processo eficiente.
Desta forma, este trabalho tem o objetivo de avaliar a associagcdo do processo de
ozonizacdo e do processo bioldgico por MBBR para a remoc¢do do corante vermelho

reativo 239 e a degradacéo de seus produtos.



2. OBJETIVOS

GERAL
Investigar a metabolizagdo de subprodutos gerados na ozonizagdo do corante
Vermelho Reativo 239 no MBBR.

ESPECIFICOS

e Determinar a melhor condicdo de ozonizagdo para a remogdo do corante
Vermelho Reativo 239;

e Avaliar a toxicidade do corante Vermelho Reativo 239 apds 0zonizag&o;

e ldentificar os subprodutos do corante Vermelho Reativo 239 ap0s
0zonizacao;

e Estudar a metabolizagdo dos subprodutos de ozoniza¢do em MBBR,;

e Identificar os subprodutos do corante Vermelho Reativo 239 apés MBBR.

e Estudar a comunidade microbiana presente no MBBR



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. EFLUENTE DA INDUSTRIA TEXTIL

3.1.1. Industria Téxtil

A indUstria téxtil estd presente no mundo devido a necessidade dos seres
humanos de vestudrio, incluindo diversas areas como hospitalar, militar, decoracéo,
entre outras. Para tanto, a sociedade desenvolveu uma infraestrutura produtiva devido a
demanda em larga escala (FUJITA e JORENTE, 2015).

No Brasil, a industria téxtil teve seu inicio com a chegada dos portugueses. No
inicio do periodo colonial havia a cultura algodoeira no norte e nordeste do pais
Entretanto, em fungdo do alvard da Rainha Maria | e da reducéo das taxas tarifarias de
importacdo de tecidos ingleses, a industria téxtil foi desativada no Brasil. Somente no
final do século XIX, o Brasil retomou o desenvolvimento da inddstria téxtil, quando
diversas fabricas foram inauguradas no nordeste e a partir de 1866 as industrias
passaram a se concentrar nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(SINDIMALHAS, 2004; FUJITA e JORENTE, 2015).

Atualmente, o Brasil é o quinto maior produtor téxtil, com producédo anual de 1,9
milhdes de toneladas de algoddo e plumas, ficando atrds da China, india, Estados
Unidos e Paquistdo (ABIT, 2013). Em 2010, o consumo mundial de fibras foi de 11,6

kg/habitante, dentre as quais 62% sao de fibras sintéticas e 38% de fibras naturais.

3.1.2. Geracdo e Caracteristicas do Efluente da Industria Téxtil

Para a producdo de vestuario, mobiliario doméstico e bens industriais, as fibras
de algoddo e sintéticas sdo processadas em quatro etapas: a formacdo dos fios, a
formacdo dos tecidos, o processamento Umido e a fabricacdo do produto téxtil (BABU

et al., 2007), como apresentado na Figura 1.



Fibras de Fibras L4 bruta,
ﬁl'am’cr.ltos sintéticas algoddo
sintetico
S Preparacdo da
Texturizacdo PeCEs I%
fibra
Formacdo do
fio
Entortar Fiacdo
Desbaste
Tear da malha Tear da malha
Tecelagem
Preparacdo
Desengomagem
Branqueamento Mercerizacdo
Tingimento,
impressio
Acabamento

Figura 1 — Etapas do processamento de tecidos
Fonte: adaptado de BABU et al. (2007)

A 4gua utilizada e a agua residuaria gerada no processamento da fibra téxtil sdo
provenientes da etapa de desengomagem até a etapa de acabamento.

Na etapa de desengomagem, o amido presente na malha é removido e convertido
em produtos solGveis por hidrolise, utilizando enzimas ou &acidos minerais, ou por
oxidacdo, utilizando brometo de sodio ou cloreto de sodio (BABU et al., 2007). O
efluente gerado nesta etapa apresenta elevada concentracdo de demanda quimica de



oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), s6lidos suspensos e solidos
dissolvidos.

O branqueamento descolore a malha para a producéo de produtos téxteis com
cor de tonalidades pélidas e luminosas. O uso de hipoclorito de sodio, um dos agentes
branqueadores mais antigos utilizados, origina a formacdo de subprodutos orgénicos
clorados (BABU et al., 2007). Entretanto, o hipoclorito de sédio pode ser substituido
pelo &cido peracético, que é degradado a acido acético, composto biodegradavel (ROTT
e MINKE, 1999). Nesta etapa, o efluente gerado apresenta elevada alcalinidade e
concentracdo de solidos suspensos.

A mercerizacdo confere brilho, forca a malha e melhora a absor¢do do corante
ao tecido. Nesta etapa do processo, € utilizada uma solucdo de hidréxido de sédio e
posteriormente é feita a lavagem caustica do tecido (BABU et al., 2007). O efluente
gerado na mercerizacgao apresenta elevado pH, alta concentracdo de sélidos dissolvidos
e baixa DBO.

O tingimento confere cor ao tecido por meio do uso de corantes. A agua, sob a
forma de vapor, é utilizada para aquecer os banhos de tingimento do tecido. Como o
processo de tingimento € demorado, os banhos para o tingimento e o banho de corante
sdo drenados diversas vezes (BABU et al., 2007). Assim, é gerado um grande volume
de efluente com elevada concentracdo de corante, sal e substancias organicas, que
acarretam uma elevada concentracdo de DQO e DBO.

A impressdo € o tingimento localizado do tecido em que constitui o desenho.
Nesta etapa, as reacdes para a impressdo do tecido sdo semelhantes a do tingimento, no
entanto, a cor € aplicada sob a forma de uma pasta espessa do corante (BABU et al.,
2007). O efluente gerado nesta etapa apresenta elevada concentracdo de DBO, ureia e
solventes.

O acabamento tem o objetivo de melhorar as propriedades do tecido, e sé&o
realizados os processos de abrandamento, reticulagcdo e impermeabilizacdo do tecido
(BABU et al., 2007). O efluente gerado nesta etapa apresenta elevada concentracdo de
DQO e DBO devido ao uso de formaldeido.

Como mencionado, nas etapas do processamento téxtil, pode-se verificar a
grande quantidade de &gua utilizada e de efluente gerado. Para a producdo de 1 kg de
tecido, sdo utilizados aproximadamente de 80 a 150 m® de 4gua e no processamento de
10 a 20 toneladas de fibras, sdo gerados de 1.000 a 3.000 m® de aguas residudrias
(GHALY et al., 2014).



As aguas residuarias geradas no processamento de tecidos apresentam
caracteristicas diferentes em cada etapa do processo, como apresentado na Tabela 1. A
concentracdo elevada de DQO, DBO, cor, solidos suspensos e dissolvidos, tragcos de
metais e compostos quimicos como ceras, alcool polivinilico, hidroxido de sodio,

surfactantes, solventes, sulfetos, entre outros, resultam em &aguas residuarias pouco

biodegradaveis e tdxicas aos corpos hidricos.

Tabela 1 — Caracteristicas das aguas residuarias produzidas em cada etapa do

processamento de tecidos

Processo

Composicao do efluente

Caracteristica

Preparacdo da fibra

Pouco ou inexistente

Fiacdo

Pouco ou inexistente

Corte / Engomagem

Amido, ceras, carboximetilcelulose
(CMC), élcool polivinilico (PVA),
agentes molhantes

Elevada DQO e DBO

Tecelagem Pouco ou inexistente -
Amido, CMC, PVA, gorduras, ceras |Elevada DQO, DBO, s6lidos
Desengomagem - s . -
e pectina suspensos e sélidos dissolvidos
Desinfetantes, residuos de inceticida,
Lavagem NaOH, detergentes, gordura, dleos, Elavada DQO, DBO e pH
lubrificantes e solventes
Hipoclorito de sodio, H,0,, cloreto,
NaOH, acidos tensoativos, fosfato de | Elevada alcalinidade e sélidos
Brangqueamento g L P
sadio e silicato de sodio ou agente Suspensos
estabilizador organico
Chamuscagem Pouco ou inexistente -

Mercerizagdo

NaOH e cera de algodao

Elevado pH e s6lidos
dissolvidos, baixa DBO

Secagem Pouco ou inexistente -
. . Elevada cor, DBO e sélidos
Metais, sais, surfactantes, compostos | . o
— A dissolvidos; baixo sélidos
Tingimento cationicos, corantes, sulfeto e .
suspensos e presenca de metais
solventes
pesados
Cola, amidos, gomas, uréia, acidos Elevada cor, DBO, sélidos
Impresséao espessantes, reticulantes, agentes suspensos, aspecto oleoso,
redutores, solventes, metais baixo pH e DQO
L. Elevada DQO e DBO, sélidos
Acabamento Compostos toxicos e solventes Q

SUSPENSsos

Fonte: BABU et al. (2004): YUSUFF e SONIBARE (2004); e GHALY et al. (2014)

Na Tabela 2, pode ser observado que a composi¢do de efluentes da industria
téxtil é distinta em diversos paises, e que as concentragdes de DQO e cor podem variar
de 80 a 12.000 mg/L e de 50 a 4.637 Pt/Co, respectivamente. Devido a elevada
concentracdo de corantes e a presenca de compostos coloidais, hd um aumento da

turbidez, que pode ocasionar a redugdo da penetracdo de luz e a transferéncia de



oxigénio na interface ar/agua, que consequentemente reduzem a fotossintese e a
concentracdo de oxigénio dissolvido nos corpos hidricos. (GHALY et al., 2014;
ZAHARIA e SUTEU, 2012). Portanto, as caracteristicas do efluente de industria téxtil

indicam que ha a necessidade de tratamento efetivo para a reducdo da concentracao de

corantes e outros compostos.

Tabela 2 — Caracteristicas de Efluentes da Industria Téxtil de diferentes paises

R Brasil L i . .
Parametros - Nigéria® | Canada® | india® |China®
Parana® | Pernambuco®
pH 5,15 494-9,44 110,2-115 6-10 9,15 | 6,5-8,5
Temperatura (°C) - - 26,7-35,7| 35-45 - 30
612 -

Cor (Pt-Co) - 101 - 902 4637 50 - 2.500 - 100
SDT (mg/L) 862 i 113-848| S0 | 200 2
SST (mg/L) 474 - 1,2-471 | 15-8.000 2100 40
DBO (mg/L) 328 76 - 2.767 163 -645 | 80-6.000 890 50
DQO (mg/L) 659 - ig& 11;’800 3400 80
Cloro livre (mg/L) - - 0,01-1,14 <10 - 1
Oleos e graxas (mg/L) - 2,3-143,1 6-8,3 10-30 - -
Ambnia (mg/L) 224 |0,0-37 0,05-2,72 <10 - 1x10™
Nitrato (mg/L) - 0,0-0,70 0,8-7,97 <5 - 13
Fosfato (mg/L) - - 0,09 - 3,42 <10 - <4
Calcio (mg/L) - - 0,26 -2,4 - - -
Magnésio (mg/L) - - 0,17-2,1 - - 200
Sulfeto (mg/L) 51,67 - 0,1-1,94 | 600 - 1.000 - -

Fonte: @®YUSUFF e SONIBARE (2004); ®GHALY et al. (2014); ©KURADE et al. (2012);
@DPIZATO et al. (2017); ®CHAGAS (2009)

3.1.3. Corantes

Corantes téxteis sao compostos organicos usados com a finalidade de conferir
cor a uma fibra (VELOSO, 2012). A cor dos corantes é proveniente de algumas
caracteristicas destes compostos, como por exemplo, absorcéo da luz no espectro visivel
(400 a 700 nm), possuem pelo menos um grupo croméforo e possuem um sistema
conjugado (IARC, 2010).

Os corantes sdo utilizados desde a antiguidade para dar cor aos tecidos,
ceramicas e ao couro. Acredita-se que o tingimento de tecidos surgiu na india, Pérsia,
Fenicia e Egito, onde foram encontrados tecidos tingidos em tumbas do século XV a.C.

Inicialmente, eram utilizados corantes naturais como o indigo, a purpura e a alizarina



(Figura 2). O corante indigo, ou anil é obtido do suco da planta Indigofera
Istatistinctoria, a purpura é obtida de moluscos marinhos do género Murex brandaris, e
a alizarina € obtida da raiz das rubiaceas Rubia tinctorum e Rubia cordifolia (MENDA,
2011).
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Figura 2 — Corantes naturais: a) Alizarina, b) Indigo, ¢) Purpura
Fonte: SCHAEFER (2014)

No final do século XVIII surgiram os corantes sintéticos, como o acido picrico,
que foi sintetizado em 1771 e usado como corante para 1a e seda. Em 1856, William
Perkin, sintetizou o primeiro corante organico, obtido a partir do alcatréo de hulha.

Na industria, sdo empregados aproximadamente 10.000 corantes téxteis (BAZIN
et al., 2012) e em 2016 eram utilizadas aproximadamente 800.000 toneladas de corantes
por ano (AYADI et al., 2016). Os corantes podem ser classificados de acordo com 0

método de fixacdo na fibra (Tabela 3) ou de acordo com a sua classificagdo quimica.

Tabela 3 — Fixacao do corante a fibra

Classe de Corante Material

Acidos Couro, fibra sintética (nylon e elastoméricas) e fibra natural de ld e
papel

Azbicos Fibra natural de algodao e fibra sintética de poliéster

Basicos Papel e fibra sintética acrilica

Diretos Fibra natural de algodao, fibra artificial de viscose, couro e papel
Dispersos Fibra sintética de poliéster e nylon e fibra artificial de acetato e viscose
Reativos Fibra natural de algodao, fibra artificial de viscose, couro e papel
Sulfurosos Fibra natural de algodao
A cuba Fibra natural de algodao
Pré-metalizados Tinta, plastico, couro e papel

Fonte: VELOSO (2012)



Os corantes acidos, apresentado na Figura 3, possuem de um a trés grupos
sulfonicos que os tornam sollveis em agua. Estes corantes séo fixados a fibra por meio
de troca idnica, que envolve o par de elétrons livres dos grupos amino e carboxilato na
forma ndo-protonada. Os corantes acidos podem conter grupamentos azo, antraquinona,
triarilmetano, azina, xanteno, nitro e nitroso (GUARANTINI e ZANONI, 2000).

Ch

Figura 3 — Estrutura de corante 4cido: corante &cido Violeta

Os corantes a cuba apresentam elevado grau de fixacdo a fibra e sdo sollveis
(forma leuco) ap6s a reducdo com ditionito em solucdo alcalina, apresentado na Figura
4, que em seguida € reoxidado a sua forma original sobre a fibra. Os corantes a cuba
contem o grupo carbonila, que pode estar no grupo etilénico ou em subunidades
aliciclicas (GUARANTINI e ZANONI, 2000).

[ | | | ] |
0=CfC=C)C=0+8S,0,+40H —> O-CXC-CxHC-O
Corante Forma leuco

Figura 4 — Processo de reducdo do corante a cuba com ditionito de sédio

Os corantes dispersivos sdo insollveis em &gua e a reacdo € realizada por meio
da hidrélise do corante, que precipita sobre a fibra. O grau de solubilidade do corante
define e influencia diretamente o processo e a qualidade da fixacdo do corante a fibra,
em que agentes dispersantes com longas cadeias estabilizam a suspenséo e facilitam o
contato entre o corante e a fibra, como pode ser observado na Figura 5 (GUARANTINI
e ZANONI, 2000).

10
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CH,S0;Na H

Forma dispersiva

Figura 5 — Hidrolise do corante Vermelho de Lonamina KA

Os corantes diretos s@o sollveis em agua. A interacdo quimica é realizada por
meio de interacbes de Van der Waals, devido a planaridade na configuracdo da
molécula do corante ou a dupla ligagdo conjugada que aumenta a adsorcdo do corante a
fibra, os eletrdlitos sdo utilizados para aumentar a afinidade do corante a fibra. Os
corantes diretos contém mais de um grupo cromoforo azo (diazo, triazo, entre outros) ou
sdo pré-transformados em complexos metalicos, apresentado na Figura 6
(GUARANTINI e ZANONI, 2000).

SO0

Figura 6 — Exemplo de corante direto: corante Vermelho Congo

Os corantes de enxofre apresentam boa fixagdo, entretanto, geram residuos
altamente toxicos. Séo sollveis em agua apos reducdo com ditionito e em seguida séo
reoxidados a forma original que é caracterizada por compostos macromoleculares com
pontes de polissulfetos, que sdo insoliveis em agua. A reducdo e reoxidacdo dos
corantes de enxofre estdo apresentados nas Equacdes 1 e 2 (GUARANTINI e ZANONI,
2000).

R—S—50; +S* 5 R—S"+S§—S0%" )
corante
R—-S—S0; +R—S">R—S—S—R+S0% )

Os corantes pré-metalizados contem uma hidroxila ou carbonila em relacdo ao

grupo cromdforo azo, apresentado na Figura 7, que permite a formagdo de complexos
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com ions metalicos. Entretanto, estes corantes geram aguas residuarias com elevado teor
de metal, como o cromo (GUARANTINI e ZANONI, 2000).

— OH2 -

HzO\C| _-OH,
I

N
@JN N

HsC,
NH, H -
M N*—Cr\
CO; —p I R
HyC

Figura 7 — Estrutura de corante pré-metalizado cromo/corante 1:1 por meio do grupo
amino como ligante

Os corantes reativos apresentam alta solubilidade em agua e maior estabilidade
da cor no tecido, pois contém um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar ligacédo
covalente com grupos hidroxila das fibras celul6sicas, com grupos amino, hidroxila e
tiois das fibras protéicas e também com grupos amino das poliamidas. A reacéo quimica
se processa diretamente através da substituicdo do grupo nucleofilico pelo grupo
hidroxila da celulose, como pode ser observado nas Equacdes 3 e 4. Os principais
corantes reativos contém os grupos cromaéforos azo e antraquinona e 0S grupos reativos
clorotriazina e sulfatoetilsulfonila (GUARANTINI e ZANONI, 2000).

OH™
R—S0,— CH, — CH, — 0SO3Na —> R — SO, — CH = CH, + Na,S0, @)

R —S0, — CH = CH, + O — celulose Py R —50, — CH, — CH, — O — celulose (4)

Os corantes azo sdo sintetizados sobre a fibra utilizando um agente de
acoplamento, como por exemplo o naftol. Possuem como grupo cromdforo a ligagéo (-

N=N-) e distinguem-se pelo numero de grupamentos (monoazo, diazo, triazo, tetraazo),
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apresentado na Figura 8 (AMORIM et al., 2009). O grupo croméforo comumente esta
ligado a anéis de benzénicos e naftalénicos, bem como a heterociclos aromaéticos e
grupos alifaticos (GHALY et al., 2014). Os corantes azo sdo a maior classe quimica de
corantes e apresentam elevado grau de fixacéo a fibra, resisténcia a radiacao visivel e a
umidade (CHENGALROYEN e DABBS, 2013).

O N:[‘Ig@wlaua O N:NOMZMORHGH(‘

OH OH

Mono azo Diazo

OH
O H:H
N=N
O SO;Na SOsNa
SO;Na
SOyNa
OO N=N

Triazo
SO;Na

Figura 8 — Estruturas quimicas de corantes monoazo, diazo e triazo

A toxicidade aguda de 4.000 corantes foi avaliada por meio da ETAD
(Associagdo Ecologica e Toxicoldgica da Industria Transformadora de Corantes), tendo
sido verificado que 10% destes corantes sdo considerados perigosos para a salde
humana e 1% pode ser considerado toxico (LACASSE e BAUMANN, 2004).

A Diretiva da Unido Européia 2002/61/EC proibiu o uso de produtos téxteis e de
couro que possam entrar em contato por via oral ou cutdnea e que possuem
concentracdo de aminas aromaticas acima de 30 mg/L. Os 22 tipos de aminas
aromaticas sdo provenientes da quebra da ligacdo —N=N- por meio da metabolizac¢do ou
degradacdo de corantes azo. Contudo, mais de 100 corantes que podem formar aminas
toxicas e carcinogénicas estdo disponiveis no mercado, pois a Diretiva da Unido
Européia restringe a utilizacdo de apenas 5% de corantes azo (LACASSE e
BAUMANN, 2004; PUNTENER e PAGE, 2004).

Outras estruturas quimicas presentes em corantes, como a atrazina, podem
ocasionar prejuizos a saude humana. A atrazina € um herbicida, que foi desenvolvido
para inibir a fotossintese, entretanto, pode produzir efeito semelhante ao estrogénio,

causar a infertilidade em homens, aumentar o indice de cancer de mama em mulheres e
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é um potencial disruptor enddcrino. Em 2004, o uso da atrazina foi banido na Unido
Européia e em 2013 a EPA iniciou novos estudos sobre os efeitos adversos da atrazina
(YIXIN et al., 2014; EPA, 2013).

3.1.3.1. Corante vermelho reativo 239

O corante vermelho reativo 239 (VR239) é um corante monoazo, possui como
grupo croméforo a ligacdo —N=N- e € utilizado no processo de tingimento de tecidos de
algoddo e poliéster na industria téxtil. As caracteristicas do VR239 estdo apresentadas

na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas do corante vermelho reativo 239

Formula molecular | C31H,4CIN;O19Ss

Cl

N| Ny
)\ /)\
P SOzH OH HN N ”
Estrutura quimica
OO NZ=N OO SO,CH,CH,0S0H
SOH

HO;S
SO3H

Massa molar 1026,37 g/mol
Absor¢do maxima |542 nm
N° CAS 89157-03-9

Estudos de toxicidade realizados por JUNGTANASOMBUT et al. (2014),
avaliaram o efeito do corante VR 239 em embrides de Danio rerio. Foi observada que a
CLso para os organismos foi de 1.500 mg/L de corante, o que indica que o corante VR
239 apresenta baixa toxicidade para organismos aquéticos. Entretanto, concentracdes
superiores a 500 mg/L do VR 239 podem reduzir a sobrevivéncia embrionaria e causar

deformidades morfologicas aos peixes.
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3.2 PROCESSOS PARA O TRATAMENTO DE EFLUENTES

Os corantes azo possuem grande potencial poluidor dos corpos hidricos e as
aguas residuarias devem ser adequadamente tratadas para a remocao destes compostos.
Os processos de tratamento para a remocdo de corantes azo podem ser bioldgicos,
fisico-quimicos e oxidativos avancados.

Os processos bioldgicos sdo aqueles em que degradacdo dos poluentes é
realizada por micro-organismos. Os processos bioldgicos podem ser aerdbio, que ocorre
na presenca de oxigénio, andxico, que ocorre em presenca de concentracbes muito
baixas de oxigénio e na presenca de nitrato, e anaerobio, que ocorre na auséncia de
oxigénio (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

Os processos fisico-quimicos sdo fundamentados na separacdo de fases e sdo
realizados por meio da aplicagdo de forcas fisicas (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).
Os processos fisico-quimicos permitem a depuracdo de um efluente, entretanto, os
poluentes ndo sdo degradados ou eliminados, mas transferidos para uma nova fase.
Nesta nova fase, o volume é significativamente reduzido e o poluente ainda encontra-se
concentrado, sem ser efetivamente degradado (FREIRE et al., 2000). Diversos
processos fisico-quimicos podem ser utilizados para a remocdo de corantes azo, como a
separacao por membranas, precipitacdo quimica, adsorcdo e coagulacdo/floculacao.

Os processos oxidativos avancados sdo fundamentados na geracdo e uso do
radical hidroxila (HOe¢) e de espécies transitorias, com o objetivo de oxidar
contaminantes organicos de dificil degradacdo biolégica em produtos finais mais
simples (TCHOBANOGLOUS et al.,2003).

Em funcdo de todos os processos para o tratamento de efluentes e a remocéo de
corantes azo utilizados nesse trabalho, serd dado enfoque a ozonizacdo e ao processo
bioldgico por reator de leito mével com biofilme (MBBR).

3.2.1. Processos Oxidativos Avancados

Os processos oxidativos avangados sdo fundamentados na geracdo e uso do
radical hidroxila (HO*) ¢ de espécies transitorias (TCHOBANOGLOUS et al.,2003).
Sdo processos limpos, ndo seletivos e podem ser usados na degradacdo de compostos
organicos em fase aquosa, fase gasosa ou adsorvido numa matriz sélida (TEIXEIRA e
JARDIM, 2004).
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A oxidagdo quimica pode ser utilizada para oxidar completamente ou
parcialmente um determinado composto ou grupo de compostos, tornando-0s passiveis
de degradacdo bioldgica ou reduzindo a sua toxicidade (TCHOBANOGLOUS et
al.,2003).

Os processos oxidativos avangados podem ser homogéneos e heterogéneos,
como apresenta a Tabela 5. O potencial de oxidacdo de diversos oxidantes estd

apresentado na Tabela 6.

Tabela 5 — Processos oxidativos avangados

POAs Fotoquimico  Nao fotoquimico
Og/UV 03/H202
Homogéneo H,0,/UV 0Os/'OH
04/H,0,/UV H,0,/Fe**

Foto-fenton

TiO,/0,/UV Os/Catalisador
TiO,/H,0,/UV
Fonte: adaptado de HUANG et al. (1993)

Heterogéneo

Tabela 6 — Potencial de oxirreducéo de oxidantes
Oxidante Potencial de Oxidagéo (V)

HO* 2,80
0 2,42
O; 2,07

H,0, 1,77

HO,* 1,70

MnO, 1,67

ClO, 1,50
Cl, 1,36
0, 1,23

Fonte: adaptado de CRC HANDBOOK (1985)

3.2.1.1. Ozonizagdo

O oz6nio é um gas incolor, de odor caracteristico e instavel. E constituido por
trés atomos de oxigénio unidos por ligacdes simples e duplas. Algumas propriedades do
0zOnio estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Propriedades fisicas do 0zénio

Propriedades Valor
Peso molecular 48 Da
Ponto de fusdo -192,7°C
Ponto de ebulicdo -110,5°C
Solubilidade em 4gua a
20°C 1,19x 102 M
Constante de Henry a 20°C | 100 atm M
Limite de explosao 10% de 0z6nio

Fonte: adaptado de VON SONNTAG e VON GUNTEN (2012)

Segundo Lenntech (2016) e Von Sonntag e Von Gunten (2012), o oz6nio foi
descoberto por C. F. Schdinbein em experimentos de eletrolise com &cido sulfurico
diluido. Werner von Siemens, em 1857, desenvolveu o primeiro gerador de ozonio por
meio de descarga de gas e em 1893 foi instalado o primeiro gerador de 0zonio para o
tratamento de &gua da cidade de Oudshoorn, Holanda. Nos anos de 1916, haviam 49
instalagdes de ozonio em toda a Europa.

A geracdo de ozbnio pode ser realizada por diferentes tecnologias, apresentadas
na Tabela 8. O método mais eficiente para a geracdo do 0zonio é por descarga elétrica,
no qual o ozénio € gerado a partir de ar ou oxigénio quando uma alta voltagem é
aplicada por eletrodos estreitamente espacados, como apresentado na Figura 9. A
elevada energia criada dissocia uma molécula de oxigénio que é combinada com duas
outras moléculas de oxigénio para criar duas moléculas de o0zbnio
(TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

Tabela 8 — Métodos para geracgao de 0zonio.

Meétodo de geragdo Principio de trabalho FonAte_de Campo de aplicacao
de O; 0z6nio
Elétrico Descarga elétrica Are O, Laboratorio e em escala real

Para aplicacdes com agua pura,
Eletroquimico Eletrélise Agua em escala de laboratério e
pequena escala industrial

Fotoquimico (A = Irr,adla(;ao (abstragéo de 92 (ane Laboratério e escala real

185 nm) elétrons) agua

Radiag&o quimica Raios-X, radiagao e Agua Raramente utilizado
raios-y

Térmico lonizagdo de arco de luz | Agua Raramente utilizado

Fonte: adaptado de GOTTSCHALK et al. (2000)
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Remocgao de calor

Dielétrico
Alimentagdo 1
de O, Corona
% _— et Saida de O,
gap de descarga

Fonte de energia

de alta tensao
Remogao de calor

l Eletrodo de alta tensdo

Eletrodo terra

Figura 9 — Geracao de ozbnio por descarga elétrica (Corona)
Fonte: adaptado de TCHOBANOGLOUS et al. (2003)

O o0zb6nio em solucdo aquosa pode reagir com as substancias quimicas por
diferentes mecanismos de reacdo, que pode ser a reacdo direta do ozdénio molecular com
0 composto quimico ou por reacdo indireta, por meio da decomposicdo do o0zbnio
molecular em radical HO®* e HO,®, que reagem com 0 composto quimico, como
apresentado na Figura 10 (RICE, 1996). Os mecanismos de rea¢do do o0zonio podem ser

influenciados pelo pH, temperatura e composi¢cdo quimica do meio.

+M

O

_l

HO,* —— H'+O0,
| +M

3 > M oxidado (+ H,0,, etc')

(Ienta) g > M oxidado (+ Hzoz)

A 4

HO* (—— H'+0)

+M + 0, +
> R*® - ROO* M oxidado
(rapida) (rapida) (rapida)

Figura 10 — Mecanismos de reagédo do 0zonio
Fonte: adaptado de RICE (1996)
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A influéncia do pH no mecanismo da ozonizacdo se deve a oxidagdo por meio
do ozdnio molecular ou por radicais hidroxila (HO®). Em pH é&cido a oxidagdo ocorre
predominantemente por meio do 0z6nio molecular e a reacao é direta. Em pH basico, o
ozonio molecular se decompde promovendo a formagéo de radicais HO® e HO,® (RICE,
1996).

A reacdo direta do 0z6nio com o composto quimico pode ocorrer por meio de
reacao de ciclo adicdo, reacdo eletrofilica e reacdo nucleofilica do ozénio (STAEHELIN
e HOIGNE, 1985). Na ciclo adicio, apresentada na Figura 11, a reacdo do 0zdnio com
compostos insaturados proporciona a formacdo de ozonide. Em solucdo aquosa o

0z0Onio se decompde em aldeidos, cetonas e perdxido de hidrogénio.

T o o
O / \\\. \ 5 ¥
CHy ——— Oy g0 —O 0" — 0 0
\ 4 A,
c (& C C e C_
O ,.’/C O
(0] 0] o
\ // \\O
"C/' - HOO |
\. 3 C N\ ‘ N N l_’ ]
0 H/ﬂo”/ « Ho’/(\"_”/c 0+ H,0,
H H
H

Figura 11 — Reacéo de ciclo adi¢cdo do 0zéno
Fonte: Adaptado de LOPEZ (2004)

Na reacdo eletrofilica, 0 0z6nio reage com compostos com elevada densidade
eletrbnica, como compostos aromaticos, aminas, compostos de enxofre, entre outros,
como apresentado na Figura 12. Em compostos aromaticos a reacdo é ativada por
grupamentos doadores de elétrons, como -OH e -NH,, que auxiliam a substituicdo
eletrofilica.

A reacdo nucleofilica do ozbnio ocorre com compostos que possuem uma
escassez de elétrons. Essa reagdo ocorre particularmente em compostos de carbono com
grupamento -COOH e -NO,.
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H 050 OH

Figura 12 — Reagdo eletrofilica entre 0zdnio e um composto aromatico
Fonte: Adaptado de LOPEZ (2004)

A reacdo indireta com o composto quimico, por meio da decomposicdo do
ozbnio molecular em radical HO® e HO,®* pode ocorrer em trés etapas, a iniciacdo
radicalar, a propagacao e a finalizacdo, como apresentado na Figura 13.

A iniciacdo ocorre na presenca de ions OH e o0z6nio, que formam do anion
superoxido (*0,) e do radical hidroperoxila (HO,*), que estdo em equilibrio 4cido-base.

A propagacdo ocorre por protonacdo do radical *Oz. O radical *O3 se
decompdes em radicais HO®, que reagem com 0s compostos organicos e formam
radicais organicos. A presenca de O, proporciona a geragdo de ROO®, que reagem com
os radicais hidroperoxila (HO;*®) e geram o produto organico oxidado.

A finalizacdo ocorre por meio da reacdo de compostos organicos e inorganicos
com os radicais HO®, formando radicais secundarios que ndo produzem HO,® e *Oy
(STAEHELIN e HOIGNE, 1985).
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Figura 13 — Mecanismo de reagéo indireta do 0zonio
Fonte: STAEHELIN e HOIGNE (1985)

A influéncia da temperatura no mecanismo de ozonizacao se deve a solubilidade
do ozbnio, como apresentado na Figura 14. Em temperatura ambiente, a solubilidade do
0z0Onio em &gua é duas vezes menor do que a 0°C, assim, quanto menor a temperatura
maior a solubilidade (concentracdo) do ozénio em agua (VON SONNTAG e VON

GUNTEN, 2012). Para um processo de ozonizacdo eficiente, baixas temperaturas sdo

desejadas.
25 —
- 1 ‘
= o .
20 4 g N
= 1 e
< g LR | -
= g | ——
E 154 %
~ O 5
(s} 1 ‘
C Y
9 104 ‘
g |
D
0L,

0 10 2 30 40 50 60
Figura 14 — Solubilidade do ozbnio e do oxigénio em funcéo da temperatura
Fonte: VON SONNTAG e VON GUNTEN (2012)
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Com relacdo a composi¢cdo do meio, a presenca de compostos como ions
carbonato e bicarbonato e o &lcool t-butilico no meio, podem retardar a degradacéo de
poluentes. Os ions carbonato e bicarbonato, e o alcool t-butilico reagem com o radical
HO® e atuam como inibidores nas reacdes em cadeia (STAEHELIN e HOIGNE, 1985).

A salinidade do meio também pode reduzir a transferéncia do O3(g) para a fase
liguida. Em meios com concentracdo de NaCl de 40 a 100 mg/L observou-se que a
concentracdo de ozonio diminui quando a concentracdo de sal aumenta (SILVA et al.,
2009).

3.2.1.1.1. Degradacao de corante azo por 0zonizacao

A degradacdo e a remocdo de cor de corantes azo utilizando ozénio ocorre por
meio de ataque eletrofilico em locais que possuem elevada densidade de carga negativa,
como as ligacBes —N=N-. Desta forma, a ozonizacdo é um processo eficiente e que
ocorre rapidamente, como pode ser observado na Tabela 9, devido a degradagdo das
cadeias conjugadas responsavel por dar cor ao corante (TURHAN e OZTURKCAN,
2013).

Embora o processo de ozonizacao seja eficiente na remocao de cor, na Tabela 9
pode-se observar que a remocao de DQO e de COT ndo é elevada. Por exemplo, para o
corante preto reativo 5, Zheng et al. (2016) obtiveram apenas 20% de eficiéncia na
remocdo de COT. A baixa remocdo de DQO e COT pode ser devida a geracdo de
produtos intermediarios mais estaveis. Assim, a ozonizagdo pode levar a decomposicao
da estrutura, mas raramente mineraliza completamente os corantes a CO, e H,0O
(ZHENG et al., 2016).
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Tabela 9 — Remocéo de cor, DQO e COT de corantes azo por ozoniza¢ao

Classe do . Eficiéncia de A
Corante corante Condicéo de trabalho remocao (%) Referéncia
Eg(:\;ir?/zl ?(O Monoazo %aozgg::lg ?71:?19%3 ier(;]%% de Cor=92 ?2%?7\') etal
3B L/h; T= 24,85°C; pH= 6,52
Laranja Ceorante= 100 mg/L; tempo de | Cor = 97; COT | CASTRO et
. Monoazo ~ .
reativo 16 reacdo =5 min; O3 = 51 mg/L =48 al., (2016)
: Ceorante= 200 mg/L; tempo de ann.
pretoreatvo | piazo | reagdo = 60 min; O, = 53,33 CC‘gT‘ _1%%’ (22'3'1586 etal
mg/min; T =25°C; pH =8 -
Ceorante= 100 mg/L; tempo de
vermelno 1, 270 | reacio = 10 min; O, = 3,47 Cor=100 |ZHANGetal.
reativo 195 ST (2015)
L/min; pH=7,9
Ceorante= 500 mg/L; tempo de | Cor = 93; DQO )
?gzmglgo Monoazo |reagdo = 60 min; O3 =75 =65; COT = QIQN(Z%!\A{?
mg/L; pH=7 21 '
. Ceorante= 400 mg/L; tempo de _ . | TURHAN e
Ir_ezrt?\%am Monoazo | reagdo = 16 min; O; = 24 g‘ga f%% OZTURKCAN
mg/L.min; T=20°C - (2013)
Ceorante= 500 mg/L; tempo de -
Ver_melho Monoazo |reac¢do =90 min; O; = 16,6 Cor=80 GUNES etal.
reativo 239 mg/min: pH = 11 (2012)
Ceorante= 500 mg/L; tempo de -
Amgrelo Monoazo |reac¢do =90 min; O; = 16,6 Cor=90 GUNES etal.
reativo 176 . (2012)
mg/min; pH =11
Vermelho Diazo f;cgragg:_Zl(JgorT;%/#;éenlpg g € Cor=100; |ZHANG etal.
reativo 120 mg(/;L - TS DQO =44 |(2007)
— -4 .
Vermelho | | Seone” L3BA3 ML TETRO | cor = 96; COT | ZHAO et al
X-GRL §ao0 = 3T =57 (2004)

L/min; pH =5,75; T = 35°C

Com relacdo a

identificacdo dos produtos

intermediarios formados na

ozonizagdo e 0 mecanismo de degradagdo, Zhang et al. (2015) e Shen et al. (2017)

identificaram alguns produtos intermediarios e propuseram trés mecanismos de

degradacdo da ozonizagdo de corantes azo semelhantes ao vermelho reativo 239,

utilizado neste trabalho. Os produtos

apresentados na Tabela 10 e nas Figuras 15 e 16.

intermediarios € 0S mecanismos estio

Zhang et al. (2015) estudaram a degradacdo do corante vermelho reativo 195.

Dois mecanismos de degradacdo foram propostos, apresentados na Figura 15 (A) e (B),

indicam a geragdo de compostos semelhantes a triazina e fenol.
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Shen et al. (2017), propuseram o mecanismo de degradagdo do corante azo
vermelho reativo X-3B, apresentado na Figura 16. A degradacdo do corante vermelho
reativo X-3B por 0z6nio se inicia com a quebra da ligagdo —N=N- e —C—N-, gerando 0s
compostos nitrosobenzeno e naftaleno. Estes compostos foram entdo oxidados a
hidroquinona e &cido ftalico, respectivamente.

SO, Na

u%u N onl ‘
H ,,41\," l soH HaN u&N H
| . OO PN
. HN N NH
HO SOH
| |
OO H | oH
1 ' 1
. HCL ' ' '
Hy 6 v '
. oH NO; CO,; HCl v
0
v 0

COOH

Hi
0--- COOH
ol
Nt
HO Y 0
: 1
0 1

u
COOH . COOH
[ ------ > ,CH;COOH, €Oy | - .o » CH;COOH, €O,

COOH COOH COOH COOH

Figura 15 — Mecanismo de degradacéo proposto do corante vermelho reativo 195 por
ozbnio. A: via de degradacdo 1; B: via de degradacéao 2
Fonte: ZHANG et al. (2015)
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oH HOOC COOH
o |
HOOC COOH

Figura 16 — Mecanismo de degradacéao proposto do corante vermelho reativo X-3B por
ozonio/ultrassom

Fonte: SHEN et al. (2017)
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Tabela 10 — Produtos intermediérios sugeridos e observados na ozonizagéo de corantes

azo
Produto Laranja | Vermelho | Vermelho Vermelho Verm_elho
. . Estrutura . a . b . ¢ | reativo X- | reativo
intermediério reativo 16° | reativo 2° | direto 23 d e
3B 195
Acido oxalico jj X X X X -
a] OH
Acido acético X X X - -
CH,
< CH
Acido férmico F X X X - -
HO CHa
3-Buteno-2ol, 3- > \< i X i i i
metil-
HsC CH
Hall
Acetamida >: X - X - -
HiC
Ureéia )L - - X - -
HaM NH.
ﬁ/l\l
2-Butanol, oxima " \ﬁ/\% - X - - -
CHy
Uréia, tetrametila “C\,\.)LN/C“ - X - - -
I
Acido maleico :<_>: X - - X -
OH
Fenol ©/ - X - X -
Acetofenona @*m - X - - -
Nitrobenzeno @—ﬁ\ X X - - -
Benzeno-1,4-diol H O X - - X -
p-Benzoquinona :®: X X - X -
MH,
Anilina ©/ - X - - -
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Tabela 10 — Produtos intermediérios sugeridos e observados na ozonizagéo de corantes
azo — Continuacéaol

fenil-

Produto Laranja | Vermelho | Vermelho Vermelho Verm_elho
. o Estrutura . a . b . . | reativo X-| reativo
intermediério reativo 16° | reativo 2° | direto 23 3B¢ 195¢

1,2-Acido Benzeno
dicarboxilico éster @CW - X - - -
dietilico ’
Acido mandélico | - X - } -
Acido gentisico Q)L - X ; ] ]
Nitrosobenzeno Qu’/ | X X - . .
Acido ftalico @i . : X - X i
Acido oftéalico @:; X - - - -
Ftalatodimetila @i; / ‘ - X - - .
- [ /m!
Acido benzoico, 2-(1- .
oxopropil)-, éster . - - - - -
metilico
1-Naftol - - X X -

O-H
1,4-Naftalenoguinona - - - X X

(0]

[e]
2-Hidroxy-1,4- o
napftalenodiona ) ) . - }
o]

1,2-Naftoquinona ' - - - - -
Acido Butanodidico, @Cﬁ ) % ] ] ]
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Tabela 10 — Produtos intermediérios sugeridos e observados na ozonizagéo de corantes
azo — Continuacéo?2

Produto Laranja | Vermelho | Vermelho Vermelho Verm_elho
. . Estrutura . a . b . ¢ | reativo X- | reativo
intermediario reativo 16° | reativo 2° | direto 23 d e
3B 195
Naftaleno-2-acido
N - - X - -
sulfénico
4-amino-6-cloro- > - i i ) ) X
1,3,5-triazina-2-ol <
2-cloro-4,6- A~ i i ) ) X
diaminotriazina )\\\_J\
1,3 5-Triazina-2- I ) X ) % )
amina,4,6-dicloro- J\/)\
6-Acetilamino-3-
aminonaftaleno-2- 4 X - - - -
acido sulfonico ”""\<H

Fonte: TURHAN e OZTURKCAN (2013)% XIAN-BING et al. (2014)*; SONG et al. (2007)%;
SHEN et al. (2017)%; ZHANG et al. (2015)°

Na literatura, foram encontrados alguns trabalhos empregando remocdo de cor

de corantes azo e de corantes semelhantes ao vermelho reativo 239 (SHEN et al., 2017;
ZHANG 1., 2015; GUNES et al., 2012). Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos
em que fossem identificados os produtos intermediarios da ozonizacdo, bem como o
mecanismo de degradacao do corante vermelho reativo 239. Assim, ha a necessidade de
estudos a fim de identificar os produtos intermediarios da ozonizag¢do para uma melhor

compreensdo das etapas de reacao.

3.2.2. Processos Bioldgicos

Os processos bioldgicos tém sido extensivamente utilizados no tratamento de
efluentes devido ao baixo custo, 0 uso eventual de produtos quimicos e a elevada
capacidade de degradacdo. O tratamento de efluentes por processo bioldgicos pode ser
aerobio, andxico e anoxico. O objetivo do processo bioldgico no tratamento de efluentes
é a conversdo de compostos organicos, solidos coloidais em suspensdo e nutrientes,

como o nitrogénio e o fosforo em CO,, H,O e outros minerais (ADABJU, 2013).
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3.2.2.1. Reator de leito movel com biofilme (MBBR)

O reator de leito movel com biofilme foi desenvolvido na Noruega no final dos
anos 80 e inicio dos anos 90. Esta tecnologia une as melhores caracteristicas do
processo de lodos ativados e do processo com biofilme, em que, necessita de pequena
area e volume, utiliza todo o volume Util do reator para o crescimento de micro-
organismos, a perda de carga € reduzida, ndo necessita de reciclo de lodo e apresenta
elevada eficiéncia de remocdo de DBO, DQO e nitrogénio. Devido a todas essas
caracteristicas, 0 MBBR tem sido utilizado para o tratamento de efluentes domésticos e
industriais (LI et al., 2011; CALDERON et al., 2012; BASSIN et al., 2012).

No MBBR a biomassa cresce como flocos suspensos e biofilme, que se adere e
cresce em meio a suportes plasticos (biomedias) para a imobilizacdo da biomassa. Os
suportes plasticos, desenvolvidos pela Anox Kaldnes, sdo feitos de polietileno e tem a
forma de pequenos cilindros com uma cruz no interior e aletas longitudinais, como
apresentado na Figura 17 (BASSIN e DEZOTTI, 2008; ODEGAARD, 2006). A
biomedia K1, usada no MBBR, possui &rea superficial maior que 900 m*m?, densidade
de 0,96 g/cm®, 17 mm de diametro e 7 mm de altura. As biomedias possuem densidade
menor do que a agua e sdo mantidas em constante movimento no interior do reator, que
pode ser realizado por aeracdo em um reator aerébio ou por agitador mecanico, em um
reator anaerébio, como apresentado na Figura 18 (CALDERON et al, 2012; LEYVA-
DIAZ et al., 2013).

Figura 17 — Biomedia K1 usado no MBBR
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Figura 18 — Diagrama do MBBR aerdébio (a) e anaerébio (b)
Fonte: adaptado de LUO (2014)

O biofilme contido no MBBR é uma estrutura complexa heterogénea, composto
por agregados com diversas espécies microbianas, como bactérias, fungos e
protozoarios competidores por substrato, compostos por células e produtos celulares. O
biofilme cresce em biomedias com elevada area superficial, € imobilizado em uma
matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS), apresenta resisténcia a
desidratacéo e fica protegido de organismos predadores, possui maior atividade, maior
velocidade de crescimento e utilizacdo do substrato. Assim, é obtida uma elevada
eficiéncia de remocdo de poluentes em virtude da grande quantidade de biomassa em
um pequeno volume de reator (BASSIN e DEZOTT]I, 2008; GOODE, 2010).

A formagéo e o crescimento do biofilme sdo realizados por meio de diferentes
processos, como, o transporte de células livres do meio para o suporte e sua fixacao;
crescimento, producdo e excrecdo de EPS; adesdo de células e particulas do meio no
biofilme; e perda de células individuais ou de agregados maiores por erosdo, como
apresentado na Figural9 (BASSIN e DEZOTT]I, 2008).

o Meio liquido
@ & Pl
) . 4a. Perdas por erosio
Células bacterianas plancténicas
o 7 -
) Pt 4

4b. Perdas de
agregados

1.Adesdo , &
inicial

o 2. Crescimento, divisdo e Biofilme
Superficie producdo de EPS ocorrendo \ células
sdlida em todo o biofilme EPS

Figura 19 — Processos de formacéo do biofilme

Fonte: adaptado de XAVIER et al. (2003)
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A formagdo do biofilme é dependente das condi¢Bes hidrodinamicas, como o
cisalhamento, e da carga orgéanica aplicada. O cisalhamento é fungdo do numero de
particulas presentes, que auxilia na reducdo da espessura do biofilme devido a
velocidade de crescimento e a presenca de reentrancias no biofilme. A carga organica
aplicada, quando elevada, influéncia na producdo de biomassa e na densidade do
biofilme, proporcionando o aumento da espessura do biofilme (BASSIN e DEZOTTI,
2008).

O transporte de componentes como, matéria organica, micronutrientes e
oxigénio do meio liquido até o biofilme € realizado por meio de adsorcdo na superficie
do biofilme, por difusdo na interface liquido/biofilme e também por difusdo no biofilme
(GOODE, 2010). Os processos de transporte e degradacdo e remocdo de compostos

organicos e inorganicos estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — Representacdo esquematica dos processos envolvidos no transporte de
degradacdo em biofilmes

Fonte: adaptado de Dezotti et al. (2018)
E importante observar que, quando se trata do processo aerdbio, é desejado

biofilme fino (< 150 um), devido a limitacdo difusiva e baixa penetracdo de oxigénio
em biofilme espesso (BASSIN e DEZOTTI, 2008).

3.2.2.1.1. Degradacdo de matéria organica por processo biologico

A remocdo de matéria organica ocorre por meio do metabolismo de micro-
organismos aerobios e esta fundamentada na presenca de um doador de elétrons e de um
aceptor final de elétrons. As reacOes para a degradacéo de matéria organica pode ocorrer
por catabolismo ou anabolismo. O catabolismo consiste na diferenca de potencial de
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Oxido-reducdo do receptor e do doador de elétrons, que proporciona a oxidagdo dos
compostos organicos a CO, e H,0 e a liberagdo de energia na forma de ATP, que pode
ser observado na Figura 21. O anabolismo consiste na utilizacdo da energia proveniente
do catabolismo para sintetizar novas células microbianas (BASSIN e DEZOTT]I, 2008;
TEBBUTT, 1998).

Compostos ADP ATP
organicos
> Elétrons —> 0O,
CO,

Figura 21 — Representacdo simplificada da degradacao de matéria organica aerébia
Fonte: adaptado de TEBBUTT et al. (1998)

As etapas da degradacdo de matéria organica por micro-organismos aerobios,
apresentada na Figura 22, ocorre por meio da adsorcdo e absorcdo dos poluentes
organicos coloidais ou sollveis, em que os compostos adsorvidos sdo degradados a
compostos mais simples por acdo enzimatica extracelular, a seguir ocorre a
metabolizacdo dos compostos no interior celular dos micro-organismos por meio de
reacOes bioquimicas que fornecem energia na forma de ATP. Posteriormente, ocorre a
auto-oxidacao celular, em que retorna diversos produtos organicos ao meio (BASSIN e
DEZOTTI, 2008; TEBBUTT, 1998).
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Produtos da

metabolizagao

Figura 22 — Etapas da degradacao de matéria organica aerébia
Fonte: adaptado de TEBBUTT et al. (1998)

As condicOes operacionais para a eficiente degradacdo de matéria organica estédo
apresentadas na Tabela 11. Deve ser considerado que em condi¢cdes com deficiéncia de
matéria organica pode ocorrer a respiracdo enddgena, que é a oxidacdo da massa celular
a compostos inorganicos (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

Tabela 11 — CondigGes operacionais para a remoc¢éo de matéria organica

pH 6-8

Temperatura 10°C — 40°C

Oxigénio dissolvido 2 mg/L — 5 mg/L

Nutrientes DBO:N:P =100:5:1
Micronutrientes Fe, Mn, Cu, Zn, entre outros.

Fonte: TCHOBANOGLOUS et al. (2003)

3.2.2.1.2. Remocdo de nitrogénio por processo bioldgico

O nitrogénio é um nutriente essencial para o crescimento de microorganismos,
plantas, animais e fator importante na sintese das proteinas e do DNA. Os
microorganismos necessitam do nitrogénio incorporado em compostos organicos
(aminoéacidos e proteinas), enquanto as plantas e algas necessitam de nitrogénio na
forma de fons nitrato (NO3) ou fons amonio (NH;) (MARTINS et al., 2003;
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TCHOBANOGLOUS et al., 2003). Contudo, 0 excesso de nitrogénio presente nos
corpos hidricos pode proporcionar o crescimento excessivo de micro-organismos, algas
e plantas, causando a eutrofizacdo de corpos hidricos (BASSIN e DEZOTT]I, 2008).

O nitrogénio esta presente nos efluentes e corpos hidricos na forma de amonia
(NH3), amonio (NHy), nitrito (NOy), nitrato (NOs) e nitrogénio gasoso (N2) e nitrogénio
orgénico, como a uréia, aminoacidos e compostos organicos. A aménia pode estar
presente na forma de ion aménio (NH,) ou dissolvida como aménia livre (NH3). Estas
duas formas estdo em equilibrio e a sua concentracdo depende do pH, conforme
apresentado na Equacéo 5 e na Figura 23 (TCHOBANOGLOUS et al., 2003).

NH} & NH; + H* (5)

Quando a concentracdo de ion hidrogénio for suficientemente alta, ou o pH
menor ou igual a 7,2, o equilibrio serd deslocado para a esquerda da Equacdo 5. Por
outro lado, para valores de pH mais elevados, o equilibrio ser& deslocado para a direita

da Equacdo 5, condicdo em que a concentracdo de amdnia livre sera maior.
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Figura 23 — Equilibrio quimico da aménia em fung¢éo do pH
Fonte: adaptado de TCHOBANOGLOUS et al. (2003)

A degradacéo bioldgica de substancias que contém nitrogénio ocorre por meio
dos processos de assimilagdo, amonificacdo, nitrificagcdo e desnitrificacdo, como pode

ser observado de acordo com as conversdes do nitrogénio apresentadas na Figura 24.
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Figura 24 — Converséo de compostos nitrogenados em processo biolégico aerdbio
Fonte: adaptado de BASSIN e DEZOTTI (2008)

A assimilacdo da amonia é o processo em que NH3z ou o NH4" sdo absorvidos
por bactérias decompositoras, tornando-se parte de sua biomassa sob a forma de
compostos de nitrogénio organico. A amonificacdo € a quebra de compostos de
organicos nitrogenados por meio de bactérias decompositoras em NHz ou NH;"
(JAFFE, 2000; MARTINS et al., 2003; TCHOBANOGLOUS et al., 2003; VON
SPERLING, 1996).

A nitrificacdo é a juncdo de dois processos de transformacdo, a nitritacdo e a
nitratacdo. A nitritacdo ocorre por meio da conversdo do NHjz em nitrito (NOy),
apresentada nas Equacbes 6 e 7, e € realizada por bactérias oxidadoras de amdnia
(BOA) dos géneros Nitrosomonas e Nitrosococcus. Na reacdo apresentada na Equacao
6, a amonia é oxidada em hidroxilamina por meio da aménia monooxigenase (AMO).
Na Equacéo 7, a hidroxilamina oxidoredutase (HAO) oxida a hidroxilamina a nitrito.
Nessas reacOes, a amoénia é utilizada como doadora de elétrons pela BOA e o aceptor
final de elétrons é o oxigénio. A Equacédo 8 apresenta a reacao de oxidacdo da aménia a
nitrito (BERNET e SPERANDIO, 2009; BOCK e WAGNER, 2013).

NH; + 2H* + 2e~ + 0, » NH,OH + H,0 (6)
NH,OH + H,0 —» HNO, + 4H* + 4e~ (7)
NH; + 1,50, - NO; + H;07 (8)
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A nitratacdo é a oxidacdo do nitrito em nitrato (NOj3’) realizada por bactérias
quimiossintetizantes oxidadoras de nitrito (BON) do género Nitrobacter. A reacdo de
nitritacéo é apresentada na Equacdo 9 (BERNET e SPERANDIO, 2009).

NO; + 0,50, — NO3 (9)

A desnitrificacdo ocorre pela reducdo de compostos nitrogenados oxidados
(NO; e NO3) a N2 ou N,O, geralmente em sua forma gasosa, por meio de bactérias
heterotréficas andxicas que usam a matéria organica como agente redutor.

Para que a remogdo de nitrogénio por processo biolégico seja eficiente, além dos
processos de conversdo de nitrogénio é importante considerar alguns fatores que podem
influenciar a eficiéncia do processo de nitrificagdo, como o pH, temperatura,
concentracdo de oxigénio dissolvido e concentracdo de substrato (BASSIN et al., 2012).
As condicOes ideais para um eficiente processo de nitrificagdo em sistemas de
tratamento bioldgico de efluentes estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 — CondigGes operacionais para a remogéo de nitrogénio
pH 7,5-8
Temperatura 28°C — 36°C
Oxigénio dissolvido 3 mg/L — 4 mg/L
Fonte: TCHOBANOGLOUS et al. (2003); BERNET e SPERANDIO (2009)

No processo bioldgico, as bactérias nitrificantes sdo influenciadas pela
temperatura e possuem caracteristica mesofilicas e a temperatura 6tima para o seu
crescimento € entre 28 e 36°C. A nitrificacdo ainda é possivel, com menor taxa de
crescimento, em temperatura de 5°C. Deve ser considerado que a temperatura e a taxa
de crescimento das bactérias oxidadoras de amoénia e de nitrito é diferente.
Temperaturas acima de 15°C proporcionam uma maior taxa de crescimento das BOA do
que das BON.

O pH ideal do meio para o processo de nitrificacdo ideal sdo em condigOes
neutras a moderadamente alcalinas com pH entre 7,5 a 8. Contudo, a nitrificacdo pode
ocorrer em meios acidos em biofilmes e reatores de biomassa suspensa (BERNET e
SPERANDIO, 2009).

As bactérias nitrificantes sdo sensiveis a baixa concentracdo de oxigénio devido
a sua elevada afinidade por oxigénio, mas como podem estar presentes em agregados ou

biofilmes, a concentracdo de oxigénio real pode ser menor do que a concentracdo de
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oxigénio dissolvida no meio. Contudo, baixas concentragdes de oxigénio dissolvido de
0,2 a 0,5 mg/L podem limitar o crescimento de BON e proporcionar a nitrificacdo e
desnitrificagcdo simultaneas em um mesmo meio (BERNET e SPERANDIO, 2009).

A presenca de compostos organicos e inorganicos, mesmo em concentracdes
baixas, podem causar a inibicdo da taxa de nitrificacdo e a morte das bactérias
nitrificantes em sistemas de tratamento bioldgico de efluentes. Estes compostos sdo
solventes organicos, aminas, proteinas, taninos, compostos fendlicos, alcoois, cianatos,
éteres, carbamatos, benzeno e compostos nitrogenados (TCHOBANOGLOUS et
al.,2003).

Os compostos nitrogenados estdo relacionadas ao pH do meio e o equilibrio
entre o ion amoénio e a amonia livre e o nitrito e acido nitroso. A amonia livre e o &cido
nitroso podem inibir a nitrificacdo. As relacdes de inibicdo podem ser observadas na
Figura 25. Alguns autores afirmam que a concentragdo de amonia livre pode ser
inibidora para as Nitrossomonas em concentragdes variando de 3,5 a 50 mg/L (WONG-
CHONG e LOEHR, 1978; FORD et. al., 1980; ABELING e SEYFRIED, 1992).
FERREIRA (2000) afirma que a concentracdo de NH3 de 10 a 150 mg/L ¢ inibidora
para as Nitrossomonas, enquanto que 0,1 a 1,0 mg/L é inibidora para as Nitrobacter
(oxidacéo do nitrito).
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Figura 25 — Relagdo entre as concentrac¢des de amonia livre (NH3) e acido nitroso (HNO,)
na inibicdo das bactérias nitrificantes. Zona 1 = inibi¢cdo da nitrosaco e nitratacédo por
NHs; Zona 2 = inibicdo da nitratacdo por NHs; Zona 3 = completa nitrificacdo; Zona 4 =
inibicao da nitratacéo por HNO..

Fonte: adaptado de ANTHONISEN et al. (1976)
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De acordo com McCarthy (1999), os compostos N heterociclicos podem inibir
as bactérias nitrificantes. Maior inibi¢&o da nitrificacdo por compostos contendo 2 ou 3
atomos de nitrogénio adjacentes foi observada em compostos com nitrogénio néo
adjacentes ou apenas um nitrogénio no anel aromatico. Contudo, a presenca de cloro ou
triclorometila ligados ao anel aromatico com nitrogénio pode potencializar a inibi¢do da
nitrificacdo, devido ao cloro ser ativado por substituicdo nucleofilica e o pka do
nitrogénio adjacente ser reduzido.

Tomnlinson et al. (1966) e Hockenburu e Grady (1977) também estudaram e
identificaram diversos compostos inibidores as bactérias Nitrosomonas, que s&o
apresentados na Tabela 13. De acordo com 0s autores, estes compostos competem pelo
sitio ativo da enzima que se liga a amdnia, inibindo-as. Assim, aminas, anilinas,
compostos de enxofre como a tiouréia, cianeto e fenois sdo potencialmente inibidores
para a reacao de nitrificagéo.

A nitrificacdo em sistemas com biofilme ocorre por difusdo, o que possibilita a
formacdo de micro-habitats. As BOA criam gradientes de nitrito, proporcionando a
formacdo de grupos e a estratificacio de BON, permitindo que haja bactérias
nitrificantes em toda a matriz do biofilme (YOUNG, 2017). As bactérias nitrificantes
possuem uma taxa de crescimento menor do que as bactérias heterotroficas devido a sua
fonte de energia (compostos inorganicos) e a necessidade de elevada energia para a
conversdo de carbono inorganico para o uso celular. No entanto as BOA possuem uma
taxa de crescimento ligeiramente mais rapida do que a BON, o que pode causar
instabilidade no processo de nitrificagdo e a ocorréncia de biofilmes finos, onde o
espaco é limitado. Assim, é importante manter o equilibrio entre as bactérias
nitrificantes BOA, BON e as bactérias heterotroficas. Em biofilmes espessos zonas
anaerdbias podem aparecer e a atividade nitrificante pode ser limitada pela difusdo no
biofilme, em que o oxigénio pode penetrar até 200 um do biofilme (EDEFELL, 2017).
A baixa relacdo carbono/nitrogénio em sistema com biofilme que possui um elevado
periodo de retencdo de solidos pode compensar os fatores limitantes para a reacdo de
nitrificacdo (BASSIN et al., 2012).
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Tabela 13 — Efeito inibidor de compostos organicos na oxida¢do da amonia

Compostos Concentrag_éo_parajnibigao de
75% da nitrificacdo (mg/L)

Tiouréia 0,076
Tioacetamide 0,53
Tiosemicarbazida 0,18
Isotiocianato de metila 0,8
Isotiocianato de alil 1,9
Ditio-oxamida 1,1
Tiocianato de potassio 300
Ditiocarbamato metila de sodio 0,9
Ditiocarbamato dimetila de sodio 13,6
Dirpeyilditiocarbamato de dimetil 19.3
aménio
Cic!opentametiIenoditiocarbamato de 23
sédio
C_iclo_pen?ametiIenoditiocarbamato de 57
piperidinio
Sulfato de metila tiurdnio 6,5
Cloreto de benzil tiurénio 49
Monosulfeto tetrametil tiuram 16
Dissulfeto tetrametil tiuram 30
Mercaptobenzotiazol 3
Dissulfeto benzotiazol 38
Fenol 5,6
0-cresol 12,8
m-cresol 11,4
p-cresol 16,5
Anilina 7,7
2-4 dinitrofenol 460
Acool alilico 19,5
Cloreto de alil 180
Eter di-alil 100
Cianeto de sodio 0,65
Dimetil p-nitroso-anilina 19
Carbonato de guananidina 16,5

Fonte: TOMLINSON et al. (1966)

3.2.2.1.3. Degradacdo de corantes azo por processo biolégico

A remocao de corantes azo por processo bioldgico pode ocorrer por meio da
adsorcdo na biomassa ou por biodegradacdo. O mecanismo de biossorc¢ao é semelhante

a outros mecanismos de adsorc¢éo fisica, ndo sendo adequado ao longo do tempo devido
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a saturacdo da biomassa e a disposi¢do final da mesma com corante ndo degradado.
Entretanto, a biossorcdo € primeira fase na reducdo biolégica dos corantes azo
(PEARCE et al., 2003).

O processo de degradacdo dos corantes azo pode ser anaerdbio, aerébio ou
envolver uma combinagdo dos dois processos. Para que o processo aerobio seja
eficiente na degradacdo do corante, as bactérias necessitam ser adaptadas por um longo
periodo de tempo na presenca de um corante azo simples. Os micro-organismos
aerobios sintetizam uma azo-redutase especifica e em condigdes controladas, pode
realizar a degradagdo e a quebra do grupo azo. Entretanto, no processo anaerébio, as
bactérias ndo necessitam de adaptacdo devido ao seu carater inespecifico em relagdo aos
corantes azo. Assim, 0 processo anaerdbio é mais utilizando na degradacao de corantes
azo (PEARCE et al., 2003).

Chengalroyen e Dabbs (2013) apresentam algumas hip6teses com relagdo ao
mecanismo de degradacdo de corantes azo. A degradacdo pode ser realizada por
enzimas intracelulares e extracelulares, ou por meio da reducdo extracelular
inespecifica.

A primeira hip6tese dos mecanismos propde uma transferéncia de elétrons
produzidos durante a geracdo da ATP para o corante, a qual ocorre por meio de enzimas
via reacdo catabolica. O corante atua como aceptor final de elétrons e induz a quebra da
ligacdo azo. A segunda hipotese indica que a quebra da ligacdo azo ocorre por meio da
reducdo ocasionada pelos produtos finais do catabolismo bacteriano. Estas hipoteses
podem ser observadas nas Figuras 26 e 27 (PEARCE et al., 2003; PANDEY et al.,
2007).

Quando estes mecanismos ocorrem em condicdo anaerobia, ha quebra da ligacao
azo que pode formar produtos toxicos e carcinogénicos, como por exemplo, as aminas
aromaticas. Assim, para solucionar este problema, pode ser realizado um sistema
aerobio posterior ao sistema anaerébio, em que 0s subprodutos téxicos gerados em
condicdo anaerdbia sdo degradados pelo sistema aerébio (Figura 28)
(CHENGALROYEN e DABBS, 2013).
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elétrons
b=bactéria (enzimas)
£ -Aminas
So aromaticas

Figura 26 — Mecanismos de degradacao bioldgica do corante azo
Fonte: PANDEY et al. (2007)
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Figura 27 — Mecanismo de degradacéo do corante azo via mediador redox
Fonte: PEARCE et al. (2003)



Processo anaerobio Processo aerdbio

CO, + H,0 + NH,

Auto-oxidagdo

Figura 28 — Degradacao dos corantes azo e aminas aromaticas sob condi¢des anaerébia e
aerobia
Fonte: VAN DER ZEE e VILLA VERDE (2005)

Para que a degradacdo dos corantes azo por processo bioldgico seja eficiente,
além do conhecimento dos mecanismos de degradacdo € importante considerar alguns
fatores que podem influenciar a eficiéncia do processo, como a concentracdo de
oxigénio dissolvido, pH, temperatura, tempo de retencdo hidraulica e concentracdo do
corante.

A concentracdo de oxigénio na remocao de cor é um fator relevante, visto que a
remocao de corante é realizada em ambiente anaerdbio. A presenca de oxigénio em
elevada concentracdo pode inibir o mecanismo de reducdo do corante, em que 0sS
elétrons utilizados na oxidacdo serdo preferencialmente usados na reducdo do oxigénio
ao invés do corante (PEARCE et al, 2003; SARATALE et al, 2011). Desta forma, pode
ser observado que todos o0s processos apresentados na Tabela 14 sdo anaerdbios
seguidos de aerobios.

O pH 6timo do meio para a degradacao de corantes é entre de 6 a 10 e a taxa de
remogédo de cor decresce em meios muito acidos ou muito alcalinos (PEARCE et al.,
2003). Deve ser considerado que a degradacéo biologica da ligacdo azo resulta em um

aumento do pH, devido a formacdo de metabolitos como as aminas, que sd80 mais
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alcalinas do que o corante azo original. Contudo, essa variacdo no pH é de 7a 9,5 e
ocasiona pouco efeito a degradacédo de corantes azo (PEARCE et al, 2003; SARATALE

et al., 2011). Na Tabela 14, pode ser observado que todos os autores empregaram pH

neutro e obtiveram elevada eficiéncia na remocao de cor na degradacéo de corantes azo.

Apenas Naimabadi et al. (2009) obtiveram um pequeno decréscimo na remocao de cor,

que pode ser proveniente da aplicacdo do pH menor que a faixa ideal.

Tabela 14 — Remocdao de corantes azo por processo bioldgico

Corante Classe do Reator Condicéo de trabalho EfICIerlCIa de Referéncia
corante remocao (%)
- 0,=3mg/L; TRH =
Vermelno |, | RBS 218I00I0€ 5 75 ; Ccorante = 100 | Cor=98; | KOUPAIE et
acido 18 1 mg/L;pH=75;T = DQO =80 |[al.(2011)
aerobio
35°C
Reator de
. biofilme 0,=80L/h; TRH = Cor = 90;
Ir_ezrt?\r;f)ale Monoazo anaerobio, 3,85 d; Ccorante = 25 DQO =90; (SZPO?S)NI etal.
Reator andxico e | mg/L; pH =7; T = 20°C NH," =85
MBR aerébio
Violeta -~ TRH = 0,83 d; Ccorante _ .
brilhante Monoazo RBSaaer:g%ri(())blo 1= 100 mg/L; pH =7,2; g(g(; }%% 8&'; etal.
remazol 5R T =25C -
Vermelho Monoazo Reator anaerébio -:rlROl_(; :ngl; /dL;, (;cHor:ar;tt; a Cor = 89; NAIMABADI
reativo 2 e Lodos ativados 7.2:T = 350C DQO =90 |[etal. (2009)
Vermelho . uAsBesBr |Q2S28MILTRH=1 1 o) g6 [DASILVAet
Congo Diazo aerébio d; Ccorante = 400 mg/L; DQO =60 |al. (2012)
pH=7,T=27°C )
TRH = 3,2 d; Ccorante
. . _ N Cor = 99; KARATAS et
Preto reativo 5 Diazo UASB e RAAC ; éggcmg/L, pH=7;T DQO = 86 al. (2010)
Biorreator
Preto amino Diazo anaerobio- TRH =1 d; Ccorante = Cor =100 ZHU et al.
aerobio- 30, 45 e 60 mg/L DQO =85 (2018)
sedimentagéo
Reator em
Preto acido Diazo batelada TRH =2 d; Ccorante = Cor =65 REDDY et al.
10B sequencial 1.250 mg/L, pH=7 DQO =69 (2018)
(PDBR)
Amarelo ouro Monoazo UASB e Lodo -l(;SO'-I!aT]t](; c_ie5(())r3;]3(jl_ T Cor=85 BAHIA et al.
remazol ativado N gL DQO =90 |(2018)

=16a29°C

Com relacdo a temperatura, Pearce et al. (2003) afirma que a remocao de cor

corresponde a temperatura 6tima para o crescimento da cultura celular, que esta entre 35

a 45°C. Temperaturas maiores que 45°C podem afetar a viabilidade celular e causar

desnaturacdo da enzima azo redutase, entretanto, células bacterianas podem ser
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aclimatadas e podem permanecer ativas durante curto periodo de tempo na temperatura
de 60°C. Na Tabela 14, pode ser observado que alguns estudos, como o de Spagni et al.
(2010) e Cirik et al. (2013) obtiveram uma alta eficiéncia na remocao de cor, apesar de
empregarem temperaturas menores de 35°C.

O tempo de retencdo hidraulica (TRH) é um fator importante na remogé&o de cor,
devido a velocidade lenta dos micro-organismos anaerdébios. Assim, é necessaria a
aplicacdo de um elevado TRH para a atividade das enzimas responsaveis pela quebra da
ligacdo azo (VAN DER ZEE e VILLAVERDE, 2005; POPLI e PATEL, 2015). Nos
diversos estudos apresentados na Tabela 14, foram empregados TRHs de 0,83 a 3,85
dias, que corroboram com a informacéo de VVan Der Zee e Villaverde (2005).

Os corantes azo possuem baixa concentracdo de carbono para uma eficiente
degradacédo bioldgica. Portanto, uma fonte extra de carbono é necessaria. O carbono,
como substrato primario é essencial para a sobrevivéncia e crescimento dos micro-
organismos, como fonte de energia e fundamental na remogéo de corante, uma vez que
ha necessidade de um doador de elétrons para a quebra da ligacdo azo. Os elétrons sdo
obtidos a partir da oxidacdo do carbono e transferidos para o corante azo via mediadores
redox, proporcionando a degradacdo do corante. As fontes de carbono mais utilizadas
sdo o acetato, etanol, levedura e glicose (POPLI e PATEL, 2015). De acordo com Van
Der Zee e Villaverde (2005), sdo necessarios 4 doadores de elétrons para reduzir a
ligacdo azo, resultando em 32 mg de DQO por mmol de corante azo.

Outro fator que pode influenciar na remocéo de cor é a concentracdo do corante.
Em elevada concentracdo, o corante pode ser toxico as bactérias e bloquear os sitios
ativos das enzimas azo redutase (SARATALE et al., 2011; POPLI e PATEL, 2015).
Contudo, a capacidade da enzima em reconhecer o substrato de forma eficiente pode
afetar o processo, quando aplicadas concentracGes muito baixas de corante (PEARCE et
al., 2003).

A estrutura do corante azo também pode influenciar no processo, em que a
remogdo de corantes azo € maior em corantes com estruturas mais simples, menor
massa molar e com apenas uma ligagdo azo (PEARCE et al., 2003; SARATALE et al.,
2011). Corantes azo com grupos receptores de elétrons, como o grupamento -SO3H e -
SO,NH; nas posicdes orto e para, sdo mais faceis de serem degradados do que corantes
com grupos doadores de elétrons, como o grupamento -NH- triazina na posi¢do meta. A
posicdo orto e para dos grupamentos proporciona um efeito de ressonancia e torna a

ligacdo azo mais apta a reducdo (SOLIS et al., 2012).
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3.2.3. Associacao de Processos Oxidativos e Bioldgicos

Os processos de ozonizacao e biologico por reator MBBR podem ser associados
com o objetivo de alcancar elevada eficiéncia para a remogéo de cor (MONTANO et
al., 2008; LU et al.,2009; DE SOUZA et al., 2010; PUNZI et al., 2015; CASTRO et al.,
2016; SHAAR et al., 2010). Contudo, alguns fatores devem ser considerados para que a
associacdo destes processos se torne interessante.

Para a degradacdo de corante azo alguns fatores ja mencionados como, 0 custo
elevado do processo de ozonizacdo para a completa mineralizacdo, a ineficiéncia da
remogdo de cor via processo biolégico aerdbio, a formacdo de aminas aromaticas
toxicas no processo biolégico anaerdbio e a cinética lenta do processo anaerobio devem
ser levados em conta.

A o0zonizagdo como processo para a remocao de cor pode ser eficiente, uma vez
que é aplicada por curto intervalo de tempo e em baixas dosagens, devido a sua
seletividade na quebra de estruturas com elevada densidade eletrénica. A ozonizagdo
também pode aumentar a biodegradabilidade dos corantes azo, que podem ser
degradados por um processo bioldgico posterior. O processo bioldgico é eficiente na
remocao de diversos compostos, que pode entdo realizar a degradacéo dos produtos do
corante azo gerados na 0zonizagéao.

Na Tabela 15 estd apresentada a remocdo de corantes azo por pProcessos
bioldgico e oxidativos associados. Pode ser observado que a associa¢do entre 0 processo
oxidativo por ozonizagéo e o processo bioldgico foi eficiente em todos os estudos, tendo
sido utilizados para a remocéo de cor ou para a degradacdo dos produtos intermediarios.

Entretanto, apds pesquisa extensiva ndo foi encontrada nenhuma referéncia
sobre a associa¢do entre 0 processo de 0zonizagdo e 0 processo bioldgico por MBBR na
remocdo do corante vermelho reativo 239, a degradacdo de seus produtos intermediarios

e possiveis interferéncias na remog&o de nitrogénio.
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Tabela 15 — Remocao de corante azo por processos oxidativos e bioldgicos associados

Processo para remocéo de cor

Processo para degradacdo dos produtos

intermediarios

Classe do A
Corante | = nte Eficiéncia . Eficiéncia | Referéncia
- ~ ~ Condicéo de ~
Processo | Condicoes de operagdo | de remogao Processo de remocao
trabalho
(%) (%)
Reator Reator batelada estéatico; Tempo de reacdo =
Vermelho . |SST=238g/L; Ccorante= | Cor=92; . | SOV _ MONTARNO
reativo 238 | WON0AZO0 | Anaerobio e | ooy 4 onh gatas ey - T| DQO =45, | OZOnizagdo | 150min; pH =105 | DQO=83 |\ " o0g)
aerobio - T T =23°C
=50 dias; T = 37°C
Vermelho Ceorante= 50 mg/L; tempo S
. N : - Carga hidraulica =
reativo .« |dereagdo = 120 min; O; Cor=98; | Reator aerobio de 33 0 T — 90 . _ LU etal.
brilhante Monoazo | Ozonizagao | _ 34mg/L; pH=11;T = DQO =25 | fluxo ascendente géicr:n fm".d; T=20-1 DQO =90 (2009)
X-3B 25°C '
Dois Cos= 0,52 g/L e 0,78
Vermelho . reatores | Ceorante= 500 mg/L; TRH Cor = 100; L 03™ ™ " _ PUNZI et al.
Remazol Diazo anaerobios | =2 - 6 dias; DQO =60 Ozonizagao glli,et%mmpi?] de reagdo | DQO =50 (2015)
sequenciais -
_ _ TRH = 6h; Biomedia

Laranja Monoazo | Ozonizagdo ngo;gg_égo—OSmr%h ;t:e mEO Cor =97, MBBR aerébio | K1; Fragdo de DQO =94 CASTRO et
reativo 16 ¢ cao = ~08= | coT =48 preenchimento = =% lal, (2016)

51 mg/L

40%
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. EFLUENTE SINTETICO

Para o desenvolvimento deste estudo, foi utilizado o corante azo vermelho
reativo 239, adquirido da Oficina de Tintas, com pureza de 95%. As propriedades do
corante VR239 estéo descritas no item 3.1.3.1.

A solucdo do corante VR239 foi preparada com uma concentragdo de 50 mg/L
em meio tamponado para pH 3, 7 e 10, utilizando &cido cloridrico 0,1 M, tampéo
fosfato 0,1 M e hidroxido de sodio 0,1 M, de acordo com o pH desejado.

A composicao do meio sintético utilizado esté apresentada na Tabela 16.

O efluente de alimentacdo do sistema biol6gico, detalhado no item 4.2.2, foi
obtido por meio da mistura do meio sintético e da solucdo de corante VR 239 (bruta ou
previamente ozonizada), sendo essa Ultima obtida a partir do tratamento descrito no
item 4.2.1.

Tabela 16 — Meio sintético utilizado no MBBR

Composto Concentracao
Glicose 400 mg/L de DQO
Bicarbonato de sddio 270 mg/L
NH,"-N 30 mg/L

Fosfato de potéssio
dibasico (K;HPOy)
Fosfato de potéssio
monobasico (KH,PO,)
Micronutrientes (solucéo
de elementos trago)
®Proporcdo da solucédo de micronutrientes para cada litro de meio preparado

4,45 mg/L de Fésforo

4,55 mg/L de Fosforo

0,5 mL/L?
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4.2. PROCESSOS DE TRATAMENTO PARA A DEGRADACAO DO VR 239 E
METABOLIZACAO DE SEUS SUBPRODUTOS

A degradacéo do corante VR 239 foi realizada pelo processo de ozonizacéo. Por
sua vez, a solugéo de corante ozonizada contendo os produtos resultantes da ozonizagéo
foi submetida ao pds-tratamento bioldgico em um reator de leito movel com biofilme
(MBBR). A operacéo do sistema bioldgico foi dividida em duas fases (Fase 1 e Fase 2)
as quais se diferenciam pelo nimero de reatores (apenas um na Fase 1 e dois reatores
em série na Fase 2). O sistema de ozonizacdo empregado juntamente com todo o
aparato experimental esta ilustrado na Figura 29. O sistema MBBR e seus componentes

estdo apresentados na Figura 30.
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Figura 29 — Processo de tratamento do corante VR 239 por ozonizagéo.
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Figura 30 — Processo de tratamento do corante VR 239 por um MBBR na Fase 1 e dois MBBRs em série na Fase 2
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4.2.1. Ozonizagao

Para os ensaios de ozonizacdo, foi utilizado um reator cilindrico de vidro, com
volume de 2 L, e dois lavadores de gases em série com volume de 1 L contendo 200 mL
de solugdo de iodeto de potassio (KI) na concentracdo de 2%, como apresentado na
Figura 31. O gerador de ozonio utilizado é da marca Ozone & Life, modelo 3.0 RM.

R
o ST

Figura 31 -

Sistema de ozonizagdo: A) gerador de 0zonio; B) reator de ozonizacéo; C e D)
lavador de gas com solucéo de Kl a 2%

A solucdo de iodeto de potassio contida nos dois lavadores de gases foi utilizada
para quantificar o 0zénio na entrada do reator, quantificar a demanda de 0z6nio nos
intervalos de tempo de reacdo e para capturar o ozonio residual, de acordo com o
método 2350E (APHA, 2005). Para a medida da dose de ozénio, o recipiente B foi
retirado e 0 0zonio foi alimentado diretamente nos recipientes C e D.

A solucdo de iodeto de potéssio contida nos lavadores de gas reage com o
0zo6nio formando o iodo, que apresenta coloragéo castanha. Posteriormente, a solucéo de
iodeto de potassio, apds a ozonizacao, foi acidificada com 10 mL de &cido sulfdrico 2 M
e foi realizada a titulacdo com tiossulfato de so6dio 0,1 N até se obter a cor amarelo
palha. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solugdo de amido 1% de modo a tornar a
solucdo azulada e a titulagho com tiossulfato de sodio 0,1 N prosseguiu até o
desaparecimento da cor.

Utilizando o volume gasto de tiossulfato de sodio na titulacdo, a dose e a
demanda de ozonio podem ser calculadas por meio das Equacbes 5 e 6,
respectivamente. A concentracdo de 0zonio na entrada do reator foi obtida por meio da

divisdo da dose de oz6nio pelo fluxo de géas utilizado, isto é, 1 L/min.
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Dose (::i):(A-l_B);jNXM (5)
Em que:
A = Volume gasto de tiossulfato de sddio no recipiente C com KI (mL);
B = Volume gasto de tiossulfato de sddio no recipiente D com KI (mL);
N = Normalidade da solucéo de tiossulfato de sodio;
T = Tempo de ozonizagdo (min)
m m C XN X 24
Demanda (m—gl) = Dose (mi) — T (6)

Em que:
C = Volume gasto de tiossulfato de sddio nos recipientes C e D com KI (mL);
N = Normalidade da solucéo de tiossulfato de sodio;

T = Tempo de ozonizagao (min)

Os ensaios de ozonizagdo para a degradacdo do corante VR 239 foram
realizados em batelada e a temperatura ambiente (25 + 2 °C). A solugdo de corante
contendo 50 mgVR 239/L foi preparada em meio tamponado para valores de pH 3, 7 e
10, com é&cido cloridrico 0,1 M, tampéo fosfato 0,1 M e hidréxido de sédio 0,1 M, de
acordo com o pH desejado. A concentracdo de ozonio utilizada foi de 40 mg/L nos
ensaios preliminares e de 20 mg/L nos ensaios posteriores. Para quantificar a remogéo
de cor e realizar as andlises fisico-quimicas, foram coletadas amostras nos seguintes
tempos de reacdo: 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 15 e 20 min.

A partir do tempo de ozonizacdo definidos em 12 e 20 min para remocdo total da
cor na condigdo de 50 mgVR 239/L, 20 mgOs/L e pH 7 a solucdo de VR 239 ozonizada
foi adicionada com meio sintético e enviada posteriormente ao sistema MBBR.

4.2.2. Reator de Leito Mdvel com Biofilme (MBBR)

Inicialmente o sistema MBBR foi constituido de um unico reator cilindrico de
vidro (Fase 1), com volume util de 300 mL e entrada e saida lateral. A aeracdo foi
realizada por meio de difusor poroso na base do reator e a vazédo de ar foi de 1 mL/min,
conforme indicada por um rotdmetro calibrado. Com esse aporte de ar, a concentracéo
de oxigénio dissolvido (OD) se manteve em torno de 5 mg/L. Uma fotografia do aparato
experimental estd mostrada na Figura 32. Posteriormente, na Fase 2, o MBBR foi

constituido de dois reatores cilindricos de vidro em série (Figura 33). Cada reator
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apresentou volume atil de 150 mL, sendo as demais caracteristicas (aerac¢do, vazao de
ar) mantidas constantes. O sistema bioldgico foi alimentado por meio de bomba
peristaltica Longer Pump, modelo BT100-2J.

Para a degradacdo dos subprodutos de ozonizagdo do corante VR 239, 0o MBBR
foi operado com tempo de retencdo hidraulica (TRH) de 6 h. Como o volume total da
Fase 2 permaneceu 0 mesmo da Fase 1, o tempo de retencdo hidraulica total
permaneceu 0 mesmo. Para a imobilizacdo da biomassa e formacdo do biofilme, os
reatores foram preenchidos com suportes Kaldnes K1, com fracdo de preenchimento de
40%.

Figura 32 — Reator de leito mével com biofilme durante operacgdo na Fase 1: a) aparato
experimental; b) detalhe do reator

Figura 33 — Reatores de leito mdvel com biofilme em série na Fase 2: a) aparato
experimental; b) detalhe do reator
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Devido ao reator ter sido alimentado anteriormente com esgoto sanitario da ETE

CEDAE-Alegria (Rio de Janeiro-RJ), ndo foi necessaria a inoculacdo do reator. Assim,

para a aclimatagdo do reator, foi utilizado o meio sintético sem adicdo do corante VR

239. Apos o periodo de aclimatacdo, a alimentacdo do reator foi realizada inicialmente

com efluente sintético (meio sintético adicionado ao corante VR 239. Em seguida, a

alimentacdo do reator foi realizada com efluente sintético ozonizado, que é o meio

sintético adicionado a solucdo de corante VR 239 previamente ozonizada.

Com o objetivo de se obter uma melhor eficiéncia na remocdo de nitrogénio

amoniacal no sistema MBBR, o reator de 300 mL foi posteriormente dividido em dois

reatores em série com 150 mL cada reator. A alimentacdo do MBBR; para 0 MBBR; foi

realizada por meio de gravidade. A Tabela 17 apresenta as condic¢des aplicadas em cada

fase operacional do MBBR.

Tabela 17 — Condices de operagdo do MBBR na Fase 1 e Fase 2

Tempo de Concentracao Tempo de
Regime  Alimentacdo MBBR PO O€ inicial de corante  ozonizagdodo TRH (h)
operagdo (dias) (mg/L) corante (min)
1 Meio sintético 136 0 0 6
2 Efluente sintético 50 50 0 6
3 Eﬂuente_smtetlco 60 50 12 6
ozonizado
4 Meio sintético 20 0 0 6
5 Efluente_smtetlco 90 50 12 6
ozonizado
Efluente sintético
6 ozonizado e 2 95 50 12 6
MBBRs
Efluente sintético
7 ozonizado por 20 40 50 20 6
min e 2 MBBRs
8 Meio sintético 70 0 0 6
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43. CARACTERIZACAO DO EFLUENTE SINTETICO

A caracterizacdo da solucdo contendo o corante VR 239, antes e apoés
ozonizacao, bem como do efluente sintético composto pela solugdo do corante VR 239
ozonizada e o meio sintético antes e apds o sistema MBBR foi realizada por meio de
andlises fisico-quimicas, apresentadas na Tabela 18, segundo metodologias
especificadas no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

(APHA, 2005).

Tabela 18 — Parametros fisico-quimicos avaliados durante a pesquisa
Método

Parametro Equipamento

Analisador de carbono
organico Shimadzu, modelo
PCN/TNM-1

Digestor de refluxo fechado e
Espectrofotdmetro Hach,
modelo DR 2800

Analisador de nitrogénio total
Shimadzu, modelo
PCN/TNM-1

Espectrofotémetro visivel

Método de combustédo a alta

Carbono total dissolvido temperatura (53108)

Método colorimétrico
(5220D)

Demanda quimica de
oxigénio

Método de combustédo a alta

Nitrogénio total
temperatura

. . Método de Nessler (4500-
Nitrogénio amoniacal

Hach, modelo DR 2800 NH3C)
Nitrato Espectrofotdmetro visivel Método da Redugdo de
Hach, modelo DR 2800 Cadmio (Kit analitico)
Nitrito Espectrofotémetro visivel Método do Sulfato Ferroso

Hach, modelo DR 2800 (Kit analitico)

Sélidos suspensos

Estufa a Icamo, modelo 4 e
Mufla Fornitec, modelo 0722

Método gravimétrico
(2540D)

S6lidos aderidos totais

Estufa Icamo, modelo 4 e
Mufla Fornitec, modelo 0722

Método gravimétrico, PDM
e MM (FONSECA, 2016)

4.3.1. Remocao de cor e espectro de absorgédo

A remocéo de cor por ozonizagdo foi quantificada por meio da Equacdo 7. A
concentragdo do corante VR 239 foi calculada utilizando a curva de calibracéo,
apresentada na Figura 34. A curva de calibragdo foi obtida relacionando a absorbancia
no comprimento de onda de méxima absorcdo do corante VR 239 (542 nm) e as

concentracdes de corante conhecidas.
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Figura 34 — Curva de calibragéo relacionando a absorbancia no comprimento de onda de
maxima absorc¢do do corante e a concentracao do corante VR 239

Os espectros de absorcdo do corante VR 239 foram obtidos por meio da
absorbancia nos comprimentos de onda entre 200 nm e 1000 nm, utilizando o

espectrofotdbmetro Thermo Scientific, modelo Multiskan GO.

4.3.2. Toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados de acordo com a NBR 15411-3
(ABNT, 2012) de modo a avaliar a toxicidade da solucdo de corante em diferentes
tempos de ozonizacédo (0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10, 12, 15 e 20 min). O organismo teste
utilizado foi a bactéria Vibrio fischeri, proveniente das empresas Biolux e Ambriex

O procedimento consiste em expor as bactérias a uma escala de concentracGes
de 11,25%, 22,5%, 45% e 90% da amostra e nos tempos de 0, 5, 15 e 30 min foi medida
a reducdo da intensidade da luz emitida pelas bactérias em relacdo ao padrdo. Para a
leitura da luminescéncia, foi usado um fotdmetro da marca Microtox M500 e os dados
obtidos foram registrados e processados por meio do software Microtox Omni, que esta
fundamentado em uma curva de regressao linear obtida a partir da razdo entre a luz
perdida e a luz remanescente e das concentragdes de amostras analisadas. Os resultados

sdo expressos na forma de concentracdo efetiva de 50% da amostra (CEsp), que
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corresponde a uma estimativa da concentragdo da substancia tdxica que causa 50% da
reducdo de luz emitida pelo organismo teste Vibrio fischeri, apds a exposi¢do do
organismo a amostra (BAEZ et al., 2004). A CEs, pode ser expressa em mg/L quando a
concentracdo das amostras for conhecida, e em porcentagem (%) quando a concentragédo
das amostras for desconhecida (KNIE e LOPES, 2004)

4.3.3. ldentificacdo dos intermediarios

A identificacdo dos intermediarios foi realizada ap6s a ozonizagdo da solucao de
VR 239 por 12 min e 20 min de reacdo e no efluente do sistema MBBR nos regimes 5,
6 e 7 por meio de um cromatdgrafo gasoso acoplado a um detector de massa seletivo
(GC/MS) e de um espectrémetro de massas de alta resolucéo.

Para a andlise no CG/MS, 30 mL de amostra foi acidificada com HCl em pH 2 e
adicionado sulfato de sodio anidro até a saturacdo. Em seguida, a amostra foi extraida
com 5 mL de diclorometano por 3 vezes. Apds a extracdo, as amostras foram secas
utilizando nitrogénio e realizada a derivatizacdo com 100 pL de N,O-bis-(trimetilsilil)-
trifluoroacetamida (BSTFA) por 10 minutos em banho-maria a 60°C. Posteriormente,
foi injetado 5 pL de amostra em modo Splitless no GC/MS (Agilent, modelo
7890B/5977A), utilizando coluna HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um, Agilent). O
GC/MS foi operado com temperatura inicial de 100°C por 2 min e em seguida a
temperatura aumentou para 310°C a uma taxa de 10°C por min. O hidrogénio foi
utilizado como gas de arraste a uma vazao de 1,6 mL/min e a pressdo da coluna foi de
7,9 psi.

Na andlise por cromatografia gasosa, é necessaria a derivatizacdo de amostras
qguando estas ndo sdo gases, volateis ou termicamente estaveis. Desta forma, a
derivatizacdo da amostra proporciona a transformacédo da substancia de interesse em um
derivado com caracteristicas adequadas para serem analisados (MAJORS, 2013). A
reacao de sililacdo, apresentada na Equacdo 8, € o método mais comum utilizado para
derivatizar compostos organicos com baixa polaridade, sendo utilizado reagentes com o
grupo funcional alquilsilil ou trimetilsilil para aumentar a estabilidade hidrolitica do
derivado formado, melhorar as caracteristicas de separacdo e aumentar a sensibilidade
de deteccdo (COLLINS et al, 1997). A reacdo de sililagdo pode acontecer de forma
instantanea em temperatura ambiente e pode ser acelerada pelo aquecimento ou uso de
catalizadores (MAJORS, 2013).
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Para analise no espectrdmetro de massas de alta resolucdo, as amostras foram
diluidas em uma solugdo contendo 0,1% de hidroxido de aménio (NH;OH) para
trabalhar no modo negativo de aquisicdo de ions. As anélises foram realizadas em um
espectrometro de massas de alta resolucdo em uma faixa de m/z = 50-800 Da, utilizando
uma resolucdo de 140.000 e um sistema Thermo Scientific Q Exactive Plus Orbitrap
equipado com uma fonte externa de electrospray (ESI). A alta resolucdo em massas
permite atribuir a formula molecular e consequentemente a identificacdo de substancias
polares pouco volateis pertencentes as classes de oxigenados e nitrogenados. A

aquisicdo e processamento de dados foram realizados pelo software Xcalibur.

4.3.4 Extracédo de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA

A investigagcdo da estrutura e diversidade das comunidades microbianas foi
realizada em 7 amostras dos MBBRs nas Fases 1 e 2. As amostras analisadas estdo

apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19 — Amostras coletadas para analise da diversidade microbiana nas Fases 1 e 2

dos MBBRs
Amostras Regime Fase . Cond~|(;ao de
alimentacéo do reator
Meio sintético + VR
MBBR 5 1 239 ozonizado
Meio sintético + VR
MBBR; 6 2 239 ozonizado por 12
min
Meio sintético + VR
MBBR2 6 2 239 ozonizado por 12
min
Meio sintético + VR
MBBR1 7 2 239 ozonizado por 20
min
Meio sintético + VR
MBBR2 7 2 239 ozonizado por 20
min
MBBR1 8 2 Meio sintético
MBBR2 8 2 Meio sintético

A extracdo do DNA genbmico das amostras provenientes dos reatores foi

realizada usando um kit de extracdo de DNA comercial (PowerSoil DNA Isolation Kit,
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MoBio, Carlsbad, CA, EUA). Apds a extracdo, as amostras de DNA foram enviadas
para sequenciamento do gene 16S rRNA na plataforma Illumina MiSeq, no Laboratério
Nacional de Argonne (EUA).

Os dados de sequéncias foram processados usando o “RDP pipeline”
(Ribosomal Database Project v.11). As sequéncias menores que 150 pb, quimeras e
barcodes, foram removidos da analise. As Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs)
foram geradas e definidas levando em consideracdo o critério de 3% de divergéncia, a
partir de contigs montados. Por meio do classificador RDP, uma sequéncia de cada
UTO foi classificada taxonomicamente.

A analise dos dados foi realizada por meio do software PAST (Paleontological
Statistics Software Package for education and data analysis), a partir do qual foram
obtidos os indices de diversidade, abundancia e realizada a analise multivariada por

escalonamento multidimensional ndo métrico (hnMDS), com stress de 0,05496.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

As diferencas significativas entre as remocGes e concentracfes dos parametros
obtidos, em triplicata, nos diferentes tempos de ozonizacdo do VR 239 e nos diferentes
regimes operacionais do MBBR foram avaliadas por meio da analise de varidncia de um
fator (ANOVA) e teste de TUKEY, com nivel de significancia de 0,05. As analises
foram realizada no software OriginPro 8.5.

A relacdo entre a diversidade microbiana, as remogfes e concentragOes de
matéria organica e inorganica e o tempo de ozonizacdo foi realizada por meio de analise
multivariada por escalonamento multidimensional ndo métrico (hMDS), com stress de
0,05496. O nMDS e os indices de diversidade e abundancia foram realizados no
software PAST (Paleontological Statistics Software Package for education and data

analysis).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OZONIZACAO

5.1.1. Remocéo de Cor

O processo de ozonizacdo da solucdo de corante VR 239 foi realizado em pH 3,
7 e 10, com concentracdo de VR 239 de 50 mg/L e concentracdo de 0zbnio na entrada
do reator de 40 mgOs/L. Posteriormente, o processo de ozonizacgéo foi realizado em pH
7, mantendo a concentracdo de VR 239 em 50 mg/L e reduzindo a concentracdo de
0zOnio na entrada do reator para 20 mgOs/L. As massas de 0zO6nio consumidas nos
testes foram determinadas.

Os ensaios de ozonizacdo realizados em diferentes pH sdo apresentados na
Figura 35. Os resultados mostram uma eficiéncia de remocdao de cor acima de 85% ap0s
2 min de ozonizagdo em pH 7 e 10. No entanto, em pH 3, a remocéo de cor foi de 70%.
Este resultado ja era esperado, uma vez que em pH bésico o 0z6nio molecular se
decompde em radicais hidroxila (HO®), que é menos seletivo e possui maior potencial
de oxidacdo que o o0zbnio molecular. Portanto, nessas condi¢des, a remoc¢édo de cor se
torna mais rapida. Esses resultados estdo de acordo com os observados pela literatura
(RICE, 1996; ZHANG et al., 2007; XIAN-BING et al., 2014; ZHENG et al., 2016;
SHEN et al.,, 2017). Contudo, Zhang et al. (2015) obtiveram maior eficiéncia de
remocao de cor a medida que o pH diminuiu na ozonizacao do corante vermelho reativo
195, o que indica que a oxidacao do corante vermelho reativo 195 e consequentemente a
remocao de cor foi obtida por 0zonio molecular em vez de radicais hidroxila.

Os resultados ainda revelaram que houve uma menor demanda de ozonio, igual a
48,6 mg/L, quando a ozonizacao foi realizada em pH igual a 7 em comparacdo com o
pH 10 (Figura 36). Portanto, para atender a condi¢do 6tima de pH do reator biolégico
(proximo a neutralidade) e minimizar a demanda de o0z6nio para a remocgédo de cor da
solucéo de corante VR 239 (50 mg/L), a concentracdo de ozénio foi reduzida para 20

mgOs/L e o pH foi mantido em 7.
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Figura 35 — Remocao de cor por ozonizagdo para os valores de pH 3, 7 e 10, concentragéo
inicial de VR 239 de 50 mg/L e concentracdo de oz6nio de 40 mgOs/L na entrada do reator
em fungdo do tempo.
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Figura 36 — Dose e consumo de Os; em pH 3, 7 e 10 apds 4 min de ozonizagao.
Concentracao inicial de [VR 239], de 50 mg/L e de ozbnio de 40 mgOs/L na entrada do
reator.

Na Figura 37, esta apresentada a remocao de cor e o pH durante a 0zonizacdo da
solugédo de VR 239 (50 mg/L) em pH 7 tamponado e 20 mgOs/L de 0zbnio na entrada
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do reator. Pode ser verificado que houve eficiéncia de 100% na remocdo de cor, 0 que
corrobora com outros trabalhos da literatura (GUNES et al., 2012; ZHANG et al., 2015;
CASTRO et al.,, 2016; SHEN et al., 2017). Observou-se também que houve um
aumento no tempo de reacdo de 4 min para 12 min para se atingir remoc¢do completa de
cor. Esse resultado é atribuido a reducdo da concentracdo de ozbdnio aplicada de 40
mg/L para 20 mg/L e também ao fato do meio tamponado conter ions, 0s quais podem
atuar na decomposicédo do o0zénio. O pH da solucdo tamponada de VR 239 se manteve

constante em torno de 7,0.
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Figura 37— Remocao de cor () e pH (4) em func¢éo do tempo de ozonizacdo. [VR 239],
=50 mg/L e [O3] =20 mg/L.

Com relacéo a cinética de reacdo de descoloracdo da solucdo de corante VR 239
pela 0zonizacdo, na Tabela 19 estdo apresentados os coeficientes de correlacéo (r%) e as
constantes de reacdo (k) obtidas nos ensaios realizados nas seguintes condigdes:
concentracdo de VR 239 de 50 mg/L; concentracdo de ozonio de 20 mg/L e 40 mg/L; e
valores de pH de 3, 7 e 10.

De acordo com Von Sonntag & Von Gunten (2012) e Langlais et al. (1991), a
reacdo de remocgdo de cor é de primeira ordem. Quando o 0zbdnio estd em elevada
concentracdo, a reagdo cinetica é de pseudo-primeira ordem e a reagdo € de segunda

ordem global. Na Tabela 20, pode ser observado que em pH 7, o coeficiente de
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correlagdo foi maior (r>=0,9990) para a cinética de pseudo-primeira ordem quando
aplicado 40 mg/L de 0z6nio na reac¢do. Quando aplicada a concentragdo de 0zonio de 20
mg/L, a melhor correlaco foi para cinética de primeira ordem, com r® de 0,9629. Estes
resultados corroboram com a literatura, que considera que quando o 0z6nio esta
presente em altas concentracdes, a cinética € de pseudo-primeira ordem. Portanto,
quando a concentracdo de 0zonio aplicada foi de 20 mgOs/L, a cinética da remocéo do
VR 239 por ozonizacgdo é de primeira ordem.

Tizaoui & Grima (2011) assumiram um modelo cinético de segunda ordem para
a ozonizagdo do corante azo laranja reativo 16. Esta ordem cinética foi adotada devido
ao fato da reacdo do 0z6nio com compostos organicos e corantes ocorrer em regime
cinético rapido e confirmada pela auséncia de ozdnio dissolvido nos experimentos

realizados.

Tabela 20 — Constantes cinéticas (k) e coeficientes de correlagio (R?) para a reacdo de
0zonizagdo do VR 239 na concentracdo de 50 mg/L

N Cinética de Cinética de Pseudo-
pH Concentracao  primeira ordem primeira ordem
de O; (mg/L) - ) 4 5
k (min™) r k (min™) r
3 40 0,7884 09584  0,7912 0,9594
2 20 0,3639 09629  0,3625 0,9620
40 1,0282 09936  1,1235 0,9990
10 40 13961  0,9720  1,4256 0,9707

O espectro de absorcdo do corante Vermelho Reativo 239 (VR 239), realizado
em diferentes tempos de o0zonizagdo, é apresentado na Figura 38. Pode ser observado o
valor de absorbancia méaxima na regido UV em 290 nm e na regido visivel em 542 nm.
De acordo com Khan et al. (2015), a absorbancia na faixa entre 250 nm e 290 nm pode
ser relacionada a presenca de anéis aromaticos e o pico em 290 nm corresponde a
presenca de anéis naftaleno. Ja o pico de absorbancia em 542 nm esta relacionado ao
grupo cromoforo do corante. Pode ser observado que a ozonizagdo proporciona a
diminuicdo da absorbancia em todos os comprimentos de onda, o que indica a

degradacédo do grupo cromdforo e a oxidacdo do grupo naftaleno.
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Figura 38— Espectro de absorc¢édo do VR 239 para diferentes tempos de ozonizacéo, pH 7,
concentracao inicial de VR 239 de 50 mg/L e concentragéo de 0zonio de 20 mg/L.

5.1.2. Remocéao de Carbono e Nitrogénio

As remogdes de DQO e COT em diferentes tempos de ozonizagdo estdo
apresentadas na Figura 39. Pode ser observado que, apesar da total remoc¢éo de cor, 0
processo ndo foi eficiente para a remocdo de DQO e COT, cujos percentuais abatidos
foram de 62% e 35%, respectivamente, para o tempo de reacdo de 20 min. Essas
remocdes apresentam diferencgas significativas entre os tempos iniciais de 0 a 6 min e
tempos finais de 12 a 20 min de reagdo, com p-valores de 0,0003 e 0,00008,
respectivamente. De acordo com Zheng et al. (2016), a baixa remocédo de DQO e COT é
devido a geracdo de produtos intermediarios mais estaveis e oxidados. Na Figura 40 é
apresentada a relacdo entre a concentracdo de VR 239 e o Oz consumido. Observa-se
que apos a remocdo total de cor da solucdo de VR 239 em 10 min de reacdo, ha um
consumo crescente de O3, 0 que indica a provavel geracdo de produtos intermediarios e,
consequentemente incompleta mineralizagdo do VR 239. Nesse contexto, a ozonizagéo

é capaz de decompor a estrutura do corante e realizar a quebra da ligacdo azo -N=N-,
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mas ndo mineraliza completamente os compostos organicos a CO; e H,O nas condicdes

aplicadas.
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Figura 39 — Remocéo de DQO e COT ao longo da ozoniza¢do em pH 7 tamponado, [VR

239]p =50 mg/L e introducéo no reator de 20 mgOs/L.
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Figura 40 — Relagéo entre a concentracéo de VR 239 e Oz consumido em fu
de ozonizagdo. [VR 239], de 50 mg/L, concentragdo de 0z6nio de 20 mg
constante em 7 (meio tamponado).
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Os dados apresentados na Tabela 21 indicam uma tendéncia ao decréscimo da
razdo DQO/COT com o aumento do tempo de ozonizacdo. No entanto, nos tempos de 2
min a 10 min de ozonizagdo ha uma pequena variacdo da razado DQO/COT. Conforme
apontado em trabalhos prévios (ALVARES et al., 2001), a reducdo da razdo DQO/COT
indica que durante a oxidacdo parcial do corante VR 239, houve a incorporacdo de

oxigénio nos produtos de ozonizacao.

Tabela 21 — Razdo DQO/COT para diferentes tempos de ozonizacdo. [VR 239], de 50
mg/L e concentragdo inicial de 20 mgOs/L e pH 7 (tamponado).

Tempo de
reacao 0 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 15 20
(min)

Razado

DQO/COT 296 3 2,83 292 263 309 282 237 238 259 214 18 1,75

As concentracdes de nitrogénio total, amonio e nitrato em diferentes tempos de
0zonizacdo para a concentracdo de 50 mg/L de VR 239 estdo apresentadas na Figura 41.
A partir dos resultados obtidos, pode ser observado que ndo houve a formacao de ions
nitrito. Entretanto, houve remocdo de 26% e 21% de nitrogénio total e aménio,
respectivamente, e um aumento na concentracdo de nitrato de 0,53 mg/L em 20 min de
0zonizacdo, o que indica a oxidacdo de amdnio em nitrato. Também é possivel verificar
que a soma das concentracdes de amonio e nitrato € inferior a concentracdo de
nitrogénio total. As concentracdes de amoénio entre os tempos iniciais de 1 a 5 minutos
para os tempos finais de 12, 15 e 20 minutos também foram estatisticamente diferentes
(p-valor < 0,001), o que comprova a remocdo de 21% de aménio. A conversdo de
amoénio em nitrato via nitrificacdo também pode ser confirmada pela diferenca
significativa entre as concentragdes de nitrato nos tempos de 0 a 6 min e 15 e 20 min de
reacdo, com p-valor < 0,001. A remocao de nitrogénio total durante a ozonizacao sugere
a formagdo de nitrogénio gasoso e de acordo com Karkmaz et al. (2004), esta formacéo
é proporcionada pela reacdo do radical HO® com a ligagdo azo (-N=N-), presente na

molécula do corante VR 239.
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Figura 41 — Concentracao de nitrogénio total, amoénia e nitrato em fungdo do tempo de
ozonizacdo. [VR 239], de 50 mg/L e concentracao de 20 mgOs/L e pH 7 (tamponado).

5.1.3. Toxicidade

A toxicidade do corante VR 239 foi avaliada ao longo do processo de
ozonizagdo utilizando-se a bactéria Vibrio fischeri, proveniente de empresas comerciais
Biolux e Ambriex. Os testes foram realizados para as concentracfes de 50 mgVR
239/L, 20 mgos/L em pH 7.

Pode ser observado na Tabela 22 que o corante VR 239 ndo apresentou
toxicidade apos 4 min de ozonizagdo, observada por meio da reducdo da luminescéncia
emitida em relacdo a amostra padrdo, quando utilizada a bactéria Vibrio fisheri
proveniente da Ambriex. Resultado semelhante foi obtido por Khadhraoui et al. (2009),
que observou auséncia de toxicidade ap6s 5 min de ozonizagdo do corante vermelho
Congo. Também pode ser verificado que ap6s 1 a 3 min de ozonizacdo, a toxicidade do
VR 239 foi maior do que no inicio da reacdo, o que sugere a formacdo de produtos

intermediarios mais toxicos que o corante.
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Tabela 22 — Toxicidade do corante VR 239 em diferentes tempos de ozoniza¢do em pH 7
(tamponado), [VR 239], = 50 mg/L., [Os]o = 20 mg/L e uso de Vibrio fischeri proveniente da
Biolux e Ambriex.

Tempo de CEso — Ambriex CEsp — Biolux

reacao (min) (%) (%)
0 88 242
1 57 NO
2 60 203
3 66 Hormesis
4 100 131
5 100 NO
6 100 Hormesis
7 100 NO
8 100 Hormesis
10 100 Hormesis
12 100 NO
15 100 NO
20 100 Hormesis

NO: Nao observada

Para a bactéria Vibrio fisheri proveniente da Biolux, foi verificado o efeito de
hormesis em determinados tempos de ozonizacdo. De acordo com Fernandez-Pifias et
al. (2014) e Ma et al. (2014), a hormesis € um fenémeno de resposta caracterizado pelo
estimulo, maior intensidade de luz, em concentracbes baixas e inibicdo em
concentracOes elevadas do agente tdxico, nesse caso o corante VR 239. Assim, 0sS
resultados da bactéria Vibrio fischeri proveniente da Biolux serdo desconsiderados

devido a incerteza no resultado em funcao do efeito hormesis.

5.1.4. Identificacdo dos Produtos Intermediarios da Ozonizacéo

Inicialmente, foi realizada a andlise por CG/MS da solucdo de VR 239 na
concentracdo de 50 mg/L, entretanto, ndo foi possivel identificar a molécula do VR 239
devido a sua elevada massa molar de 1.026,37 g/mol e a sua baixa volatilidade, mesmo
apos a derivatizacdo da amostra de corante.

Os produtos intermediarios da ozonizacdo, realizada nas concentracGes de 50
mg/L de VR 239, 20 mg/L de ozbnio, pH 7 tamponado e tempo de reacdo de 12 e 20
min, estdo apresentados na Tabela 23. Todos 0s compostos presentes na Tabela 23
foram identificados em trabalhos realizados por outros autores (TURHAN e
OZTURKCAN, 2013; XIAN-BING et al., 2014; SONG et al., 2007; SHEN et al.,2017;
ZHANG et al.,2015).
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Tabela 23 — Produtos intermedidrios identificados ap6s 0zonizagdo do corante VR 239
para [VR 239], = 50 mg/L, 20 mg/L de o0zbnio, pH 7 tamponado, 12 min e 20 min de

reacao.
Comnosto Formula Massa NUmero Estrutura quimica Meétodo de
b molecular molar CAS 9 identificacdo
Anilina CeH-N 93,129 62-53-3 Q CG/MS
Fenol CsHsO 94,113 108-95-2 @ CG/MS
Catecol CeHsO, 110,112 120-80-9 @i CG/MS

4-amino-6- /[\

cloro-1,3,5- CsH,CIN,O 144,991  38862-29-2 ”I el
triazina-2-ol ,-A.-.ﬂ

HyN

ORBITRAP

Acido ftalico CsHsO4 166,132 88-99-3 @f”t ; CG/MS

Pode ser verificado que alguns compostos, como o &cido ftalico, catecol e fenol
estdo presentes no final dos mecanismos propostos por Zhang et al. (2015) e Shen et al.
(2017), o que indica que apos 12 e 20 min de ozonizacao, houve um elevado grau de
degradacdo dos anéis naftalénicos e sulfonato aromatico, bem como a quebra da ligacao
azo do corante VR 239. No entanto, ndo houve elevada degradacdo da estrutura anel
triazinico semelhante a triazina. A dificuldade de abertura do anel triazinico por
processo oxidativos também é reportada por Horikoshi & Hidaka (2003) e por Yixin et
al. (2014), que avaliaram a degradacdo da atrazina por ozonizagdo e por fotocatalise
com TiO,.

Um mecanismo com duas vias de degradacdo do VR 239, apresentado na Figura
42, é proposto com base nos produtos de ozonizacdo identificados nessa pesquisa
(Tabela 23) e nos mecanismos propostos por Shen et al. (2017) e Zhang et al. (2015).

Como a eficiéncia na remogdo de cor foi de 100% em 12 min de ozonizagéo, a
ligacdo —N=N-foi quebrada ao longo do processo de ozonizacdo. A reducdo do COT
confirma que parte do corante foi mineralizada.

A degradacdo do VR 239 por 0z6nio ocorre por meio da quebra da ligacdo —
N=N- e —C—N- em ambas as vias de degradacao. A quebra da ligacgdo —N=N- gerou 0s
compostos naftalénicos, que foram oxidados a acido ftalico, enquanto que a quebra da

ligagdo —C—N- gerou 0s compostos triazinico e sulfonato aromatico. A triazina foi
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oxidada a 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol e o sulfonato aromatico foi oxidado a
fenol e catecol, na primeira via de degradagcdo. Na segunda via de degradacdo, o
sulfonato aromatico foi oxidado a anilina e posteriormente a fenol e catecol.

Deve ser ressaltado que o principal objetivo do processo de ozonizacéo foi a

remocao de cor, atingida por meio da quebra da ligacdo azo do corante VR 239.

Cl

N N
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N=N S0,CH,CH,0SO:H
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SOH SOH degradagéio
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Figura 42 — Mecanismo proposto para a degradacdo do VR 239 por 0z6nio. Compostos
identificados por Zhang et al. (2015) (m), Shen et al. (2017) (e) e pelo autor (*).

5.2.  REATOR DE LEITO MOVEL COM BIOFILME — FASE 1

Durante a Fase 1, o reator de leito mdvel com biofilme (MBBR) teve

inicialmente um periodo de aclimatacdo de 160 dias, durante o qual o reator foi
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alimentado somente com meio sintético desprovido de corante. Este periodo (regime 1)
foi destinado & adaptacdo do biofilme ao meio sintético até se obter altas remogdes de
matéria organica e nitrogénio amoniacal. Para a avaliacdo e compara¢do com 0s regimes
subsequentes, o periodo considerado para o Regime 1 foi de 75 a 136 dias, periodo no
qual foi obtida remog&o acima de 80% tanto para matéria organica como para nitrogénio
amoniacal.

Apols o periodo de aclimatagdo dos micro-organismos ao meio sintético, o
MBBR foi alimentado com efluente sintético (meio sintético misturado a solucédo de
corante ndo ozonizada) (regime 2) para avaliar a remocdo de cor pelo processo
biologico aerdbio. No regime 3, o MBBR foi alimentado com efluente sintético
ozonizado (meio sintético misturado a solucdo de VR 239 ozonizada por 12 min). Em
funcdo dos resultados e algumas perturbacdes (particularmente em relacdo a remocéo de
nitrogénio amoniacal), no regime 4 o reator passou a ser alimentado com o meio
sintético. No regime 5, o reator foi alimentado novamente com efluente sintético
contendo solucdo de VR 239 ozonizada de modo a confirmar os resultados obtidos no

regime 3. Os regimes operacionais durante a Fase 1 estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 — Condigdes operacionais do MBBR ao longo dos cinco regimes da Fase 1. O
TRH foi mantido em 6 h.

Alimentacio Tempo de Concentracéo Tempo de
Regime ¢ PO C€ inicial de corante  ozonizagéo do
MBBR operacédo (dias) (mg/L) corante (min)
1 Meio sintético 136 0 0
9 Efl~uente S|_ntet|co 50 50 0
nao ozonizado
3 Efluente_smtetlco 60 50 12
ozonizado
4 Meio sintético 20 0 0
5 Efluente sintético 90 50 12

ozonizado

5.2.1. Remoc&o de Matéria Orgénica

A remogdo de matéria organica, quantificada em termos de DQO e COD, no
decorrer da operacgdo do reator com meio sintético, efluente sintético e efluente sintético
ozonizado, esta apresentada nas Figuras 43 e 44.

Pode ser observado que, no regime 1, quando o reator foi alimentado com meio

sintético desprovido de corante, 0 MBBR apresentou eficiéncia de remocdo de DQO e
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COD em torno de 90%. No regime 2, em que o corante VR 239 foi adicionado ao meio
sintético e no regime 3, no qual o reator foi alimentado com o efluente sintético
ozonizado, observa-se que houve uma pequena reducdo na remocédo de DQO e de COD,
atingindo remocdo média de 80% para DQO e de 70% para COD. Tal diminuicdo esta
ligada a um possivel efeito adverso imposto pelo corante (regime 2) ou pelos
subprodutos da ozonizagéo (regime 3) aos micro-organismos do biofilme. Também foi
observado que a cor ndo foi removida pelo MBBR no regime 2, resultados semelhantes
foram relatados em trabalhos anteriores no tratamento biologico de efluentes téxteis
(PEARCE et al., 2003). Diversos estudos focados na degradacdo de corantes azo por
processo biolégico obtiveram remocdes de DQO na faixa de 60% a 90% (KOUPAIE et
al., 2011; SPAGNI et al., 2010; CIRIK et al., 2013; NAIMABADI et al., 2009; DA
SILVA et al., 2012; KARATAS et al.,, 2010). Lu et al. (2009) obtiveram 90% de
remocao de DQO para um efluente contendo corante vermelho reativo brilhante X-3B
na concentracdo de 50 mg/L. Esses autores ozonizaram o efluente por 120 min ([Os] =
34 mg/L, pH = 11 e T = 25°C), o qual seguiu para um reator aerébio de fluxo
ascendente com carga hidraulica volumétrica de 4,8 m*m?.dia, mantido a 25°C. Deve-
se ressaltar que no trabalho de Lu et al. (2009), a ozonizagéo foi realizada aplicando
uma concentracdo proxima a usada nesse trabalho embora por um tempo 10 vezes
maior. A reducdo na eficiéncia de remocdo da DQO e COD quando o reator foi
alimentado com efluente sintético ozonizado pode ser devido a toxicidade do corante
VR 239 e seus subprodutos gerados na 0zonizagdo aos micro-organismos presentes no
MBBR, como estruturas complexas com grupamento —NH— (SOLIS et al., 2012). No
entanto, esse impacto foi observado no regime 2 e diminuiu com o tempo de operacgéo
no regime 3, chegando a uma remocdo de DQO de 85% nessa Ultima condicdo
operacional. O aumento da eficiéncia de remocdo de DQO ao longo do regime 3 sugere
que o efluente sintético ozonizado é menos toxico que o ndo ozonizado, resultado
consoante com a auséncia de toxicidade do VR 239 apds 4 min de ozonizagdo . Além
disso, pode ter ocorrido uma adaptacdo gradual das bactérias heterotréficas ao efluente

sintético ozonizado.
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Figura 44 — Remocéo de COD obtidos no MBBR para 0s 5 regimes de operacéo: meio
sintético sem corante (regimes 1 e 4), efluente sintético (regime 2) e efluente sintético
ozonizado (regimes 3 e 5).
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Para confirmar que o corante ndo ozonizado (regime 2) ou ainda os subprodutos
da ozonizacdo (regime 3) estavam causando algum efeito adverso & microbiota do
reator, o sistema MBBR foi novamente alimentado com meio sintético desprovido de
corante no regime 4. De fato, a remocdo de DQO e COD voltou a subir para 90% e
80%, respectivamente, tal como observado no regime 1. No regime 5, o MBBR foi
submetido as mesmas condic¢Bes do regime 3, isto é, alimentacdo com efluente sintético
contendo os subprodutos da ozonizagdo. Pode-se observar um aumento gradual na
remocao de DQO, chegando a 90%, indicando que 0S micro-organismos presentes no
MBBR se adaptaram ao efluente sintético previamente ozonizado para remogéo de cor.
Resultados semelhantes foram obtidos no que tange a remocdo de COD. O regime 5 foi
operado por 90 dias com o objetivo de proporcionar maior tempo para a adaptacao dos
micro-organismos. Em suma, os resultados evidenciam boa capacidade de adaptacdo da
biomassa heterotréfica aos componentes do efluente ozonizado. Estudos que associaram
a ozonizacdo ao processo bioldgico no tratamento de corantes azo reportam que a
eficiéncia de remocdo de DQO variou em uma ampla faixa, de 60% a 94%
(MONTANO et al., 2008; LU et al., 2009; PUNZI et al., 2015; CASTRO et al., 2016).
Na andlise estatistica dos dados de remocéo de DQO e COD, apresentados nas Figuras
43 e 44, foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p-valor < 0,00001)
entre os regimes 1 e2,1e3,3e4,2e5e 3 eb5, indicando que houve um aumento na
remocdo de DQO do regime 3 para o regime 5 e, portanto, a adaptacdo das bactérias
heterotréficas as aguas residuais ozonizadas. No entanto, os resultados de COD ndo

mostraram diferencas estatisticamente significativas entre os regimes de operacéo.

5.2.2. Remocéao de Nitrogénio

As concentragOes de nitrogénio nas formas de amonio, nitrito e nitrato durante a
operacdo do MBBR com meio sintético, efluente sintético e efluente sintético ozonizado
estdo mostradas nas Figuras 45 e 46.

Observa-se que 0 MBBR apresentou eficiéncia média de remocdo de aménio de
80% no regime 1, durante o qual foi alimentado com meio sintético desprovido de
corante. Na Figura 46 pode ser observado que 62% e 11% do amonio afluente foi
convertido em nitrato e nitrito, respectivamente. Desse modo, 0 produto principal da
nitrificacdo foi o nitrato, evidenciando nitrificacdo completa. Além disso, observou-se

perda de nitrogénio soltvel no sistema (4%), o que pode estar ligado ao seu uso para
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crescimento celular, uma vez que remoc¢do de nitrogénio via desnitrificacdo é pouco

provavel de ter ocorrido em funcdo das condi¢des operacionais do reator,
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Figura 45 — Concentracgao de nitrogénio amoniacal na entrada e saida do MBBR durante
0s 5 regimes de operagdo alimentados com meio sintético (regimes 1 e 4), efluente sintético
(regime 2) e efluente sintético ozonizado (regimes 3 e 5). Os nimeros indicados na parte
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Figura 46 — Concentragdo de nitrogénio na entrada e na saida do sistema MBBR, nas
formas de amonia, nitrito e nitrato para os 5 regimes de operacao alimentados com meio
sintético (regimes 1 e 4), efluente sintético (regime 2) e efluente sintético ozonizado
(regimes 3 e 5).
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No entanto, no regime 2, no qual o MBBR foi alimentado com efluente sintético
contendo o corante VR 239, houve uma queda dréstica da remocdo de aménio,
possivelmente em funcdo da inibicdo das bactérias nitrificantes pelo corante. Nessa
condicdo experimental, ocorreu inibicdo das bactérias oxidadoras de nitrito, de modo
que o produto principal da nitrificacdo tenha sido o nitrito, que correspondeu a 40% do
nitrogénio afluente. O nitrato foi detectado em pequena quantidade e representou apenas
3% do nitrogénio na saida do sistema.

Mesmo com a substituicdo do efluente ndo ozonizado pelo ozonizado no regime
3, 0 percentual de remocdo de amodnio permaneceu baixo, em torno de 30%. Desse
modo, ao contrério da remocdo de matéria organica, a nitrificacdo foi severamente
afetada. Além disso, praticamente todo amonio oxidado foi convertido em nitrito e ndo
em nitrato, da mesma forma que observado no regime 2. Esses resultados indicam uma
completa inibicdo da nitratacdo. Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por
Ong et al. (2010) e He e Bishop (1994), que observaram uma reducdo na remocdo de
amonio em sistema wetland e lodos ativados, respectivamente, durante o tratamento de
efluente contendo o corante Laranja Acido 7 nas concentracdes de 50 mg/L e 5 mg/L.
Estes estudos afirmam que o0s corantes e 0s seus produtos de degradagdo, como as
aminas aromaticas, inibem o processo de nitrificacdo, embora o crescimento das
bactérias nitrificantes, tanto as oxidadoras de amdnia como de nitrito pode ainda ser
mantido. Desta forma, a baixa remo¢do de amonio obtida no MBBR pode ter sido
ocasionada pelo decréscimo da atividade enzimatica das bactérias nitrificantes em
funcdo da presenca dos produtos da ozonizacdo do corante VR 239. De fato, quando o
reator passa a ser novamente alimentado com meio sintético desprovido de corante no
regime 4, uma rapida recuperacdo da nitrificacdo foi observada. Nessa condicdo de
operacdo, o percentual de remoc¢édo de amdnio foi de 80% e a maior parte do amoénio foi
oxidado a nitrato, da mesma forma que no regime 1. Tais resultados evidenciam as
vantagens de se trabalhar com processos com biofilmes, que podem fornecer um
ambiente mais propicio para o reestabelecimento do consorcio nitrificante apds periodos
de inibicéo, tal como observado nos regimes 2 e 3 (SINHA e ANNACHHATRE, 2007;
ALMSTRAND, 2012).

No regime 5 foram repetidas as condi¢Ges de alimentacdo do regime 3 para
confirmagdo dos resultados, isto €, o0 MBBR voltou a ser alimentado com efluente
sintético contendo o corante VR 239 previamente ozonizado. O percentual de remocéo

de amonio caiu para 40% e grande parte desse (39%) foi convertido em nitrito. Nesse
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ultimo regime, no entanto, o percentual de nitrato em relagdo ao nitrogénio efluente
(12%) foi maior em relacdo ao regime 3, possivelmente devido ao fato de que no regime
4 houve uma recuperacdo do consorcio nitrificante em funcao da auséncia de corante na
alimentacdo. A analise estatistica dos dados de remocdo de amoénio (Figura 45)
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os regimes 1,2e 3,2e 5,3 e
4 e 4e5com p-valor < 0,00001. Este resultado sugere que a menor remogédo de amonio
nos regimes 2, 3 e 5 é devido a inibicdo de bactérias nitrificantes causada por compostos
presentes no VR 239 ozonizado. Spagni et al. (2010) obtiveram 85% de remocéo de
amonio para um efluente contendo corante laranja reativo 16 na concentracdo de 25
mg/L. Esses autores utilizaram trés reatores biol6gicos em série, sendo um reator
anaerdbio seguido de um reator andxico e um reator aerobio com TRH total de 3,85 d.
Deve ser considerado que Spagni et al. (2010) observou picos de nitrito no efluente
proveniente da inibicdo da segunda etapa do processo de nitrificacdo (nitratacdo),
observada no periodo em que houve uma diminui¢do do TRH. Este resultado indica que
a degradacdo do corante azo e a remocdo de amodnio pode ser obtida em elevados
tempos de reten¢do hidraulica (acima de 2 d), o que repercute na necessidade de grandes
volumes de reator, condi¢do muitas vezes ndo atendida em sistemas de escala real, e/ou
baixa capacidade volumétrica de tratamento.

Apesar do regime 5 ter sido operado por 90 dias com o objetivo de proporcionar
a adaptacdo dos micro-organismos nitrificantes, ficou comprovado a dificuldade de se
obter altos indices de nitrificacdo na presenca dos produtos da ozonizacdo do corante
VR 239. O biofilme presente no sistema MBBR proporciona condi¢des étimas para uma
eficiente atividade enzimatica das bactérias nitrificantes devido a formacdo de micro
nichos formados pelas BOA e BON em toda a matriz do biofilme (YOUNG, 2017). No
entanto, as bactérias nitrificantes presentes no biofilme foram inibidas por compostos
organicos gerados na ozonizacdo do VR 239. Tomando como base alguns estudos da
literatura (Ong et al.,, 2010, He e Bishop, 1994, Tomnlinson et al., 1966,
McCarthy,1999), é possivel que a inibi¢do das bactérias nitrificantes tenha sido causada
pela presenca de compostos triazinicos contendo cloro, identificados apos a ozonizagdo
do VR 239 e apresentados na Tabela 22 (item 5.1.4). Ensaios de respirometria
realizados por Hong et al. (2012) utilizando biomassa de lodo ativado evidenciaram que
o0 triclorometano é potencialmente inibidor da nitrificacdo na concentracdo de 0,25
mg/L. A inibicdo das bactérias nitrificantes também estd relacionada principalmente

com a presenca de estruturas com o grupo —NH- triazina, apresentadas na Figura 47.
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Embora estudos acerca da inibi¢do da nitrificacdo durante o tratamento bioldgico
de corantes azo sejam escassos, pode-se supor que o composto 4-amino-6-cloro-1,3,5-
triazina-2-ol, produto da ozonizacdo do VR 239 e semelhante a atrazina, possa estar
exercendo alguma inibicdo ao consorcio nitrificante. A atrazina, de acordo com Solis et
al. (2012) e Yixin et al. (2014), é um herbicida e poluente organico persistente. Ghosh e
Philip (2006) relatam diversos estudos relacionados a biodegradacdo da atrazina.
Resultados mencionados apresentam elevada biodegradacdo da atrazina em meio de
culturas bacterianas isoladas e em sistemas com consércio microbiano anaerdbio.
Resultados de respirometria realizados por Sanchis et al. (2014) utilizando lodo ativado
ndo aclimatado na degradacdo da atrazina indicaram o comprometimento da atividade
enddgena microbiana devido a toxicidade da atrazina. Pathak et al. (2018) avaliou a
degradacdo da atrazina em um sistema hibrido de microfiltracdo e reator bioldgico de
membrana osmotica, com tempo de retencdo hidraulica e de sélidos de 30 h e 70 dias,
respectivamente. A baixa remoc¢do da atrazina indica que a mesma é um composto
persistente para a biodegradacdo e que a atrazina possui grupos com elevada remocao
de elétrons, como as ligacBes —Cl, que pode ser responsavel pela inibicdo do processo
biologico. A presenca de cloro ligado ao anel aromético com nitrogénio pode
potencializar a inibicdo da nitrificacdo, devido ao cloro ser ativado por substituicdo
nucleofilica e o pka do nitrogénio adjacente ser reduzido. Estes compostos competem
pelo sitio ativo da enzima que se liga a aménia, inibindo-as (MCCARTHY, 1999). No
entanto, Derakhshan et al. (2018) e Swissa et al. (2015) observaram a degradacdo da
atrazina em MBBR anaer6bio com TRH de 24 h e concentragdo de atrazina de 0,1 mg/L
e em um reator aer6bio com consércio bacteriano imobilizado (P. nitroreducens,
Raoutella planticola e Stenotrofomonas acidaminifila) e concentracdo de atrazina de 75
mg/L, respectivamente. Os resultados desses estudos indicam que a degradacdo da
atrazina pode ser obtida em elevados tempos de retencdo hidraulica (acima de 12 h),
usando culturas heterogéneas e consércios de bactérias oriundas de lodo usado no
tratamento de herbicidas. No entanto, tais condi¢cbes podem n&o estar presentes em um

reator bioldgico em escala real/industrial.
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Figura 47 — Compostos triazinicos, a: possuem propriedade herbicida, b e c: inibidores das
bactérias nitrificantes.

5.2.3. Concentracdo de Solidos Suspensos e Aderidos

As concentracdes de solidos suspensos, fixos e volateis, apresentadas na Figura
48, foram quantificadas apds a alimentacdo do MBBR com meio sintético e efluente
sintético nos regimes 3, 4 e 5. A quantificacdo dos solidos aderidos ao suporte
(biofilme) foi realizada nos regimes 3 e 5, nos quais o MBBR foi alimentado com
efluente sintético contendo o corante VR 239 previamente ozonizado. A determinacgédo
dos solidos aderidos foi feita apenas uma vez para evitar a retirada de um nimero muito
grande de suportes do reator, uma vez que seu volume era pequeno, e continha apenas
96 biomedias.

Nos regimes 3 e 5 pode ser observado que o MBBR apresentou maior
desprendimento de biofilme, o que refletiu em maior quantidade de sélidos suspensos
no efluente (Figura 48). A maior concentracdo de sélidos suspensos volateis e totais no
efluente foram justamente obtidas quando a remocao de amonio foi menor, 0 que sugere
que o desprendimento de agregados celulares do biofilme e a baixa remogéo de amonio
podem estar relacionados a presenca de compostos provenientes da ozonizacdo do VR
239, potencialmente inibidores as bactérias nitrificantes presentes no biofilme.

No regime 4, durante 0 qual o MBBR foi alimentado somente com efluente
sintético desprovido de corante, foram observadas baixas concentragdes de solidos
suspensos no efluente. Concomitantemente, a remoc¢do de DQO (90%) e de amdnia
(80%) foram mais elevadas, o que confirma que o0 MBBR retornou as condi¢fes 6timas
de operacdo devido a auséncia dos produtos da ozonizacdo do VR 239. A relacdo
SSV/SST variou entre 33 e 72%.

No MBBR pode ser verificado um aumento na concentracdo de sélidos aderidos
totais de 1,24 g/L no regime 3 para 2,39 g/L no regime 5. J& Koupaie et al. (2011)
reportaram uma reducdo na espessura do biofilme contido em um MBBR devido a
toxicidade dos metabolitos provenientes do corante vermelho acido 18, formados em
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um reator biologico anaerdbio. Na Tabela 25 pode ser observado que a concentragéo de

solidos aderidos totais em sistemas MBBR operados com diferentes matrizes pode

variar de 0,06 g/L a 11,7 g/L. Estes resultados indicam que os valores de solidos

aderidos obtidos nos regimes 3 e 5 estdo dentro da faixa de concentracdo apresentada na

literatura. O aumento na concentracdo de sélidos aderidos e na remocdo de DQO de

85% no regime 3 para 90% no regime 5 demonstram que houve a adaptacdo dos micro-

organismos presentes no MBBR ao corante VR 239 ozonizado.
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Figura 48 — Concentracao de sélidos suspensos, fixos e volateis no efluente ao longo da
operacdo do MBBR: regimes 3 e 5 (efluente sintético ozonizado) e regime 4 (meio

sintético).

Tabela 25 — Concentracao de sélidos aderidos totais para diferentes efluentes em MBBR

DQO Amonia

Referéncia Efluente SAT (mg/L) (mg/L) MBBR
Fonseca L 1,0a2,6 Reator aerobio,
(2016) Efluente sintético gL 400 35 suporte MOD940
Reator aerobio,
Lima (2015) Efluente sintético 55a8¢g/L 400a1.200 80e240 suporte Kaldnes

K1

Efluente industrial

Reator Aerobio,

Cao (2014) com presenga de 7.6 a/ﬁl,? 240a 728 13a46 suporte Kaldnes
defensivos agricolas g K1
Efluente sintético com Reator Aerébio
Castro - 1,29a24 '
(2016) adicdo de corante azo gL 400 30 suporte Kaldnes

ozonizado

K1

Na Figura 49 pode ser observada a diversa microbiota contida no biofilme

durante o regime 5, apesar da presenca dos produtos da ozonizagéo do VR 239. Pode-se
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observar, dentre outros micro-organismos, a presenca de nematoides (Figura 49a),
protozodrios livre-natantes (Figura 49b) e rotiferos (Figura 49c).
; et ! @r‘ PO
,!f( R'Zaq '5 :
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.:\ \ 2y - ‘_“;'_"f‘ :
Figura 49 — Micrografia da biomassa aderida a biomedia no regime 5 de operacéo do
MBBR alimentado com efluente sintético ozonizado (aumento de 100x e 400x)

5.2.4. Identificagdo dos Intermediarios formados na ozonizac¢éo do VR 239 no
efluente ap6s 0o MBBR

Os intermediarios formados na ozonizagdo do VR 239 que ndo foram ou foram
parcialmente metabolizados no tratamento biolégico (MBBR) séo apresentados na
Tabela 26. A identificacdo desses intermediarios ap6s a passagem pelo MBBR teve
como objetivo avaliar se estes compostos foram ou ndo metabolizados pelo sistema
bioldgico. Essas substancias foram identificadas por CG/MS no efluente do MBBR nos
regimes 3 e 5 da Fase 1.

Pode ser observado que os compostos fenol, 1,3-dihidro-2-benzofurano-1,3-diol
e 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol, produtos da ozonizacdo do VR 239, foram
identificados no efluente do MBBR. A identificacdo desses compostos sugere que nao
houve a metabolizacdo dos produtos intermediarios provenientes da ozonizagdo do VR
239 pelo biofilme. A presenca desses compostos pode estar relacionada com a baixa
remocdo de aménio (40%) e o aumento na concentracdo de sélidos suspensos nos
regimes 3 e 5. A metabolizagdo ineficiente pode ter ocorrido devido a elevada
toxicidade do 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol, que pode ter inibido as bactérias
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nitrificantes, como ja mencionado no item 5.2.2. McCarthy (1999), Tomnlinson et al.
(1966) e Hockenburu e Grady (1977) afirmam que compostos nitrogenados
heterociclicos, aminas, anilinas e fenois sdo potencialmente inibidores as bactérias
nitrificantes. Embora o MBBR contenha biomassa na forma de biofilme que
proporciona boas condi¢cdes para a manutencdo de bactérias nitrificantes mesmo em
situacOes desfavoraveis, é provavel que tenha ocorrido a inibicdo das bactérias
nitrificantes pela presenca do anel triazinico no VR 239, o que néo foi observado para o
consorcio heterotréfico, uma vez que a eficiéncia de remocdo de DQO foi

majoritariamente elevada (90%).

Tabela 26 — Intermediarios formados na ozonizacao do VR 239 e identificados apds
tratamento biol6gico no MBBR da Fase 1.

Composto Formula  Massa Numero Est(ut_u ra
molecular  molar CAS quimica
Fenol CsHsO 94,113 108-95-2 @\
1,3-dihidro-2-

benzofurano-1,3-diol CeHy0; 152,149  63883-90-9

oH

4-amino-6-cloro-1,3,5-

triazina-2-ol CsH,CIN,O 144,991 38862-29-2 N

5.3. REATORES DE LEITO MOVEL COM BIOFILME EM SERIE — FASE 2

Os resultados obtidos ao longo do monitoramento do MBBR na Fase 1
mostraram uma baixa eficiéncia média de remocdo de amonio de 36% nos regimes 3 e
5. A baixa eficiéncia do reator biolégico pode ter sido ocasionada por compostos
gerados na degradacédo do corante por 0zénio, como 0 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-
ol.

Na Fase 2, 0o MBBR foi dividido em dois reatores em série (MBBR; e MBBR),
com metade do volume do reator original, no intuito de favorecer a remog¢do de matéria
organica no MBBR; e a nitrificacdo no MBBR,. A mudanca foi realizada para que se
criasse um ambiente mais protegido de substancias inibidoras no segundo reator para o
consorcio nitrificante, uma vez que o primeiro reator da série receberia a carga afluente

contendo compostos potencialmente inibidores.
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As condicOes operacionais da Fase 2 foram iguais as da Fase 1, isto ¢, o0 TRH
total foi mantido em 6 h, a concentracgéo inicial de VR 239 foi de 50 mg/L e os tempos
de ozonizacdo foram de 12 e 20 min. Os reatores, com volume de 150 mL cada reator,
foram alimentados no regime 6 com efluente sintético ozonizado por 12 min, e
posteriormente, no regime 7, com efluente sintético ozonizado por 20 min. Por fim, no
regime 8, foram alimentados somente com meio sintético isento de VR 239. Os regimes

operacionais da Fase 2 estdo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 — Condic¢des de operacdo do MBBR durante os regimes 6, 7 e 8 (Fase 2).

Tempo de Concentracéo Tempo de
Regime Alimentacdo MBBR PO C€ inicial de corante  ozonizagado
operacao (dias) .
(mg/L) (min)
Eﬂ_uente smtetlco_ 95 50 12
ozonizado por 12 min
Efl_uente sintetico. 40 50 20
o0zonizado por 20 min
8 Meio sintético 70 0 0

5.3.1 Remocado de Matéria Organica

Os perfis de matéria organica quantificada como DQO e COT ao longo do
tempo de alimentacdo do sistema MBBR de dois estagios (MBBR; e MBBR,) com
efluente sintético ozonizado, efluente sintético ozonizado por 20 min e meio sintético
estdo apresentados nas Figuras 50 e 51.

No regime 6, quando os reatores MBBR foram alimentados com efluente
sintético ozonizado, foi verificada uma eficiéncia média de remocdo de DQO de 92%
ap6s 0 MBBR; e de 94% apds o MBBR,. Também foi observado um aumento na
remoc¢do de COD de 87% ap0s o primeiro reator para 92% apds o segundo reator. Ndo
houve um acréscimo significativo na eficiéncia de remocdo de DQO e de COD do
MBBR; para 0 MBBR;, de modo que o primeiro reator tenha sido responsavel por
abater grande parte da carga organica afluente. Tais resultados estdo possivelmente
relacionados a baixa concentracdo de materia organica presente na saida do MBBR;. De
qualquer modo, a mudanca na configuracdo do sistema MBBR na fase 2 proporcionou
um aumento da eficiéncia de remocdo de matéria organica, mesmo em condicdes de
operacdo semelhantes ao sistema anterior, isto €, TRH de 6 h e volume util total dos
reatores de 300 mL.
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Figura 50 — DQO na entrada e saida do MBBR; e MBBR; durante os trés regimes de
operacdo alimentados com efluente sintético ozonizado por 12 min (regime 6), efluente
sintético ozonizado por 20 min (regime 7) e meio sintético (regime 8). Os nimeros
indicados na parte superior da Figura indicam os regimes de operac&o.
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Figura 51 — Remocéo de COD para os regimes 6, 7 e 8 de operacédo dos MBBR; e MBBR,
alimentados com efluente sintético ozonizado (regime 6), efluente sintético ozonizado
por 20 min (regime 7) e meio sintético (regime 8).
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No regime 7, a alimentac&o dos dois reatores em série foi realizada com efluente
sintético ozonizado por 20 min. Observa-se uma reducdo na remocéo de DQO e COD,
tendo sido obtidas remogdes de DQO de 83% ap6s 0 MBBR; e de 90% apds 0 MBBR,,
e remogdes de COD de 58% ap6s o0 MBBR; e de 72% apds 0 MBBR;. Estes resultados
estdo condizentes com os resultados obtidos por Zhang et al. (2007), que observaram o
aumento do potencial toxico de 1,86% para 36,65% na inibicdo de Vibrio fischeri apos
60 min de ozonizacdo do corante vermelho reativo 120 com concentracdes iniciais de
0zo6nio e de corante de 12,8 mg/L e 200 mg/L, respectivamente, em pH 10. No entanto,
estes resultados divergem daqueles obtidos nesse trabalho, particularmente no ensaio de
toxicidade utilizando Vibrio fischeri, o qual indicou que quanto maior o tempo de
ozonizacdo do VR 239, maior a degradacdo do mesmo em produtos menos toxicos ao
organismo teste. Contudo, a diminuicdo da remocédo de DQO e COD indica que maiores
tempos de ozonizagdo do VR 239 formam produtos inibidores as bactérias
heterotroficas.

A alimentacdo do MBBR; e MBBR; no regime 8 foi realizada somente com
efluente sintético de modo a comprovar os efeitos adversos ocasionados pela presenca
do corante. Foi possivel observar um aumento na remogédo de DQO, que passou a 87% e
90% apds o0 MBBR; e MBBR,, respectivamente. J& a remocdao de COD aumentou para
90% apds passagem pelos dois reatores. Os resultados de remocdo de DQO,
apresentado na Figura 50, sdo estatisticamente diferentes entre todos os regimes de
operacao, exceto entre os regimes 7 e 8, com p-valor < 0,00001.

A alimentacdo dos MBBRs foi realizada somente com o efluente sintético no
regime 8, com o objetivo de verificar a presenca de bactérias nitrificantes no biofilme
dos MBRRs. Resultados apresentados e discutidos no item 5.3.2 apontam uma elevada
remocao de NH,", o que indica que as bactérias nitrificantes estdo presentes no biofilme
e que a reacdo de nitrificacdo foi inibida por produtos da ozoniza¢do do VR 239 nos
regimes 3 e 5 da Fase 1 e regimes 6 e 7 da Fase 2.

5.3.2 Remocéao de Nitrogénio

O nitrogénio na forma de amonio, nitrito e nitrato, apresentados nas Figuras 52 e
53, foi quantificado no afluente e efluente do MBBR; e MBBR; durante os regimes 6, 7
e 8.

Conforme mencionado anteriormente, a proposta dos reatores em série foi

proporcionar maior eficiéncia de remocdo de amonio pela nitrificacdo, uma vez que o
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MBBR; seria responsavel pela remog¢do de maior parte da matéria organica e 0 MBBR;
seria responsavel pela remocéo do nitrogénio amoniacal.

No regime 6, em que 0 MBBR; foi alimentado com efluente sintético ozonizado
por 12 min, pode ser observada uma remocao de aménio de 40% ap6s 0 MBBR; e de
44% apds o MBBR,. Quando os reatores foram alimentados com efluente sintético
ozonizado por 20 min, no regime 7, também foi obtido baixa remocdo de aménio, de
34% ap0s o primeiro reator e 40% apos passagem pelo segundo reator. Estes resultados
indicam que a mudanca de um Unico reator na Fase 1 para dois reatores em série na
Fase 2, bem como 0 aumento no tempo de ozonizagdo do VR 239, ndo foram capazes de
propiciar maior remocao de aménio em relagéo a Fase 1.

Na Figura 53, pode ser verificado que nos regimes 6 e 7 ocorreu a nitrificacéo
incompleta, ou seja, o0 aménio oxidado foi convertido apenas a nitrito e ndo a nitrato.
Tal resultado esta ligado a inibicdo das bactérias oxidadoras de nitrito pelos produtos da
ozonizagcdo do VR 239. A quantificacdo das concentracdes de nitrito e nitrato no
efluente do MBBR; néo foi realizada devido a baixa remocdo de amdnio nesse reator

(Figura 52). Assim, a formacéo de nitrito e nitrato foi minima no MBBR:.
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Figura 52 — Concentracao de nitrogénio amoniacal de entrada e saida dos MBBR; e
MBBR; durante os 3 regimes de operacao alimentados com efluente sintético ozonizado
(regime 6), efluente sintético ozonizado por 20 min (regime 7) e meio sintético (regime 8).
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Figura 53 — Concentragdo de amoénio na entrada do sistema e de nitrito e nitrato na saida
do MBBR; para os 3 regimes de operacao alimentados com efluente sintético ozonizado
por 12 min (regime 6), efluente sintético ozonizado por 20 min (regime 7) e meio sintético
(regime 8).

A partir dos resultados apresentados, pode-se constatar que o sistema de MBBRS
em série foi ineficiente no que tange a nitrificacdo. A baixa remocdo de aménio obtida
esteve possivelmente relacionada a reducdo da atividade enzimética das bactérias
nitrificantes ocasionada pela presenca de estruturas com o grupo —NH- ligadas ao cloro
(TOMNLINSON et al.,1966, MCCARTHY,1999), como o anel triazinico (SOLIS et
al., 2012 e YIXIN et al., 2014), apresentado no item 5.2.2 e apresentado na Figura 47.

No regime 8, a alimentacdo dos MBBRs foi realizada somente com efluente
sintético, tendo sido obtido um aumento gradual na remocdo global de amonio, que
atingiu 90% apo6s passagem pelos dois reatores (Figura 52). Os resultados ainda indicam
que o amdnio afluente foi oxidado completamente a nitrato e consequentemente ocorreu
a nitrificacdo completa (Figura 53). Pode ser observado que a recuperagdo do sistema no
regime 8 foi extremamente lenta em comparagédo ao regime 4 da Fase 1 devido ao longo
periodo de alimentacdo com efluente ozonizado (135 dias de operacdo nos regimes 6 e
7), 0 que ocasionou um impacto severo na inibigdo das bactérias nitrificantes. O regime
8 foi operado por 70 dias e realizado com o objetivo de confirmar o restabelecimento da
atividade nitrificante no biofilme dos MBBRs ap0s a retirada do corante VR 239 da
alimentacdo. Na andlise estatistica dos dados de remocdo de amonio, apresentado na

Figura 52, foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre todos os
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regimes de operacgdo, com p-valor < 0,00001. Mais uma vez, os resultados apontam para
a impossibilidade de se obter boas eficiéncias de nitrificagdo na presenca dos produtos
de ozonizacgdo do corante em estudo. Acredita-se que a presenca do composto triazinico
foi o fator principal inibidor da atividade das bactérias oxidadoras de amodnia e de
nitrito. Como exposto anteriormente, trabalhos acerca da remocdo de nitrogénio e
inibicdo da nitrificagdo no tratamento biol6gico de corantes azo sdo escassos. Contudo,
estudos evidenciam que compostos triazinicos contendo cloro sdo potencialmente
inibidores do processo nitrificante (ONG et al.,, 2010, HE e BISHOP, 1994,
TOMNLINSON et al.,1966, MCCARTHY,1999; HONG et al.,2012; SANCHIS et
al.,2013).

5.3.3 Concentracdo de Solidos Suspensos e Aderidos

As concentracBes de solidos suspensos para 0 MBBR; e para 0 MBBR; estdo
apresentadas nas Figuras 54 e 55 para os regimes 6, 7 e 8. A quantificacdo dos solidos
aderidos ao suporte (biofilme) foi realizada somente uma vez e nos regimes em que 0
VR 239 ozonizado foi adicionado ao efluente sintético. A determinacdo dos solidos
aderidos foi feita apenas uma vez para evitar a retirada de um nimero muito grande de
biomedias do reator, uma vez que o volume dos reatores era pequeno, com 48
biomedias em cada reator. Na Fase 2 também foram determinadas as concentracdes de
solidos aderidos fixos e volateis devido a mudanca do método de anéalise de sélidos
aderidos, que foi adaptada de acordo com Fonseca, 2016.

Nos regimes 6, 7 e 8 o0s MBBRs foram alimentados com efluente ozonizado,
efluente ozonizado por 20 min e meio sintético, respectivamente. Resultados obtidos
para 0 MMBR; e MBBR; indicam que houve uma maior concentracdo de sélidos
suspensos totais nos regimes 6 e 7 em relacdo ao regime 8, o que indica um maior
desprendimento de biomassa devido a presenca de compostos provenientes da
ozonizagdo do VR 239, que sdo inibidores as bactérias nitrificantes presentes no
biofilme.

No regime 8, pode ser observado que houve a redugdo na concentragdo de
solidos suspensos totais e 0 aumento na razdo entre sdlidos suspensos volateis e
suspensos, o0 que indica o0 aumento de materia organica, que corresponde a quantidade
de micro-organismos presentes no MBBR; e no MBBR,. Estes resultados confirmam
aqueles obtidos para a remoc¢do de matéria organica e amonia, em que foi observado o

aumento da remocdo de DQO (90%) e amdnia (90%). Contudo, pode ser observado que
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no MBBR2 a razdo entre solidos suspenso volateis e totais € menor devido a reducéo no

aporte de matéria organica proveniente do MBBR;.
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Figura 54 — Concentracao de sélidos suspensos para os 3 regimes do MBBR; alimentados
com efluente sintético ozonizado (regime 6), efluente sintético ozonizado por 20 min
(regime 7) e meio sintético (regime 8).
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Figura 55 — Concentracao de sélidos suspensos para os 3 regimes do MBBR, alimentados
com efluente sintético ozonizado (regime 6), efluente sintético ozonizado por 20 min
(regime 7) e meio sintético (regime 8).
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Os resultados obtidos para a concentragdo de solidos aderidos totais, fixos e
volateis do MBBR; e MBBR; estdo apresentados nas Figuras 56 e 57. Nos regimes 6 e
7 do MBBR; e do MBBR; pode ser observada a reducdo de solidos aderidos totais de
1,56 g/L para 0,44 g/L no MBBR; e de 0,82 g/L para 0,48 g/L no MBBR;. A reducdo na
concentracdo de sélidos aderidos pode ter ocorrido devido ao aumento no tempo de
ozonizacgao do VR 239 de 12 min para 20 min. Estes resultados indicam que a presenca
de produtos da ozonizacdo de corantes pode ocasionar o desprendimento de biomassa.
Zhang et al. (1995) e Castro (2016) observaram a reducdo na espessura do biofilme em
reatores biologicos alimentados com corantes azo e corante azo ozonizado,
respectivamente, o que corrobora os resultados obtidos.

A alimentacdo do MBBR; no regime 8 foi realizada com meio sintético, com
isso, foi possivel observar um aumento na concentracdo de solidos aderidos totais no
MBBR1. A maior concentracdo de sélidos aderidos pode ser devido a alimentacdo do
reator com efluente sintético, que proporcionou o crescimento de micro-organismos e
reduziu o desprendimento do biofilme. Contudo, 0 MBBR; apresentou um pequeno
decaimento na concentracdo de sélidos aderidos, que pode ser devido ao VR 239
ozonizado remanescente do MBBR; e a baixa carga organica proveniente do MBBR;.
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Figura 56 — Concentracao de sélidos aderidos para 0 MBBR; nos regimes 6, 7 e 8 de
operacdo alimentado com efluente sintético + solucédo de VR 239 ozonizada por 12 min,
efluente sintético + solucéo de VR 239 ozonizada 20 min e efluente sintético.
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Figura 57 — Concentracao de solidos aderidos para os regimes 6, 7 e 8 de operacdo do
MBBR; alimentado com efluente sintético + solugdo de VR 239 ozonizada por 12 min,
efluente sintético + solugdo de VR 239 ozonizada 20 min e efluente sintético.

A razdo entre os solidos aderidos volateis e solidos aderidos totais indicam a
quantidade de matéria organica ndo mineralizada, o que corresponde a quantidade de
micro-organismos no reator. Na Tabela 28, podem ser verificados valores para a razao
entre os solidos aderidos volateis e solidos aderidos totais de 0,70 a 0,89 para 0 MBBR1
e de 0,40 a 0,76 para 0 MBBR; nos regimes 6, 7 e 8 da Fase 2. Castro (2016) estudou a
degradacédo de produtos da ozonizagdo do corante laranja reativo 16 e obteve resultado
semelhante, com valores de 0,6 a 0,9 para a razdo entre sélidos aderidos volateis e
totais. Estes resultados, quando obtidos valores acima de 0,6, sugerem que hd uma
quantidade suficiente de micro-organismos nos biofilmes para a degradacdo de matéria

organica e inorganica, exceto no regime 6 do MBBR:.

Tabela 28 — Razdo entre solidos aderidos volateis e totais para os regimes 6,7 e 8 do
MBBR; e MBBR,

Redime Razao Razao
grr SAV/SAT SAV/SAT
operacional MBBR1 MBBR2
0,70 0,49
0,71 0,73
0,89 0,76
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Pode ser observado que estes resultados refletem os resultados obtidos para 0s
solidos suspensos, ou seja, nos regimes em que houve o aumento na concentragdo de
solidos suspensos, houve o decréscimo na concentracdo de solidos aderidos. Desta
forma, os resultados obtidos para os sélidos suspensos validam e estdo de acordo com
0s resultados obtidos para os solidos aderidos.

Na Figura 58 pode ser observada a diversa biota contida no MBBR; com a
presenca de micro-organismos, como nematdides e protozoarios. No MBBR; ndo foi
possivel realizar as microfotografias devido a pequena quantidade de biomassa contida

no biofilme.

Figura 58 — Microfotografia da biomassa aderida no regime 6 de operagdo do MBBR;
alimentado com efluente sintético ozonizado (aumento de 400x e 1000x)

5.3.4 Ildentificacdo dos Intermediérios formados na ozoniza¢édo do VR 239 apos o
processo bioldgico pelos MBBRs em série

O efluente proveniente dos MBBRs da Fase 2 nos regimes 6 e 7 foi analisado
por meio de CG/MS para avaliar se houve a metaboliza¢do dos produtos da ozonizagéo
do VR 239. Os produtos identificados estdo apresentados na Tabela 29.

Nos regimes 6 e 7 foram identificados os compostos 1,3-dihidro-2-benzofurano-
1,3-diol, 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol, formaldeido e acido oxalico. A presenca
do 1,3-dihidro-2-benzofurano-1,3-diol sugere que ndo houve a metabolizacdo do acido
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ftalico, proveniente da ozonizagdo dos anéis naftalénicos presentes na estrutura do VR
239. Contudo, a presenca dos compostos formaldeido e &cido oxalico indicam que o
sistema MBBR com dois reatores em série e 0 aumento do tempo de ozonizagdo do VR
239 proporcionou a metabolizacio dos intermediarios a Acido Oxalico e Formaldeido.

Como ja verificado por Castro (2016).

Tabela 29 — Intermediarios da solugédo de VR 239 ozonizada identificados no efluente apos
0 processo bioldgico pelos MBBRs em série - Fase 2

Regime
Composto Formula Massa NUmero Estrut_ura opergcional
molecular ~ molar CAS guimica ﬁ
H
Formaldeido CH,O 30,026 1664-98-8 )\ X X
0 H
Acido Oxalico C,H,0, 90,034  144-62-7 H - X
HO OH
1,3-dihidro-2-benzofurano- CeHsOs 152,149 63883-90-9 . X X
1,3-diol
4-amino-6-cloro-13,5- -\ N0 144,091 38862-29-2 N X X

triazina-2-ol

HI N
J\ /)\
Hal N OH

A ineficiéncia do MBBR na metabolizacdo de alguns produtos da ozonizagéo
pode ter ocorrido devido a sua estrutura, como o composto 4-amino-6-cloro-1,3,5-
triazina-2-ol. Este composto, que contém um anel triazinico, possui caracteristica
recalcitrante (COSTA et al., 2012) e é semelhante a atrazina, que tem propriedades
herbicidas e cancerigenas (YIXIN et al., 2014).

5.4. ANALISE DA COMUNIDADE MICROBIANA DO MBBR NAS FASES 1¢ 2

A degradacdo do corante VR 239 previamente ozonizado foi realizada com um
MBBR e dois MBBRs em série. Para isso, foi avaliada a remocéo de matéria organica e
nitrogénio em diferentes regimes de operacdo. Foi verificado que em todos os regimes
em que o sistema MBBR foi alimentado com efluente ozonizado (VR 239 ozonizado +
meio sintético), foram obtidas remoc¢des medias de 90% e 40% de matéria organica
(DQO) e amodnio, respectivamente. Os resultados indicam que o0s produtos da
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ozonizagdo do VR 239 afetaram drasticamente a remocao de nitrogénio amoniacal, a
qual foi possivelmente ocasionada pela presenca do composto 4-amino-6-cloro-1,3,5-
triazina-2-ol, que possui caracteristicas toxicas as bactérias nitrificantes e passou
incélume por todo o processo biolégico. Assim, a analise da comunidade microbiana
teve como objetivo de melhor compreender o efeito dos compostos presentes na
alimentacdo na dindmica das comunidades microbianas no MBBR.

O estudo da caracterizacdo dos perfis bacterianos no MBBR; e MBBR; foi
realizado a partir das amostras de DNA extraidas do biofilme nos regimes 5 a 8, em que
0s MBBRs foram alimentados com efluente ozonizado por 12 min, efluente ozonizado
por 20 min e meio sintético desprovido de corante. As sequéncias nucleotidicas foram
obtidas por sequenciamento massivo de DNA e, apds a remocao de resultados de baixa
qualidade e de tamanho inadequado, foram obtidas 22.305 leituras satisfatérias para
todas as amostras dos MBBRs, como pode ser observado na Figura 59. As curvas de
rarefacdo obtidas para todos os regimes operacionais se aproximaram da saturacao,
demonstrando que o numero de sequéncias obtidas foi suficiente para revelar a maior

parte da comunidade bacteriana dos MBBRs.
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Figura 59 — Curvas de rarefacdo para os MBBRs nos regimes operacionais analisados
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A riqueza e a diversidade bacteriana em diferentes regimes operacionais dos
MBBRs foram determinadas por meio do nimero de unidades taxonémicas (UTOs), do
estimador de riqueza baseado em abundéancia de Chaol e dos indices de diversidade de

Shannon e Simpson, apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 — indices de diversidade o do MBBR; e MBBR, em diferentes regimes
operacionais

_ indices de riqueza  Indices de diversidade
Regime
. MBBR —— :

operacional NOmerode .,  Shannon Simpson

UTOs® (H) (D)

5 1 172 279,25 2,56 0,14

6 1 187 359,44 2,08 0,25

6 2 199 324,84 2,52 0,18

7 1 198 279,33 2,29 0,17

7 2 160 259,40 2,54 0,15

8 1 240 346,11 3,35 0,11

8 2 255 294,75 3,81 0,04

& Nivel de corte de 3%

Levando em conta o nimero de UTOs e o indice Chaol, observou-se aumento
da riqueza bacteriana quando houve a mudanca do sistema MBBR de Unico estagio
(regime 5) para dois estagios (MBBR; e MBBR;) (regimes 6 e 7) e também quando os
MBBRs foram alimentados somente com meio sintético (regime 8). Contudo, quando 0s
MBBRs foram alimentados com efluente ozonizado por 20 min (regime 7), houve uma
pequena queda nos indices de Chaol e no numero de UTOs, o que pode estar
relacionado a formacdo de outros subprodutos que foram inibidores a determinados
organismos.

Para os indices de diversidade, deve ser considerado que quanto maior o indice
de Shannon e quanto menor o indice de Simpson, maior a diversidade bacteriana. Uma
maior diversidade implica uma maior uniformidade na quantidade de UTOs no sistema
MBBR e uma distribui¢do mais equitativa das mesmas (KIM et al., 2017). De um modo
geral, a diversidade aumentou com mudanca do sistema de um para dois reatores e
especialmente quando o meio sintético desprovido de subprodutos da ozonizac¢do do VR
239 foi alimentado aos reatores, no regime 8. Nessa condicéo o indice de Shannon (H)
atingiu valores maximos de 3,35 e 3,81 no MBBR; e MBBR;, respectivamente, e o

indice de Simpson atingiu valores minimos de 0,11 e 0,04 nesses respectivos reatores.
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Interessante observar que os indices de riqueza foram maiores no primeiro reator
da série nos regimes 6, 7 e 8, possivelmente em funcdo da maior quantidade de matéria
organica e subprodutos oriundos da ozonizacdo alimentados a esses reatores. Ja 0s
indices de diversidade, que expressam a equitabilidade e a distribuicdo relativa das
UTOs, foram maiores no segundo reator da série nos mesmos regimes, o que pode estar
relacionado a um ambiente mais favoravel a diversidade bacteriana e menos propicio a

ocorrer dominancia por parte de determinados grupos microbianos.

5.4.1 Andlise dos Perfis Bacterianos das Fases 1 e 2

A abundancia relativa da comunidade bacteriana no nivel de filo é apresentada
na Figura 60. Pode ser observado que em todos os regimes operacionais os filos mais
abundantes foram Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes e Actinobacteria, que
representaram um total de 59%, 33%, 3% e 2%, respectivamente, do total de
sequéncias. Ao longo dos regimes operacionais, pode ser observado um declinio da
abundéancia de Proteobacteria e 0 aumento da abundancia de Bacteroidetes, ocasionada
pela mudanca na configuracdo do sistema de um para dois reatores em série (regimes 6
e 7) e também pela auséncia dos produtos da ozonizac¢do do VR 239 no afluente (regime
8). Nos regimes 5, 6 e 7, em que o sistema MBBR foi alimentado com efluente
ozonizado, houve uma maior do filo Proteobacteria. J& o filo Actinobacteria esteve
presente em porcentagens semelhantes em todos os regimes operacionais, independente
do sistema bioldgico ser operado em estagio Unico ou duplo estagio. Jiang et al. (2019)
também identificou maior predominéncia de Proteobacteria no efluente de RBS
utilizado na degradacdo de anilina. Organismos pertencentes ao filo Proteobacteria sao,
em geral, heterotréficos que podem contribuir para a remog¢do de compostos aromaticos
e producéo de EPS, auxiliar na coesédo de flocos de lodo para a formacdo de biofilmes e
também sdo predadores, podendo consumir outras bactérias (DEVPURA et al., 2017;
JIANG et al.,2019; MADIGAN et al., 2016). No MBBR;, particularmente nos regimes
6 e 7, foi observado que um aumento expressivo na propor¢do de Bacteroidetes no
MBBR; em compara¢do ao MBBR;, com esses organismos representando um total de
15% e 52% da comunidade bacteriana no segundo reator da série, 0 que possivelmente
se deve a reducdo no aporte de matéria organica, em grande parte metabolizada no
MBBR;, e a promogdo de um ambiente mais protegido de substancias inibidoras para o
consorcio microbiano. Durante o regime 8, em que os MBBRs foram alimentados

somente com meio sintético, além dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria, o filo
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Planctomycetes também foi detectado em frequéncia elevada de 7% e 15% no MBBR; e
MBBR,, respectivamente. A abundéncia relativa do filo Planctomycetes foi muito
pequena nos demais regimes (5, 6 e 7). Os filos Proteobacteria e Bacteroidetes também
foram identificados em um reator de hidrdlise &cida utilizado na degradacéo de aguas
residuarias contendo corante azo e em aguas residuarias domésticas, industrial e
hospitalar, apds tratamento por lodos ativados (XIE et al., 2016; SIGALA e UNC,
2013). De acordo com Madigan et al. (2016) e Zhang et al. (2014), o filo Bacteroidetes
tem como caracteristica funcional a fixacdo do nitrogénio, desnitrificacdo, participa da
degradacdo de polimeros, de substancias organicas complexas e decompde células

mortas e EPS.
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Figura 60 — Abundancia relativa dos filos bacterianos nos MBBRs nos diferentes regimes
operacionais nas Fases 1 (regime 5) e 2 (regimes 6, 7 e 8).

A comunidade bacteriana também foi avaliada em niveis taxondmicos mais
especificos, como ordem e género, sendo os resultados apresentados nas Figuras 61 e
62, respectivamente. Foram consideradas 26 ordens e 69 géneros mais importantes e as
ordens (28) e géneros restantes (123), com frequéncias relativas inferiores a 0,05%,
foram agrupadas na categoria outros. As ordens mais abundantes e presentes em todos
0s regimes operacionais foram Burkholderiales, Sphingobacteriales, e Rhizobiales,
correspondendo a um total de 29%, 26%, 15% da comunidade bacteriana,

respectivamente. Pode ser observado que ao longo dos regimes 5 a 8, houve uma
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diminuicdo de Burkholderiales e um aumento de Sphingobacteriales, pertencentes aos
filos Proteobacteria e Bacteroidetes, respectivamente. A frequéncia relativa da ordem
Rhizobiales foi maior no regime 6, e organismos da ordem Enterobacteriales estiveram
praticamente ausentes no regime 8 embora estivessem presentes em quantidade
significativa nos regimes 5 e 7. Organismos das ordens Burkholderiales e Rhizobiales
possuem como caracteristica funcional a fixagdo do nitrogénio e sdo
quimiorganotroficas (MADIGAN et al., 2016). De acordo com Forss et al. (2017),
bactérias da ordem Burkholderiales foram observadas em consorcios microbianos no
tratamento de &guas residuarias com corante azo e podem degradar compostos
recalcitrantes como 4-nitrobenzoato e aromaticos sulfonados. Organismos da ordem
Rhizobiales também podem realizar a metabolizacdo de compostos aromaticos e sdo
comumente encontrados em biofilmes onde o substrato é limitante, podendo se
estabelecer facilmente nesses ambientes de competicdo bacteriana (DEVPURA et al.,
2017, KEMRU et al., 2012). J& as bactérias da ordem Enterobacteriales podem reduzir o
nitrato a nitrito e fermentam aclcares a diversos produtos finais, sendo também
encontradas em aguas residuarias contendo antibioticos (SIGALA e UNC, 2013;
MADIGAN et al., 2016).

No regime 8, devido a auséncia dos produtos da ozonizagcdo no afluente, a
comunidade microbiana dos MBBRs apresentou maior predominancia de
Sphingobacteriales (45%), Planctomicetales (15%), Flavobacteriales (7%), e
Cytophagales (7%), além da presenca de Nitrospirales (0,03%). Zhang et al., 2018
observaram que na comunidade microbiana de lodo ativado de estacGes de &guas
residudrias, organismos da ordem de Sphingobacteriales e Nitrospirales realizam a
degradacdo e desnitrificacdo de compostos aromaticos, podem se adaptar a aguas
residudrias contendo baixa carga organica e poluentes organicos perigosos, como

efluentes da industria téxtil.
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Figura 61 — Comunidade bacteriana em nivel de ordem nos MBBRs para os diferentes
regimes operacionais nas Fases 1 (regime 5) e 2 (regimes 6, 7 e 8). Ordens menos

abundantes foram agrupadas na categoria “Outros”.
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Figura 62 — Abundancia relativa dos géneros bacterianos nos MBBRS para os diferentes regimes operacionais nas Fases 1 (regime 5) e 2 (regimes 6, 7

e 8). Géneros menos abundantes foram agrupados na categoria “Outros”.
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Na Figura 62 esta ilustrada a abundéncia relativa dos géneros bacterianos nos
MBBRs ao longo dos regimes operacionais. Conforme observado para 0s outros niveis
taxondmicos (filo e ordem), uma maior diversidade bacteriana no nivel de género
também foi observada no regime 8, no qual a alimentacdo dos MBBRs foi desprovida
dos subprodutos de ozonizacao.

Os géneros mais abundantes foram Achromobacter e Terrimonas. O primeiro
género foi detectado somente quando havia os subprodutos da ozonizagdo na
alimentacdo, isto é, regimes 5, 6 e 7, enquanto a propor¢do do segundo foi aumentando
ao longo dos regimes, atingindo frequéncia maxima de aproximadamente 31%
(MBBR;) e 15% (MBBR;) no regime 8. O género Achromobacter foi identificado no
biofilme de um reator aerébio usado para o tratamento de aguas residudrias téxteis e foi
isolado para a descoloracdo do corante Verde Malaquita (IBRAHIM et al., 20009,
WANG et al., 2011). O estudo realizado por Kundu et al. (2011) revelou que bactérias
do género Achromobacter, particularmente Achromobacter xylosoxidans, isoladas de
sistema de tratamento de abatedouro, apresentaram capacidade de nitrificagdo
heterotrofica, realizando a oxidagéo de carbono e amdnio ao mesmo tempo.

Ja o género Terrimonas pode contribuir na remog¢édo de nitrogénio por meio da
biossintese de EPS e agregacdo do biofilme, conforme reportado em estudos realizados
recentemente (ZHAO et al., 2019). Esses organismos ja foram identificados no lodo de
reatores anoxico-anaerébio-aerébio de uma estacdo de tratamento de aguas residuarias
municipais (JIN et al., 2013).

Chitinophagaceae_unclassified é outro género cuja abundancia relativa foi
aumentando, especialmente nos regimes 7 (no MBBR;) e 8 (ho MBBR; e MBBRy).
Tais organismos possivelmente foram inibidos pelos subprodutos da ozonizacdo do
corante VR 239, aparecendo em maior quantidade quando o tempo de ozonizagédo foi
maior (regime 7) e no segundo reator da série (frequéncia de 13%), ap6s metabolizacdo
desses subprodutos no MBBR;, ou ainda na auséncia desses subprodutos no regime 8,
quando sua frequéncia relativa foi 10 a 14% no MBBR; e MBBR, respectivamente.
Estudo realizado por Chen et al. (2018) mostram que organismos pertencentes a familia
Chitinophagaceae foram responsaveis pela atividade nitrificante no tratamento de aguas
residuarias domésticas em um biorreator com membranas submetido a baixas

concentracdes de oxigénio dissolvido. Como os resultados do sequenciamento
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indicaram que a frequéncia relativa dos organismos pertencendo ao género
Chitinophagaceae_unclassified aumentou substancialmente no regime 8, tanto no
MBBR; (proporcdo de 10,4%) como no MBBR;, (propor¢do de 14,8%), quando a
nitrificacdo foi completa, é possivel que que esses organismos possam ter contribuido
para a oxidacdo do aménio no sistema MBBR. Planctomycetaceae_unclassified
também foram detectados em maior quantidade no regime 8, com porcentagens em
torno de 6% nos MBBR; e MBBR,.

Comamonas é um género que possui a capacidade de oxidar aménio a nitrito, e
até mesmo desnitrificar sob condicBes aeradas, reduzindo nitrato a nitrogénio gasoso
(PATUREAU et al., 1994), e foi somente detectado na auséncia dos subprodutos da
ozonizacdo do corante VR 239, quando a remocao de amdnio foi completa. Como néo
foram encontrados outros géneros de bactérias oxidadoras de aménio (BOA), dentro os
quais o Nitrosomonas é o mais conhecido e reportado em estudos com biorreatores
nitrificantes (ALMSTRAND, 2012), acredita-se que organismos do género Comamonas
tenham sido responsaveis pela oxidacdo de amonio nos MBBRS. Sua presenca passou a
ser detectada no regime 7 (frequéncia de 0,009% no MBBRj), aparecendo em maior
proporcéo no regime 8 (0,25% e 0,41% no MBBR; e MBBR;, respectivamente).

Outro género detectado em maiores proporcées no regime 8 (correspondendo a
aproximadamente 1% do total de sequéncias no MBBR; e MBBR>) e que também foi
reportado em estudos anteriores com potencial de oxidar aménio € Sphingomonas. Tal
et al. (2003) detectou Sphingomonas spp. no consorcio microbiano de um reator de leito
moével juntamente com BOA e BON, sugerindo a sua capacidade de nitrificacdo.
Fitzgerald et al. (2015) também observaram que Sphingomonas contribuiu para a
oxidacdo de amonio em reatores bioldgicos mantidos sob baixas concentracdes de
oxigénio dissolvido (<0,3 mg/L). Ja Yun et al. (2019) especularam que pelo menos
alguns membros do género Sphingomonas séo capazes de transformar diferentes formas
de nitrogénio inorganico, tais como aménio, em estudo focado no tratamento de agua
residudria oriunda de areas agricolas.

E interessante observar que as bactérias oxidadoras de nitrito (BON) foram
detectadas somente no regime 8, coincidindo com o fato de nédo ter havido acimulo de
nitrito. Os resultados de sequenciamento reforcam a hipotese de que o composto 4-
amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol pode ter ocasionada a inibicdo de bactérias
nitrificantes nos regimes 5, 6 e 7. Um dos géneros de BON detectados foi Nitrospira, do

filo Nitrospirae e familia Nitrospiraceae, cuja frequéncia foi de 0,027% no MBBR..
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Outro género de BON detectado apenas no regime 8 foi a Nitrolancea, pertencente ao
filo Chloroflexi e familia Sphaerobacteraceae. Esse género foi ainda mais abundante do
que Nitrospira, apresentando uma frequéncia relativa de 0,15% e 0,11% no MBBR; e
MBBR,, respectivamente. Ha apenas uma espécie reportada para esse género,
conhecida como Nitrolancea hollandica, isolada de biorreator nitrificante com alta
carga de bicarbonato de aménio como meio mineral e nitrito como fonte de energia
(Sorokin et al., 2014). Nitrobacter, género de BON frequentemente encontrado em
sistemas de tratamento bioldgico (CERVANTES, 2009), ndo foram detectadas nesse
estudo.

Com o objetivo de relacionar as UTOs detectadas com as eficiéncias de remogéo
de matéria organica (DQO e COD) e de am6nio, concentraces de nitrato e nitrito no
efluente, e tempo de ozonizacdo do VR 239, uma andlise multivariada por
escalonamento multidimensional ndo métrico (hMDS) é apresentada na Figura 63. Pode
ser observado que o aumento da remocgdo de amdnio e da concentracdo de nitrato
(produto final da nitrificacdo) esta relacionada com as UTOs no regime 7 e
especialmente no regime 8, enquanto que o aumento da concentracdo de nitrito esta
relacionado aos perfis dos regimes 5 e 6, indicando a predominancia de uma nitrificagcdo
parcial nesses regimes.

Os resultados enfatizam que a auséncia dos produtos da ozonizagdo do VR 239
no regime 8 proporciona um consércio microbiano favoravel a nitrificacdo, o que
condiz com os resultados observados na andlise dos perfis bacterianos dos regimes
estudados e na elevada remocao de amonio (90%) obtida no regime 8.
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6. CONCLUSAO E RECOMENDACOES

Neste trabalho foi estudada a metabolizacdo dos produtos gerados na ozonizagéo
do corante vermelho reativo 239 por processo biolégico empregando a tecnologia
MBBR.

A ozonizagdo do corante VR 239 apresentou eficiéncia elevada, tendo sido
obtida remogéo completa de cor. O processo de ozonizagdo apresentou remogdes de
DQO (62%) e COT (35%). Também foi observado um consumo crescente de Oz apos a
remocao total de cor da solucdo de VR 239. Isso implica que a ozonizacéo levou a
decomposicdo da estrutura do corante e a quebra da ligacdo azo -N=N-, embora néao
tenha propiciado a mineralizacdo completa dos compostos orgénicos a CO; e H,O. Os
percentuais de remocéo de nitrogénio total (26%) e amonio (21%) sugerem a formacao
de nitrogénio gasoso, enguanto que o aumento na concentracdo de nitrato indica a
formacdo oriunda da oxidacdo de amonio. A toxicidade da solucédo do corante VR 239
foi ausente ap6s 4 min de ozonizacdo. Os produtos da ozonizagdo do corante VR 239,
formados a partir da quebra das ligagdes -N=N— e —C—N-, foram a anilina, fenol,
catecol e 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-ol. A partir dos produtos de ozonizagdo
identificados, um mecanismo de reacdo com duas vias de degradacéo foi proposto.

Na Fase 1 de operacdo do MBBR, foi observado que o corante e seus produtos
da ozonizacdo causaram um efeito adverso aos micro-organismos do biofilme e houve
uma pequena reducdo na remoc¢do de matéria organica. Contudo, ap6s determinado
periodo, foi obtida uma remocdo de DQO de 90%, indicando que o efluente sintético
ozonizado € menos toxico que 0 ndo ozonizado e que houve a adaptacdo das bactérias
heterotroficas ao efluente ozonizado. Foi observada uma redugdo na remocéo de aménio
(40%) e grande parte desse (39%) foi convertido a nitrito, demonstrando que houve a
completa inibicdo da nitratacdo. A nitrificacdo foi severamente afetada pelo corante VR
239 e seus produtos da ozonizag¢do, como 0s compostos triazinicos contendo cloro. No
efluente do MBBR na Fase 1, foram identificados os compostos fenol, 1,3-dihidro-2-
benzofurano-1,3-diol e o 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-ol, confirmando que os
produtos da ozonizagdo do VR 239 ndo foram metabolizados no MBBR. A
metabolizacdo ineficiente pode ter ocorrido devido a presenca de compostos com
elevada toxicidade no produto da ozonizagdo do VR 239.
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Na Fase 2, em que o sistema bioldgico foi divido em dois reatores em série, a
eficiéncia de remogdo de matéria organica aumentou para 92% ap6s o MBBR; e 94%
apos o MBBR;. Contudo, quando o sistema foi alimentado com efluente sintético
ozonizado por 20 min, as bactérias heterotroficas foram afetadas, havendo uma reducéo
na remocao de DQO e COD. A remoc¢do de nitrogénio amoniacal foi, em média, de
40%. Portanto, constatou-se que a mudanga de um Unico reator na Fase 1 para dois
reatores em série na Fase 2 e 0 aumento no tempo de ozoniza¢do ndo propiciaram
melhorias no que tange a nitrificacdo. Testes posteriores com meio sintético desprovido
de corante comprovaram que as bactérias nitrificantes foram inibidas por compostos
oriundos da ozonizacao do corante VR 239, tais como o composto triazinico contendo
cloro. Os produtos identificados no efluente dos MBBRS na Fase 2 indicam que houve a
metabolizacdo de alguns produtos da ozonizacdo do corante VR 239 a &cido oxalico e
formaldeido. Contudo, o &cido ftalico ndo foi degradado.

Os resultados da comunidade microbiana nos MBBRs das Fases 1 e 2 mostraram
que os regimes durante os quais o sistema foi alimentado com os produtos da
ozonizacdo do corante VR 239 foram caracterizados por uma menor diversidade
microbiana em relacdo ao regime usando apenas meio sintético. Também foi possivel
verificar a auséncia de bactérias nitrificantes quando os MBBRs foram alimentados com
0s produtos da ozonizagdo do corante VR 239.

No regime em gque os MBBRs foram alimentados somente com meio sintético,
foi observada a presenca de organismos do género Comamonas, possivelmente
relacionados a oxidacdo de amdnio, e maior quantidade de organismos oxidadores de
nitrito, particularmente do género Nitrospira e Nitrolancea, reforcando a hipotese que
0s subprodutos da ozonizacdo do corante VR 239, especialmente o composto 4-amino-
6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol, pode ter ocasionado inibicdo de bactérias nitrificantes
quando 0s mesmos estiveram presentes na alimentacéo do sistema MBBR.

Considerando todos os resultados obtidos para o sistema MBBR nas Fases 1 e 2,
o sistema de MBBRs em série apresentou melhores remocdes de DQO, metabolizacéo
de alguns subprodutos da ozonizagdo do VR 239 identificados e maior riqueza e
diversidade microbiana.

Em suma, o estudo acerca da ozonizagdo do corante VR 239 e a metabolizacéo
dos produtos da ozonizacdo do VR 239 em reator biologico com biofilme mostrou que
essa alternativa € eficiente para a remocdo do corante VR 239. Contudo, 0 processo

bioldgico aerdbio se mostrou fragil na presenca de compostos como o 4-amino-6-cloro-
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1,3,5-triazina-2-ol, que apresentou ser toxico e inibidor da atividade das bactérias

nitrificantes.

Para a continuidade aos estudos nesta linha de pesquisa, recomenda-se a

realizacdo de novos trabalhos com os seguintes objetivos:

Avaliar a toxicidade do VR 239 ap0s 0zonizagdo com outros organismos
teste;

Avaliar a toxicidade do efluente ap6s o tratamento biologico;

Quantificar a concentragdo do composto 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol
apos a ozonizagdo do VR 239;

Estudar a metabolizacdo em sistema MBBR dos produtos do VR 239 com
maior tempo de ozonizacao;

Estudar a metabolizacdo dos produtos da ozoniza¢do do VR 239 em sistema
MBBR empregando tempos de retencdo de hidraulica maiores;

Fazer testes de inibicdo com o composto 4-amino-6-cloro-1,3,5-triazina-2-ol
em diferentes concentragdes para comprovacdo do seu efeito adverso ao

consorcio nitrificante.
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APENDICE A

A.1l. Curvas cinéticas de remocao de cor do VR 239 por o0zénio
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Figura Al — Curvas cinéticas de remocao de cor do corante vermelho reativo 239 por
ozonizacdo nas concentrac@es de 50 mgVR239/L., 40 mgOs/L para pH 3 (A), pH 7 (B), pH
10 (C) e pH 7 e 20 mgO4/L (D)
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A.2. Espectros de massas do anel triazinico identificado
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Figura A2 — Espectro de massas de alta resolucédo do anel triazinico ap6s ozonizacdo do VR 239 nas concentragdes de 50 mgVR239/L e 20
mgOs/L
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0113_Natalia_1_neg#1-49 RT: 0.01-0.42 AV: 49 NL: 1.94E6
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Figura A3 — Espectro de massa do anel triazinico formado na ozonizacao do VR 239 ap6s o processo bioldgico pelo MBBR no regime 5 da Fase 1
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Figura A4 — Espectro de massa do anel triazinico formado na ozoniza¢do do VR 239 apds o processo bioldgico pelos MBBRs em série no regime 6 da
Fase 2
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Figura A5 — Espectro de massa do anel triazinico formado na ozonizagdo do VR 239 apds o processo bioldgico pelos MBBRs em série no regime 7 da
Fase 2
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