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RESUMO

A liberacdo de residuos téxteis no meio ambiente, com destaque para 0s corantes
sintéticos, representa um dos principais problemas ambientais da atualidade, devido ao seu
grande potencial de polui¢do dos corpos d’agua. Esses compostos quando presentes no
ambiente possuem alta persisténcia, pois apresentam em sua composi¢do quimica, grandes
guantidades de anéis aromaticos, ligacdes azbicas, aminas e grupos sulfénicos, que lhes
conferem lento processo de biodegradacdo e elevado potencial toxicoldgico. Diversas
pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de reduzir nos efluentes a concentragéo de
corantes e dos metabolitos que sdo gerados com a degradacao dessas moléculas, que por vezes
podem ser mais toxicas que a molécula inicial. Entendendo toda essa problematica, o presente
estudo teve como objetivos avaliar a biossorcdo e biodegradacao dos azo corantes téxteis Acid
Blue 161 e Procion Red MX-5B em solucdo simples e solucdo binaria pelos fungos
filamentosos Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Rhizopus oligosporus. Todos 0s
tratamentos foram associados a testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo Artemia
salina e sementes de Lactuca sativa. Nos testes biossortivos o fungo que apresentou maior
capacidade de descoloragdo das solugbes foi o A. niger. Enquanto que no teste de
biodegradacdo o fungo A. terreus apresentou maior capacidade de degradagdo das moleculas
dos corantes. No processo biodegradativo analises de FTIR mostraram a presenca de aminas e
outros metabdlitos que foram formados durante o tratamento biologico dos corantes. Nos
testes de toxicidade as sementes de L. sativa foram mais sensiveis a presenca dos corantes e
apos o teste de biossor¢do dos corantes ocorreu reducdo da toxicidade das solucGes para 0s
dois organismos-teste utilizados, indicando que o tratamento foi eficiente na descoloragéo e
reducdo da toxicidade das solugdes. Enquanto que para o tratamento de biodegradagdo, em
todas as solucdes ocorreu aumento da toxicidade em relacdo a toxicidade inicial, evidenciando
que a quebra das moléculas dos corantes durante o tratamento levou a formacdo de
metabdlitos secundarios altamente toxicos. Portanto, do ponto de vista toxicolégico o
tratamento biossortivo foi mais eficiente, pois ele foi capaz de descolorir as solucdes sem
levar a formacdo de metabdlitos secundarios com potencialidade toxicolégica, como por

exemplo, as aminas.

Palavras-chave: Azo corantes. Biossor¢do. Biodegradacdo. Fungos filamentosos. Artemia

salina. Lactuca sativa.



ABSTRACT

The release of textile waste in the environment, especially the synthetic dyes,
represents one of the main environmental problems of the present time due to its great
potential for pollution of water bodies. These substances when present in the environment
have high persistence, because they present in their chemical composition, large amounts of
aromatic rings, azo groups, amines, sulfonic groups, which impart a slow process of
biodegradation and high toxic potential. Several investigations have been performed in order
to reduce the effluent concentration of dyes and metabolites that are generated by the
degradation of these molecules, which can sometimes be more toxic than the original
molecule. Understanding all this problem, this study aimed to evaluate the biosorption and
biodegradation of textile azo dyes Acid Blue 161 and Procion Red MX-5B in simple and
binary solution by the filamentous fungus Aspergillus niger, Aspergillus terreus and Rhizopus
oligosporus. All treatments were associated with toxicity tests with the brine shrimp Artemia
salina and seeds of Lactuca sativa. In biosorption tests fungus that showed the greatest ability
to discolouration of the samples was A. niger. While in the biodegradation test fungus A.
terreus showed greater capacity for degradation of the dye molecules. In the biodegradation
process FTIR analysis showed the presence of amines and other metabolites for the biological
treatment of the dyes. In toxicity tests the seeds of L. sativa were more sensitive to the
presence of the dyes. After biosorption test one of the dyes occurred reducing the toxicity of
the samples for the two organisms used as biological indicators, showing that the treatment
was effective in reducing the discoloration and toxicity of the solutions. For the treatment of
biodegradation occurred in all samples increased toxicity, relative to the initial toxicity of the
solutions. This indicates that the molecules were degraded by the fungus A. terreus occurred
and that the formation of highly toxic secondary metabolites. This indicates that the
toxicologically biosorption treatment is more efficient as it is capable of discoloring the
samples occurs without the formation of secondary metabolites with potential toxicity, such

as amines.

Key-words: Azo dyes. Biosorption. Biodegradation. Filamentous fungus. Artemia salina.

Lactuca sativa.
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1 INTRODUCAO

A falta de qualidade das aguas naturais € considerada um dos maiores problemas
ambientais da atualidade. Esse problema é reflexo dos udltimos dois séculos, onde a
industrializacdo se fixou como forma de producdo e organizacdo de trabalho na sociedade,
tendo como consequéncia a producdo e disponibilidade de diversas substancias
potencialmente tdxicas e a geragdo de subprodutos nocivos ao ambiente. Na presenca desse
cenario surgiram conflitos quanto ao uso do espaco, dos recursos e da disposi¢do dos residuos
gerados nos diferentes segmentos industriais (ZAGATTO, 2008).

Dentre essas substancias temos 0s corantes sintéticos, utilizados como matéria prima
na producdo de tintas, alimentos, cosméticos, papel, com destaque para a inddstria téxtil onde
sdo extensivamente consumidos nos processos de tingimento dos tecidos. Estima-se que
cerca de 10.000 corantes séo produzidos em escala industrial, sendo que 20% encontram-se
disponiveis para o segmento téxtil e que aproximadamente 15% dessa producdo é perdida
para 0 meio ambiente durante a sua sintese, processamento ou aplicacdio (GUARATINI;
ZANONI, 2000; MURUGESAN et al., 2007).

Os efluentes téxteis sdo altamente coloridos e 0 seu langcamento sem tratamento
adequado nos corpos d’agua em maior ou menor nivel de concentragdo fatalmente interferira
na absorcdo de luz e oxigénio pelas plantas e animais aquaticos, além de terem potencial de
acumulacdo no meio e/ou ainda existe o fato de que pode haver transporte dessas substancias

para estacdes de tratamentos de agua, ou seja, o0 descarte incorreto desses compostos contribui
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para a contaminacdo dos mananciais e da agua que é distribuida a populacdo (GUARATINI;
ZANONI, 2000).

O desenvolvimento de tecnologias para o tratamento desses efluentes tem aumentado
gradualmente devido a maior rigidez das legislacbes ambientais. Os principais processos
utilizados para a descoloracdo dessas aguas residuais sdo oxidativos, fotoquimicos, e 0s

adsortivos e a biodegradacao que sdo considerados técnicas de tratamento muito promissoras.

E importante a compreensdo de que qualquer método de descoloracdo de efluentes
téxteis € muito mais efetivo, mais facil e barato se realizado na estacdo de tratamento da
indUstria, antes de atingir os rios e lagoas. O grande impasse é que a implementacdo das
estacOes de tratamento requer investimento a longo prazo, grandes areas de construcéo e custo
elevado, o que dificulta sua implantacdo e faz com que as industrias descartem o efluente

bruto ou tratado de forma ineficaz.

Os efeitos toxicos causados por essas substancias podem ser observados em plantas,
animais e micro-organismos, sendo desta forma, importante o desenvolvimento de estudos
detalhados que avaliem o seu modo de acdo. De acordo com Ribeiro et al. (2003), estudos
sobre 0 comprometimento ambiental, decorrente de contaminacdo por agentes tdxicos,
merecem uma atencdo especial por parte da comunidade cientifica, pois podem servir de

alerta para os perigos que as populagfes possam estar expostas.

Diante de toda essa problematica o presente estudo teve como objetivo analisar a
capacidade de remocdo dos corantes Acid Blue 161 e Procion Red MX-5B em solucdo aquosa
pelos fungos filamentosos Aspergillus niger, Aspergillus terreus e Rhizopus oligosporus. A
descoloracdo foi realizada por processos de biossor¢do e biodegradacdo. Associado a esses
testes de descoloracdo foram realizados testes de toxicidade aguda utilizando como

organismos-teste 0 microcrustaceo Artemia salina e sementes de Lactuca sativa.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

4 Avaliar o processo de biossorcdo e biodegradacéo dos corantes Acid Blue 161
e Procion Red MX-5B pelos fungos filamentosos Aspergillus terreus, Aspergillus niger e
Rhizopus oligosporus e a toxicidade aguda desses corantes antes e ap0s 0s tratamentos

microbioldgicos utilizando os organismos-teste Artemia salina e Lactuca sativa.

2.2. Objetivos especificos

v Determinar as concentracdes de corante responsaveis por causar a mortalidade
de 50 % (CLsp) das larvas de A. salina e 50 % de inibi¢do no crescimento radicular (CIRsp)
das plantulas de L. sativa ap6s diferentes intervalos de exposicéo;

v Realizar estudos de biossortividade, aplicar isotermas de adsorcdo de
Freundlich e Langmuir, e analisar a toxicidade das solug¢fes ap0s interacao biossortiva;

4 Estudar o processo de biodegradacdo dos azo corantes téxteis, acompanhar a
formacdo de possiveis subprodutos e analisar a variacdo do grau de toxicidade das solucGes

apos esse tratamento microbiologico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. AindUstria téxtil e 0 meio ambiente

A industria téxtil, juntamente com a siderurgia e a mineracdo, formou o tripé da
revolugdo industrial do século XVIII. A mecaniza¢do como estratégia de crescimento tornou
0s custos menores, dando inicio a fase capitalista de producdo. No Brasil, a industria téxtil
teve seu inicio no fim do século XVIII, com a producdo de algodao no estado do Maranhao
voltada a exportacdo para a Inglaterra. As industrias de fiagdo comecaram a surgir com a
chegada dos imigrantes europeus, que trouxeram o conhecimento necessario para implantacdo
desses sistemas de produgdo. Esses imigrantes fundaram pequenas empresas nas proprias
casas e se utilizavam da mao de obra familiar. Essas empresas cresceram com 0 passar dos

anos e atualmente representam grandes empresas desse setor (FURTADO, 2005).

Hoje no Brasil a indUstria téxtil representa um extraordinario valor econdmico-social,
absorvendo expressiva quantidade de mdo de obra, ocupando o 5° lugar em geracdo de
empregos diretos e 6° lugar em faturamento. No territério nacional ha cerca de 5.000
indUstrias téxteis, sendo 11% industrias de grande porte, 21% pequeno porte e 68% micro-
empresas (GONDIM et al., 2007), distribuidas pela regido sul (Santa Catarina), sudeste (Sao
Paulo e Minas Gerais) e nordeste (Pernambuco, Bahia e Ceard) (GUARATINI; ZANONI,
2000).
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Dentre os diversos compostos quimicos utilizados no setor téxtil como matéria-prima,
0s corantes sintéticos ocupam posicdo de destaque. Atualmente 10.000 corantes sao
produzidos em escala industrial, sendo que aproximadamente 2.000 encontram-se disponiveis
para esse segmento (DALLAGO et al., 2005; RODRIGUES, 2010). As importacfes de
corantes, pigmentos e branqueadores Opticos no Brasil tiveram aumento de 500 milhdes de
ddlares de 2006 a 2011. Neste mesmo periodo, as exportacdes brasileiras aumentaram apenas
68 milhdes de dolares (ABIQUIM, 2012). Na Figura 1 estdo expressos dados de exportacdes e
importacdes brasileiras de corantes, pigmentos e branqueadores 6pticos entre os anos de 2006
a 2011.

Figura 1 — Importacbes e exportacOes brasileiras no setor de corantes, pigmentos e

branqueadores Opticos, de 2005 a 2010
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Fonte: ABIQUIM, 2012.

Apesar de todos os beneficios econdmicos gerados por essas empresas, 0 grande
problema desse setor esta relacionado com a poluicdo ambiental dos corpos aquaticos,
ocasionado pelo descarte de efluentes téxteis sem tratamento ou tratados de forma

inadequada.



24

Estima-se que 15 a 20% da producdo mundial de corantes € perdida para 0 meio
ambiente durante a sua sintese, processamento ou aplicacdo. O que € um fator preocupante
visto que cerca de um milhdo de toneladas é dispersa no ambiente anualmente (GUARATINI;
ZANONI, 2000; SHINTAKU et al., 2004).

E de amplo conhecimento que o ambiente aquéatico ndo é um compartimento de
diluico infinita da poluigdo gerada e a superficie da Terra e seus ambientes nada mais s&o do
gue compartimentos frageis de matéria viva dos quais depende a existéncia humana. Exemplo
tipico dessa fragilidade é a escassez dos recursos hidricos com qualidade adequada e a
diminuicdo de fontes de agua potavel nas préximas décadas, caso ndo seja implantado a
tempo, numero suficiente de estacGes de tratamento de despejos liquidos para recuperagdo e
reaproveitamento das aguas (ZAGATTO, 2008).

Os maiores setores consumidores de agua doce disponivel correspondem a agricultura
e as industrias, sendo o setor téxtil responsavel por 15% desse consumo. A industria téxtil
apresenta niveis elevados de consumo de agua por quilo de tecido processado, que pode variar
dependendo do tipo de equipamento, processo ou fibra utilizada. Seu potencial contaminante
é considerado médio, sendo a tinturaria e o acabamento as etapas do processo produtivo mais

contaminante se comparadas com a fiacéo e tecelagem (TOLEDO, 2004).

No Brasil o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) Resolugdo n° 357 de
17 de marc¢o de 2005 estabelece nos Artigos 14, 15 e 16 que nos corpos de &gua doce classe 1,
2 e 3 ndo é permitida a presenca de corantes provenientes de fontes antrépicas que ndo sejam
removiveis por processos de coagulacdo, sedimentacéo e filtracdo convencionais (BRASIL,
2005).

Devido a sua prépria natureza os corantes ndo aderidos as fibras durante os processos
de tingimento séo altamente detectaveis a olho nu, sendo visiveis em alguns casos mesmo em
concentracdes tdo baixas quanto 1 mg/L. Este comportamento apresenta a desvantagem de
gue uma pequena quantidade lancada na forma de efluentes causar uma acentuada mudanca
de coloracdo dos rios, mas a vantagem de que a presenca dessas substancias, pode ser
facilmente detectada pelo publico e autoridades que controlam os assuntos ambientais
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

Exemplo de descarte incorreto de residuos téxteis ocorreu em julho de 2012, onde a
Fundacdo Municipal do Meio Ambiente (Fundema) de Joinville, com base em vistoria e

analises laboratoriais, multou a empresa Dohler responsavel pelo vazamento de efluente sem
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tratamento no Rio Cachoeira. O valor a ser pago foi equivalente a R$ 350.000. A infracéo foi
considerada gravissima com base no Cddigo Municipal do Meio Ambiente (FUNDEMA,
2012).

Foram considerados agravantes a ocorréncia de erros no tratamento de efluentes, as
consequéncias danosas a saude, o conhecimento do ato, o fato da empresa ndo ter comunicado
0 vazamento ao 0rgdo ambiental, e o poluente atingir area de preservagdo. Dos 28 parametros
analisados, oito estavam fora dos limites permitidos pela legislagéo, sendo eles a presenca de
chumbo, cor aparente, pH, solidos dissolvidos totais, cloretos, fosforo total e temperatura
(FUNDEMA, 2012). A Figura 2 ilustra a imagem do rio que recebeu o efluente téxtil
descartado de forma inadequada, onde fica visivel a alteracdo de cor das suas aguas.

Figura 2 — Rio Cachoeira, Joinville, Santa Catarina

Fonte: Fundema, 2012.

De acordo com Guaratini e Zanoni (2000), o langamento ndo controlado de residuos
téxteis, principalmente corantes, em maior ou menor nivel de concentracdo fatalmente
interferird na absorcdo de luz pelos habitantes vegetais e animais aquéticos, na potencial
acumulacdo e/ou ainda podem ser transportados para estacdes de tratamento de &gua
municipais (principalmente quando ha presenca de corantes com alta solubilidade em agua),
contribuindo assim para a contaminacdo de mananciais e da agua que é distribuida a

populagéo.
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3.2. Corantes téxteis

As cores desde os primdérdios das civilizagdes sempre exerceram fascinio sobre o
homem. A presenca de corantes foi detectada em amostras de tecidos encontrados em tumbas
egipcias e antigos hieroglifos datados de 2500 a.C. Até a metade do século XIX todos os
corantes eram derivados de folhas, ramos, raizes, frutos ou flores de vérias plantas e
substancias extraidas de animais (GUARATINI; ZANONI, 2000).

O primeiro corante sintético foi descoberto ao acaso por William H. Perkin em 1856.
O cientista trabalhava em seu laboratdrio caseiro, estudando a oxidacdo da anilina, com
dicromato de potassio e apds jogar fora o precipitado resultante da reacdo, e lavar os residuos
do frasco com éalcool, ele admirou-se com o aparecimento de uma solucdo purpura intensa, a
qgual chamou de Mauve. Com essa descoberta, houve uma corrida dos quimicos para
conseguir sintetizar outros corantes, portanto, a descoberta de Perkin foi o primeiro passo para
a producdo de corantes sintéticos em grande escala (ABIQUIM, 2012).

No inicio do século XX, aproximadamente 85% dos corantes sintéticos eram
produzidos na Alemanha, e outros 10% em paises da Europa como a Suica, Reino Unido e
Franca. Apds um século esse padrdo mudou completamente, e a produgdo de corantes foi
transferida para paises como China, Japdo, Coréia, Taiwan, India, Brasil e México.
(WESEMBERG et al., 2003). Juntamente com o sistema produtivo 0s impactos ambientais
causados por essas substancias também foram transferidos para esses paises, fato que pode ser
comprovado pelo grande numero de trabalhos que s@o publicados nessa area oriundos desses

paises e de outros em desenvolvimento.

De uma forma geral, corantes téxteis sdo compostos organicos cuja finalidade €
conferir cor a uma determinada fibra (substrato), sob condi¢des de processo pré-estabelecidas.
Os corantes séo substancias que impregnam as fibras de substrato téxtil, reagindo ou ndo com

0 material, durante o processo de tingimento (ABIQUIM, 2012).

Entre todos os corantes sintéticos produzidos mundialmente, a classe com maior
namero de representantes listados no Colour Index é a dos az6icos (RODRIGUES, 2010).
Eles constituem o maior e mais diversificado grupo de corantes (PANDEY et al., 2007),
representando cerca de 60% do total consumido no mundo. Eles sdo extensivamente
utilizados no processo de tingimento das fibras téxteis pelo fato de possuirem alto padrdo de
fixacdo e alta resisténcia contra luz e umidade (GUARATINI; ZANONI, 2000). Esses
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compostos caracterizam-se por apresentarem em sua estrutura quimica um ou mais

agrupamentos azo aromatico como cromoforo (KUNZ et al., 2002).

Eles geralmente sdo recalcitrantes a degradacdo devido a sua natureza xenobidtica
(PANDEY et al., 2007), e possuem uma elevada resisténcia frente a processos aerobios de
biodegradacdo, portanto, resistem a muitos processos de tratamento de residuos (SOUZA;
PERALTA-ZAMORA, 2006). Contudo, micro-organismos extremamente versateis
desenvolveram sistemas enzimaticos, capazes de realizar a descoloracdo e mineralizacéo

dessas substancias em determinadas condi¢cdes ambientais (PANDEY et al., 2007).

3.2.1. Classificacdo

Os componentes téxteis que controlam a fixacdo da molécula cromdéfora ao substrato
constituem a base para que ocorra a divisdo de corantes téxteis em categorias. Exige-se, para
cada tipo de fibra, uma determinada categoria de corante (ABIQUIM, 2012).

Os corantes podem ser classificados de acordo com o método pelo qual é fixado a
fibra téxtil ou de acordo com a sua estrutura quimica (GUARATINI; ZANONI, 2000;
SANDHYA, 2010). No Quadro 1 estdo listados os principais tipos de corantes de acordo com
0 seu modo de fixacdo as fibras téxteis. E na Figura 3 encontram-se 0s principais tipos de

corantes de acordo com o seu grupo croméforo.



Quadro 1 - Classificacdo dos corantes sintéticos segundo o modo de fixacéo as fibras téxteis

Classe de o . ) ]
Principais caracteristicas Tipo de fibra
corantes
Possuem grupo eletrofilico capaz de formar ligacéo
- covalente com grupos hidroxila de fibras celulésicas, com Algoddo, linho,
eativos : : . . . » :
grupos amino, hidroxila e tidis das fibras proteicas, e seda, viscose
também com grupos amino de poliamidas
S&o corantes sollveis em agua capazes de tingir fibras de
celulose através de interages de Van der Waals. E uma o
) o o Algodéo, viscose,
Diretos classe constituida principalmente por corantes contendo |
. ) nylon
mais de um grupo azo ou pré-transformados em compostos
metélicos
Grande grupo de corantes anidnicos portadores de um a trés
grupos sulfénicos. Estes grupos substituintes ionizaveis
Acidos tornam o corante soltvel em agua e tém vital importancia L4, seda, nylon
no método de aplicacdo do corante em fibras protéicas e de
poliamida sintética
o o Nylon,
o Correspondem a um grupo de corantes cationicos e sollveis B y
Basicos . o . poliesteres, la e
em agua. Podem ser az6icos, antraquinona, dentre outros .
acrilicos
Importante classe de corantes baseada nos indigos. Sdo
X aplicados praticamente insolUveis em agua, porém durante o
A cuba . . y . y Algodao, jeans
0 processo de tinturaria eles sdo reduzidos em solucéo
alcalina, transformando-se em um composto soltvel
Classe de corantes que apds aplicacdo caracterizam-se por
compostos macromoleculares com pontes de polissulfeto (-
Enxofre Sy), 0s quais séo altamente insolUveis em agua. Apresentam | Fibras celuldsicas
boa fixacdo, mas usualmente apresentam residuos altamente
toxicos
Classe de corantes insolUveis em agua aplicados em fibras | Acetato, celulose,
Dispersivos de celulose e outras fibras hidrofdbicas através de nylon e
suspenséo poliésteres

Fonte: Guaratini; Zanoni, 2000; Sandhya, 2010.
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Figura 3 — Classificacdo dos corantes sintéticos de acordo com o grupo cromoforo

Fonte: Sandhya, 2010.

3.3. Sistemas de tratamentos de efluentes téxteis

Atualmente ndo ha um sistema de tratamento geral para descoloracdo de efluentes
téxteis. Existem muitas formas de tratamento, mas nenhuma é totalmente eficaz, algumas
necessitam de associagdes de técnicas para ser eficiente, 0 que se torna na maioria das vezes

inviavel por gerar alto custo.

O desenvolvimento de tecnologias adequadas € de grande interesse no mundo
cientifico devido ao aumento da conscientizacdo da populacdo e o rigor das fiscalizagGes
ambientais. No Quadro 2 estdo descritos as vantagens e desvantagens das principais técnicas

fisico/quimicas utilizadas no tratamento dos efluentes gerados nas inddstrias téxteis.



Quadro 2 — Vantagens e desvantagens de métodos fisicos e quimicos utilizados no tratamento

de efluentes industriais para remocao corantes

Métodos

Fisicos/Quimicos

Vantagens

Desvantagens

Reagentes fentons

(processo oxidativo

Efetivo na descoloragdo de corantes

sollveis e insollveis

Geracdo de lodo

avancgado)
i o Meia vida curta,
) Aplicado no estado gasoso, néo ha .
Ozonizagao B aproximadamente 20
alteragédo do volume do efluente )
minutos
Fotoquimico N&o ha producéo de lodo Formagdo de subprodutos
Inicio e aceleracdo da clivagem da ligacéo Liberacdo de aminas
NaOCI .
azo aromaticas
Degradacao y . Alto custo com energia
_ Nao gera subprodutos toxicos o
guimica elétrica

Carvao ativado

Boa capacidade de remocéo de uma

grande quantidade de corantes

Alto custo de tratamento

Turfa

Bom adsorvente devido a sua estrutura

celular

Superficie de adsor¢édo
menor que a do carvao

ativado

Material celulésico

(Ex. Serragem)

Boa capacidade de adsorgéo para corantes

acidos

Tempo de retencdo muito

longo

Silica gel

Efetiva na remocdo de corantes basicos

Reacdes secundarias
indesejaveis impedem a

aplicacdo comercial

Filtracéo por

Remove todos os tipos de corantes

Concentragéo do lodo

membrana produzido
_ : Néo é eficiente para a
. Regeneracdo sem perda do material y
Troca ibnica remocéo de todos 0s

adsorvente

corantes

Irradiacéo UV

Oxidacao efetiva para escala laboratorial

Requer muito oxigénio

dissolvido

Coagulacdo

eletrocinética

Economicamente viavel

Producéo de uma grande
guantidade de lodo

Fonte: Robinson et al., 2001.
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3.4. Biossorc¢ao

As alternativas para o combate dos efeitos nocivos dos corantes descartados como
efluentes téxteis implicam muitas vezes na tentativa de remogdo dessas moléculas sem que
ocorra a sua quebra em metabolitos secundarios, a fim de se atingir o objetivo principal, que é

a gradual reducgéo dos problemas ambientais causados por essas substancias.

O processo de adsorcdo consiste na adesdo de uma espécie quimica (adsorvato) na
superficie ou poros de algum tipo de substrato (CHIOU, 2002). As técnicas adsortivas tém
sido bastante utilizadas para o tratamento de efluentes coloridos. Este processo encontra
grande aplicagdo industrial, pois associa adsorventes de baixo custo a elevadas taxas de

descoloracao.

O carvao ativado € o substrato adsorvente mais utilizado devido a sua alta eficiéncia
de remocdo. Entretanto, as perdas que ocorrem durante o processo de recuperacdo do
adsorvente torna sua utilizagdo onerosa. Sendo assim o alto custo de tratamento que envolve
esse substrato restringe o seu uso, alem do fato de que apesar do processo de adsor¢do em
carvao ativado apresentar uma eficiéncia significativamente maior do que a de outros
substratos, a adsorcdo de corantes de carater catiénico € uma limitagcdo bastante importante
em funcdo de sua superficie ser positiva (KUNZ et al., 2002).

Assim é necessaria a busca de materiais de baixo custo e com boa capacidade de

remocao para serem utilizados industrialmente como adsorventes.

Podem ser utilizados substratos adsorventes de origem biolégica como quitina,
levedura, fungos filamentosos, algas e bactérias que sdo capazes de complexar e remover as
moléculas de corante do meio. Esses biossorventes contém grande variedade de grupos
funcionais que podem se unir as moléculas de corante e remove-las do sistema em que se
encontram (CRINI, 2006).

Diversos fatores influenciam o processo de adsorcdo, tais como a estrutura molecular
ou natureza do adsorvente, a solubilidade do soluto, o pH e a temperatura do meio. Além
desses fatores, o didmetro do adsorvato também afeta a adsorcdo, sendo que compostos com
didmetros moleculares menores tém mais facilidade em fundir-se para o interior do sélido,

ocorrendo assim maior adsor¢do dessas moléculas (VASQUES, 2008).
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Diferentes trabalhos foram realizados a fim de se testar a capacidade adsortiva de
superficies biologicas na remocdo de moléculas de corantes de meios aquosos. Sivasamy e
Sundarabal (2010) testaram a biossor¢do do azo corante Orange G utilizando biomassa
fangica de Aspergillus niger e Trichoderma sp. Eles analisaram a capacidade de remogdo em
funcdo de diferentes valores de pH e diferentes concentracfes de biomassa, e constataram que
a biossor¢cdo maxima para este corante ocorreu em pH 2, e que o fungo A. niger apresentou

maior capacidade de remogéo do corante.

Enayatzamir et al. (2010) testaram a capacidade de biossor¢do dos corantes Direct
Violet 51, Reactive Black 5, Ponceau Xylidine e Bismark Brown R pelo fungo
Phanerochaete chrysosporium imobilizado em alginato de célcio e como células livres. Os
resultados mostraram que os nhiveis de descoloracdo quando se utiliza o fungo imobilizado
foram inferiores aos niveis de descoloracdo quando se utilizou as células livres, especialmente
para os corantes Reactive Black 5 e Bismark Brown R, mas ambos foram eficientes na

descoloracéo das solugdes.

3.4.1. I sotermas de adsor cao

A adsorcdo pode ser analisada quantitativamente através da aplicacdo das isotermas.
Os dados de equilibrio sdo obtidos a partir das isotermas de adsorcao, as quais séo utilizadas

para avaliar a capacidade de remocao de diferentes substratos adsorventes.

As isotermas de adsor¢do fornecem informacdes sobre como o adsorvente
efetivamente adsorvera as impurezas presentes e se a purificacdo desejada serd obtida. Além
disso, é possivel estimar a quantidade maxima de impurezas que sera adsorvida e, ainda, € util
na avaliagdo econdmica do uso de um determinado substrato adsorvente e na remogdo de um
contaminante especifico durante o tratamento de efluentes (ROOSTAEI; TEZEL, 2004).

Em ajuste de isoterma de um simples componente, a otimizacdo do procedimento
requer que a analise de erro seja definida de tal forma que esta seja capaz de avaliar o ajuste
de isoterma aos dados experimentais de equilibrio. Pode-se empregar para tal fim, os
coeficientes de correlacdo (R) e na avaliacdo do ajuste usando a analise linear, os coeficientes
de correlacdo sdo comparados. O modelo que melhor se ajusta aos dados experimentais

apresentara valor de R mais alto e mais proximo de um (MAGDALENA, 2010).
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Os modelos de Freundlich e Langmuir sdo os mais frequentemente utilizados para
descrever isotermas para aplicacdes em tratamentos de agua e efluentes (CORSO et al., 1987,
ALLEN et al, 2004; KURNIAWAN et al., 2012).

A isoterma de Langmuir foi inicialmente utilizada para descrever a adsorgcéo de gases
por superficies solidas e segundo Moore (1968) ela baseia-se em trés hipdteses: (i) a
superficie do adsorvente € homogénea, portanto a adsorcdo ocorre de maneira constante e
independente do tamanho da superficie; (ii) a adsorcdo ocorre em sitios especificos, sem
interacdo entre as moléculas do adsorvato; (iii) a adsorcdo é maxima quando ocorre

preenchimento de uma monocamada da superficie adsorvente.

E a isoterma de Freundlich de acordo com Goldberg (1995) segue as hipoteses: (i) a
superficie do adsorvente é heterogénea; (ii) e a energia de adsor¢do diminui logaritmicamente
a medida que a superficie adsorvente vai sendo recoberta pelo adsorvato; (iii) a adsorcao
ocorre em multiplas camadas e ndo € igualitaria em todos os sitios ativos disponiveis na
biomassa utilizada como adsorvente (PATEL; VASHI, 2010; KURNIAWAN et al., 2012).

3.5. Biodegradacéo

O termo biodegradacéo faz referéncia ao processo onde determinado micro-organismo
presente no ambiente, é capaz de converter uma molécula quimica complexa em uma
molécula mais simples. Esses micro-organismos utilizam essas moléculas como fonte de
carbono, a fim de se obter energia necessdria ao seu crescimento e manutencdo do
metabolismo (BURATINI, 2008).

A biodegradacdo pode levar a mudancgas relativamente pequenas na molécula original,
como a substituicdo ou a modificagcdo de um grupo funcional, ou a completa destruicdo da
molécula, tendo como resultado a sua conversdo final em CO,, H,O e sais inorganicos,

processo conhecido como mineralizacdo (BURATINI, 2008).

Entre todos os micro-organismos utilizados na biodegradacao de corantes, os fungos
filamentosos sdo amplamente estudados. Eles estdo presentes de forma abundante no meio
ambiente, e sdo capazes de adaptar rapidamente seu metabolismo a diferentes fontes de

carbono e nitrogénio na busca pela sua sobrevivéncia (SOLIS et al., 2012).
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A aplicacdo de fungos filamentosos em processos de descoloracdo € uma alternativa
atrativa devido ao baixo custo e possibilidade de total mineralizagdo dos corantes. O fungo
Phanerochaete chrysosporium € bastante estudado, mas outras espécies como Trametes sp,
Aspergillus sp, Pleurotus sp e Phlebia sp, estdo frequentemente sendo aplicadas nesse tipo de
estudo (SOLIS et al., 2012).

Nos processos biodegradativos por fungos filamentosos a descoloracdo das solugdes
pode ser realizada por adsor¢do ou degradacdo enzimética. A degradacdo enzimatica pode
resultar na quebra total da molécula original, ou gerar metabdlitos intermediarios com alto
poder de toxicidade como é o caso das aminas aromaticas livres (PASZCZYNSKI et al.,
1995). As principais enzimas envolvidas na degradacdo das moléculas dos corantes sdo as
lignoliticas manganés e lignina peroxidase, e a lacase. Estas enzimas sdo extracelulares e
apresentam baixa especificidade pelos seus substratos, 0 que torna os organismos produtores

destas enzimas ainda mais atraentes para o tratamento de residuos téxteis.

Glenn e Gold (1983) estudaram a degradacdo dos corantes poliméricos Poly B-411,
Poly R-481 e Poly Y-606 pelo fungo Phanerochaete chrysosporium. Os autores determinaram
que o sistema lignolitico do fungo foi o responsavel pela quebra das moléculas dos corantes e

que a presenca de oxigénio pode acelerar a descoloragdo das solugdes.

Martins et al. (2003) analisaram a degradacao de varios corantes reativos pelos fungos
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor e Aureobasidium
pullulans. O fungo que apresentou maior capacidade biodegradativa foi o T. versicolor, € a
degradacdo foi associada as enzimas do sistema lignolitico. Através de andlises de
cromatografia gasosa e espectrometria de massas 0s autores conseguiram identificar
metabolitos hidroxilados e a partir dessas informacgdes propuseram rotas de degradacdo para
0s corantes estudados. Eles também afirmaram que esses fungos podem ser potencialmente

utilizados em sistemas de tratamentos de residuos téxteis.

Gomi et al. (2011) avaliaram a degradacdo do azo corante amaranto pelo fungo
Bjerkandera adusta. Ap6s 10 dias de tratamento os autores detectaram a formacdo de
diferentes metabdlitos que foram formados com a quebra das moléculas do corante.
Entretanto, ndo foi detectada a presenca de aminas, 0 que € muito importante do ponto de

vista toxicoldgico.
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3.6. Toxicologia dos corantes

A avaliacdo da toxicidade de corantes téxteis é de extrema importancia, devido aos
efeitos nocivos que estes compostos podem vir a causar ao ambiente e aos organismos a eles
expostos. Os efeitos deletérios da presenga de azo corantes nos corpos d’agua vao muito além
da poluicéo visual (KUNZ et al., 2002; PEREIRA; FREIRE, 2005), pois 0s corantes a base de
benzidina e aminas podem liberar estas substdncias como metabolitos, as quais séo
potencialmente cancerigenas. Estudos realizados com micro-organismos e células de
mamiferos apontaram que varias dessas substancias apresentavam atividade mutagénica e
genotdxica (AL-SABTI, 2000; GOTTILIEB et al., 2003; WANG et al., 2005).

Essas substancias possuem alta persisténcia no meio aquatico pelo fato de
apresentarem em sua composi¢cdo quimica uma grande quantidade de anéis aromaticos,
ligacGes azodicas, aminas e grupos sulfénicos. Estas caracteristicas conferem aos efluentes
contendo corante lento processo de biodegradacdo, além disso, 0s residuos destes compostos
possuem alto potencial toxico para os organismos a eles expostos (VITOR; CORSO, 2008;
CARNEIRO et al., 2004).

Estudos mostram que um pequeno nimero de corantes pode apresentar toxicidade
aguda, levando a morte imediata. Os riscos para a saide humana estdo associados a forma e
ao tempo de exposicao ao corante, se ele foi ingerido ou se houve sensibilizacdo da pele e das
vias respiratorias. Alguns compostos ndo incorporados totalmente as fibras téxteis podem
causar dermatites, principalmente em areas do corpo sujeitas a transpiracdo. Os problemas

respiratorios mais relatados sdo asma e rinite alérgica (SALEM, 1995).

A toxicidade dos azo compostos para o0 ser humano também pode estar associada com
a reducdo dessas substancias e a clivagem da ligacdo azo, responsavel pela formacdo de
aminas aromaticas. Varios azo corantes utilizados em alimentos, medicamentos e cosméticos
podem ser reduzidos em meio anaerobio no trato intestinal (CHUNG et al., 1978) assim pode-

se supor que a ingestao de determinados corantes € um risco para a salde humana.

Sharma et al. (2009) detectaram a possibilidade de bioacumulacdo de corantes em
peixes, 0 que poderia acarretar na entrada dessas substancias na cadeia alimentar. O estudo
mostrou ainda que efluentes téxteis contendo corantes foram citotoxicos e mutagénicos para

eritrocitos de peixes, reduzindo sua quantidade e causando distarbios em sua morfologia.
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Gottlieb et al. (2003) mostraram que a quebra da ligacdo azo em meio anaerdbio do
corante Acid Orange 7 gerou compostos causadores de genotoxicidade em bactérias
bioluminescentes Vibrio fisheri, a qual foi relacionada com a producdo do metabdlito 1-
amino-2-naftol. Méndez-Paz et al. (2005) detectaram que este mesmo metabdlito induziu a
formacéo de tumores no sangue de ratos. Sandhu e Chipman (1991) estudaram a degradacgéo
do corante Chrysoidine e constataram que os subprodutos formados, apds a quebra da
molécula de corante foram altamente tdxicos e mutagénicos para a bactéria Salmonella

typhimurium.

Estudos realizados por Umbuzeiro et al. (2004), por meio do teste
Salmonella/Microsoma, mostraram uma atividade mutagénica baixa a moderada no Ribeirdo
dos Cristais (Cajamar/SP), devido a presenca de azo corantes, compostos nitro aromaticos e

aminas aromaticas.

3.7. Testes de toxicidade

Até recentemente no Brasil, assim como na maioria dos paises da América Latina, a
avaliacdo da qualidade de um efluente baseava-se apenas em suas caracteristicas fisico-
quimicas. Entretanto, em 2005 foi publicada a Resolugdo CONAMA n° 357, que estabelece as
condicgdes e padrdes para langamento de efluentes industriais, inclusive quanto ao potencial
para provocar efeitos toxicos no corpo receptor. Ainda, a Resolucdo n® 430 do CONAMA,
publicada em maio de 2011, altera e complementa a Resolugédo n° 357, estabelecendo critérios
para a cobranca do atendimento aos parametros de toxicidade pelos 6rgdos ambientais
estaduais. Com isto, estes drgdos ja estdo exigindo, por meio de Portarias e Resolugdes, que
as empresas atendam aos limites de toxicidade estabelecidos para efluentes (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2011).

Resultados de analises quimicas por si s6 ndo retratam o impacto ambiental causado
pelos poluentes porque ndo demonstram os efeitos sobre o ecossistema. Somente o0s sistemas
biol6gicos (organismos ou parte deles) podem detectar os efeitos toxicos das substancias. A
aplicacdo dos testes de toxicidade na analise ambiental é bastante abrangente e sua
importancia aumenta na proporcdo que cresce a complexidade das transformacgfes quimicas
no meio ambiente (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).
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A aplicacdo dos testes de toxicidade fornecem informacdes sobre a potencialidade de
uma substancia quimica apresentar ou nao efeitos toxicos, a natureza desses efeitos e o seu
grau de toxicidade. Com esse conhecimento prévio é possivel definir em quais condi¢gGes um
produto potencialmente perigoso, mas de grande utilizacdo pode ser empregado com o
minimo de risco para o0 meio ambiente (MAGDALENA, 2010).

Assim podem-se estabelecer padrGes de emissdo que permitam identificar problemas
de lancamentos de mistura de substancias toxicas, estabelecer prioridades de controle em
regides criticas, viabilizar acGes corretivas apropriadas, bem como monitorar 0s ecossistemas
aquaticos (CESAR et al., 1997).

Considerando os efeitos toxicos que um agente estressor pode causar a biota aquatica
atingindo uma comunidade em diferentes niveis, recomenda-se a realizacdo de testes
toxicolégicos com organismos que compreendam diferentes niveis tréficos da cadeia
alimentar, onde se enquadram organismos produtores, consumidores primarios e
consumidores secundérios (VALENTIM; DEZOTT]I, 2008).

Os testes toxicoldgicos devem ser rapidos, de baixo custo e de facil execucdo. O
procedimento para a realizacdo desses testes geralmente € muito simples, onde o efluente é
diluido sucessivamente, para uma simulacdo da sua diluicdo no corpo receptor, uma vez que
ele passara pelo processo de diluicdo apds o descarte. Os organismos-teste sdo expostos a
essas varias diluicGes por periodos de tempo especificos. Os efeitos analisados apds o periodo
de exposicdo podem ser mortalidade, menor fecundidade, imobilidade, inibicdo do

crescimento, dentre outros.

3.7.1 Artemia salina

A Artemia sp é um microcrustaceo da Ordem Anostraca que vive em aguas salgadas e
salinas de todo o mundo. O género é subdividido em seis espécies, dentre elas a espécie
Artemia salina. Esses organismos sdo caracterizados por se adaptar a uma ampla variacdo de
salinidade e temperatura do meio no qual estd inserida. Possui curto ciclo de vida, alta
adaptacdo a condi¢Ges ambientais adversas, alta fecundidade, reproducdo por partenogénese,
pequeno tamanho corporal e sdo consumidores de uma ampla variedade de nutrientes

(filtradores ndo seletivos). Aliados a uma distribuicdo cosmopolita, esses fatores de adaptacdo
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resultam em altas densidades populacionais, tornando esses organismos bons indicadores de
contaminac&o ambiental (BARAHONA; SANCHEZ-FORTUN, 1999; NUNES et al., 2006).

Esses microcrustaceos sdo de facil acesso, seus cistos podem ser encontrados em lojas
de aquarismo. Os cistos podem ser armazenados em ambiente seco e escuro por no minimo
seis meses sem perder a viabilidade e sem a necessidade de manter culturas continuas
(CALOW, 1993). Com a hidratacdo, o embrido que esta dentro do cisto se ativa e apés
algumas horas as membranas rompem-se e nasce uma larva do tipo nauplio livre natante. E

nesse estagio do seu ciclo de vida que a artemia € utilizada em testes de toxicidade aguda.

O teste de toxicidade de uma substancia a partir da Artemia sp € rapido, de baixo custo
e requer pequena quantidade de amostra. O teste visa verificar a relagdo entre a taxa de
sobrevivéncia das larvas em relacdo a concentracdo da substancia (amostra) a ser misturada na
agua de controle (solucdo de agua do mar sintética). Para que os resultados do teste sejam
confidveis, é necessario que as larvas sejam mantidas sob as condi¢es 6timas de crescimento,
como temperatura entre 25 e 35°C, salinidade aproximada de 3,2% e pH ligeiramente
alcalino, em torno de 8,0 (MEYER et al., 1982).

Segundo Nunes et al. (2006) a tolerancia natural que esses microcrustaceos possuem,
pode ser encarada como uma vantagem em comparagdo a outros organismos-teste menos

adaptados as diferentes variacGes abioticas do meio.

Na literatura existem varios trabalhos que utilizaram A. salina para testar a toxicidade
de inseticidas (SANCHEZ-FORTUN; BARAHONA, 2009), extratos de plantas (PARRA et
al., 2001), metabolitos fingicos (GONZALEZ et al., 2007; NIETO et al., 2008), toxinas
produzidas por cianobactérias (BEATTIE et al., 2003) e também corantes (MANAL et al.,
2005; SOUZA et al., 2007; PALACIO et al., 2009; AYED et al., 2011; DOJCINOVIC et al.,
2011; STAMBOLOVA et al., 2012). Estes trabalhos expressam a grande versatilidade desses
organismos e a possibilidade de seu uso em testes toxicologicos de diferentes compostos.

3.7.2. Lactuca sativa

Os vegetais superiores formam um importante grupo de organismos utilizados em
testes de toxicidade e de alteracBes genéticas provocadas por poluentes ambientais, sendo

reconhecidos como excelentes indicadores de efeitos mutagénicos de ambientes com presenca
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de substancias toxicas (FISKESJO, 1985; YI; MENG, 2003). O uso de vegetais como
organismo-teste tem sido indicado e validado por diversas agéncias ambientais, como o
programa Ambiental das Na¢6es Unidas (UNEP — United Nations Environmental Program), a
Organizacdo Mundial da Satude (WHO — World Health Organization) e a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA — United States Environmental Protection Agency)
(MA et al., 1995; WANG; FREEMARK, 1995). E por serem altamente sensiveis e
representativos os testes de toxicidade com plantas podem servir como um primeiro alerta
para detectar a presenca de perigo ambiental ocasionado pelos diferentes tipos de poluentes

descartados no ambiente diariamente.

Estudos de toxicidade com sementes de Lactuca sativa, Eruca sativa, Cucumis sativus
dentre outras espécies vegetais, sdo realizados a partir de testes estaticos de toxicidade aguda,
onde é possivel avaliar os efeitos fitotdxicos de compostos puros ou na forma de misturas.
S&o avaliados geralmente efeitos subletais como inibigdo da germinacdo, crescimento das
raizes e hipocétilo. Sabe-se que essas espécies ndo sdo representativas de ecossistemas
aquaticos, mas os resultados obtidos a partir destes testes de toxicidade proporcionam dados
sobre o possivel efeito dos contaminantes nas comunidades vegetais proximas as margens dos
corpos d’agua contaminados (SOBRERO; RONCO, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Material e equipamentos utilizados

v Equipamentos: Espectrofotdmetro Shimadzu Ultravioleta — Visivel (UV-Vis) modelo
2401 PC, Espectrofotdmetro IR com transformada de Fourier Shimadzu modelo FTIR — 8300,
estufa de Secagem Fanem modelo CB2, agitador magnético modelo Fisatom 752, balanga
analitica Mettler modelo H6T, refrigerador Consul 280 litros, agitador de tubo modelo
Phoenix AP56, pHmetro Digimed modelo DMPH2, autoclave Fabe modelo 104C, centrifuga
Fanem modelo Excelsa 2, BOD Marconi modelo MA403.

v’ Material: tubos de ensaio, béqueres, Erlenmeyers, placas de Petri, espatulas, cadinhos,
dessecador, pipetas, bales volumétricos, provetas, buretas, bastdo de vidro, e outros materiais

usuais em laborato6rio de microbiologia.

v Organismos-teste: sementes de Lactuca sativa da marca TopSeed Garden lote 020020,

ovos de Artemia salina de alta eclosdo da marca Maramar lote 789836857 011-1.

v Corantes: Acid Blue 161 fabricado pela Aldrich Chemical Company Inc., Procion Red
MX-5B fabricado pela I.C.1. Brail.



4.2. Corantes

4.2.1. Acid Blue 161 (AB 161)

Corante fabricado pela Aldrich Chemical Company, Inc.
Numero CAS: 12392-64-2

Solubilidade: soluvel em agua

Grau de pureza: ~ 40%

Peso molecular: 416,39

Estrutura quimica: Figura 4

Figura 4 — Estrutura molecular do corante Acid Blue 161
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N—/N SO;Na
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Fonte: Aldrich Chemical Company, Inc.

4.2.2. Procion Red MX-5B (PR MX-5B)

Corante fabricado pela I.C.1I. Brasil S.A .
Numero CAS: 17804-49-8

Solubilidade: soluvel em agua

41
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Grau de pureza: ~ 40%
Peso molecular: 615,34

Estrutura quimica: Figura 5

Figura 5 — Estrutura molecular do corante Procion Red MX-5B

NaO,S SO;Na

N—/—N

A,
AA

Fonte: Aldrich Chemical Company, Inc.

4.3. Preparo das solugdes dos corantes

Os corantes estudados foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada a temperatura
ambiente para o preparo das solucdes estoque. Essas solugdes foram utilizadas nos testes de
toxicidade com Artemia salina (concentracdo de 3000 pg/mL), fitotoxicidade com Lactuca
sativa (concentracdo de 3000 pg/mL), biossortividade (concentracdo de 1000 pg/mL) e
biodegradacéo (concentracdo de 1000 pg/mL).

v Preparo da solucdo simples do corante AB 161: 0,1 g e 0,3 g de corante em pé
dissolvido em 100 mL de agua destilada, para preparo das solu¢cdes com concentracdes

de 1000 e 3000 pg/mL respectivamente;
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v Preparo da solucdo simples do corante PR MX-5B: 0,1 g e 0,3 g de corante em pé
dissolvido em 100 mL de agua destilada, para preparo das solu¢des com concentracdes

de 1000 e 3000 pg/mL respectivamente;

v" Preparo da solucdo binaria: 0,1 g de AB 161 + 0,1 de PR MX-5B e 0,3 g de AB 161
+ 0,3 g de PR MX-5B dos corantes em po6 dissolvidos em 100 mL de &gua destilada,
para preparo das solu¢bes com concentracbes de 1000 e 3000 pg/mL de cada um

dos corantes respectivamente.

4.4. Analise qualitativa dos corantes

4.4.1. Determinagdo dos comprimentos de onda de absor¢do maxima (Avsx)

As solucgdes estoque com concentracdo de 1000 pg/mL dos corantes em solucdo
simples e solucdo binadria foram diluidas para a concentracdo de 100 pg/mL em éagua
destilada. As varreduras espectrais das solucdes diluidas foram realizadas na regido de 720 a
240 nm, em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 5 mm. A analise dos espectros de
absorcdo permitiu determinar o comprimento de onda de absor¢do méaxima de cada corante

testado. Na calibracdo do espectrofotdmetro utilizou-se agua destilada como referéncia.

4.4.2. Teste de estabilidade das solugdes dos corantes em diferentes valores de pH

O teste de estabilidade espectral das soluces simples e solucdo binaria, compostas
pelos corantes AB 161 e PR MX-5B foi realizado para verificar possiveis alteracdes
espectrais na presenca de diferentes concentracGes hidrogénionicas nas solucdes. As solugcdes
testadas foram preparadas em triplicata, a partir de diluicGes de suas respectivas solucbes
estoque (1000 pg/mL) em agua destilada com valores de pH ajustados para 2.5, 4.5 e 6.5. O
ajuste de pH foi realizado a partir de solugdes de HCl e NaOH com concentracOes variando de
0,01 a 1,00 M. Apos o preparo as solugcdes foram analisadas em espectrofotdmetro UV-Vis,
na regido de 720 a 240 nm, em cubeta de quartzo e caminho 6tico de 5 mm. Na calibracéo do

espectrofotdmetro utilizou-se agua destilada como referéncia.



4.5. Testes de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa

O teste de fitotoxicidade com sementes de L. sativa, popularmente chamada de alface,
é um teste estatico de toxicidade aguda, em que é possivel avaliar os efeitos fitotoxicos que a
presenca de corantes pode ocasionar durante a etapa de desenvolvimento das plantulas. E
importante destacar que nos primeiros dias de desenvolvimento da pléantula ocorrem
numerosos processos fisioldgicos e a presenca de substancias tdxicas pode inibir seu
desenvolvimento natural (SOBRERO; RONCO, 2008).

Considerando a alta sensibilidade das plantas a presenca de substancias toxicas
durante o processo de desenvolvimento plantular, no presente estudo foi analisada a inibicao
do crescimento radicular (ICR) de plantulas de alface ap6s exposicdo a diferentes
concentracdes de solucdes simples e solugdo binaria, compostas pelos corantes AB 161 e PR
MX-5B. O teste foi conduzido em placas de Petri e em triplicata para cada concentragdo
testada. Para a realizacdo do teste foram preparadas placas de Petri com papel de filtro, onde
foi adicionado 20 sementes e 3 mL de solugcdo de corante. As solucdes foram preparadas a
partir de dilui¢bes das solucBes estoque com concentracdo de 3000 pg/mL. Apds o preparo as
placas foram envoltas individualmente por filme pléastico para evitar a evaporacdo de agua e
acondicionadas em cdmara climatica BOD a 21 + 1°C ao abrigo de luz, por 72 horas. O
controle positivo foi composto por solu¢do de ZnSO,4 0,05 N e o controle negativo por dgua
destilada. Ao final do periodo de exposicdo foram tomadas as medidas radiculares das
plantulas, onde foram consideradas para efeito de medida as sementes que apresentaram
crescimento radicular maior ou igual a 3 mm. O célculo de inibicdo de crescimento radicular

foi realizado utilizando-se a Equacéo 1.

(crescimento radicular controle negativo — crescimento radicular amostra) 1
% ICR = x100 (1)

(crescimento radicular controle negativo)

O teste de inibicdo de crescimento radicular citado anteriormente seguiu a
metodologia proposta por Sobrero e Ronco (2008) e esta descrito resumidamente no Quadro 3

e Figura 6.
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Quadro 3 - CondicOes do teste de inibicdo do crescimento radicular das plantulas de L.

sativa

Tipo de teste

Agudo estatico sem renovacéo das solucdes

Temperatura 21 +1°C

Volume de solucéo 3,0 mL
Numero de réplicas 3
Numero de sementes por réplica 20

Duracéo 72 horas

Efeito observado

Inibig&o do crescimento radicular

Resultado final

% de inibicao

Validade dos resultados

Germinacao maior ou igual a 90% no

controle negativo

Controle negativo

Agua destilada

Controle positivo

Sulfato de zinco (ZnSOg4 0,05 N

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 6 — Esquema do preparo do teste de fitotoxicidade com sementes de L. sativa

Fonte: Elaborado pela autora.

4.6. Testes de toxicidade com o microcrustaceo Artemia salina

Este teste foi baseado no método proposto por McLaughlin et al. (1995) com
modificagdes, onde o objetivo foi determinar a concentracdo de CLs das solugdes simples e
solucdo binaria dos corantes para A. salina. O efeito toxico avaliado foi a mortalidade ou
perda da capacidade de movimentacao das larvas ap6s 48 horas de exposicao as solucGes. As
concentracfes de CLsp foram determinadas pelo programa estatistico Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al., 1977).

4.6.1. Incubacéo dos ovos e ecloséo das larvas

Para maior confiabilidade dos resultados do teste, as larvas foram mantidas em
condicdes otimas de crescimento, com temperatura entre 25 e 30°C, salinidade em torno de

3,2% e pH ligeiramente alcalino, em torno de 8.0. Sendo assim, em um aquario de vidro com
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dimensbes 19x10x15 cm, com as paredes encobertas por papel aluminio, com uma placa
divisoria contendo furos de aproximadamente 0,2 cm de largura, espacados por 0,4 cm e
distribuidos uniformemente (Figura 7), foi adicionado 500 mL de solucdo de agua do mar
sintética (salinidade de 3,2 %). Essa solucdo foi preparada a partir da dissolu¢do de um sal
marinho adquirido em uma loja de aquarismo diluido em agua destilada. O recipiente foi
acomodado na bancada do laboratorio, uma das paredes néo foi encoberta com papel aluminio
e essa parede permaneceu iluminada por uma lampada fluorescente de 15 W. O aquario
permaneceu com oxigenacdo e iluminacdo constantes, e na divisoria que estava encoberta
com papel aluminio foi adicionado 20 mg de cistos de A. salina, tomando-se o cuidado para
que 0s mesmos ndo ultrapassassem essa divisoria. A iluminacdo foi utilizada para atrair as
larvas para o outro lado do sistema, forcando-as atravessar a divisoria, ja que as mesmas
possuem fototropismo positivo. Esse procedimento teve como objetivo a homogeneizacdo das
condicOes fisicas dos organismos utilizados no teste. A incubacéo foi realizada por periodo de
48 horas. A Figura 8 ilustra o ciclo de vida do microcrustaceo A. salina.

Figura 7 — Eclosédo dos ovos de A. salina

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (a) parte lateral do aquario onde foi realizada a eclosdo; (b) vista frontal do aquario; e (c) larvas
de A. salina ap6s a ecloséo.
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Figura 8 — Esquema do ciclo de vida do microcrustaceo Artemia salina

Fonte: http://hem.passagen.se/mysmicke23/hynt_Artemia.html, 2012.

4.6.2. Teste de toxicidade

Apbs o periodo de eclosdo, as larvas (nauplios) de A. salina foram expostas a
diferentes concentragdes das solucdes simples e solugdo binaria, compostas pelos corantes AB
161 e PR MX-5B (Figura 9), em sistema estatico por periodo de 48 horas. O resumo da

metodologia esta descrito no Quadro 4.
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Quadro 4 — Condigdes do teste toxicidade aguda com o microcrustaceo A. salina

Tipo de teste

Agudo estatico sem renovacéo das solucdes

Agua de diluicio

Agua do mar sintética (salinidade 3,2 %)

Frasco teste

Tubos de ensaio

Volume final de solugéo

5 mL: 2 mL de solucdo de 4gua do mar

sintética + 3 mL de solucdo de corante

N° organismos/frasco

10

N° de réplicas

2

Luminosidade

Com luminosidade

Temperatura Ambiente (20 — 25°C)
Tempo de Incubacéo 48 horas
Parametro final de avaliacéo Mortalidade

Leitura

Observacdo direta

Expresséo dos resultados

ClLso

Calculo estatistico

Programa Trimmed Spearman-Karber

Fonte: Elaborado pela autora.

* Validade do teste: o teste é considerado valido quando o percentual de sobrevivéncia no

controle (dgua de mar sintética) € maior ou igual a 90 % e a CLso para o dodecil-sulfato de
sodio (DSS) estiver dentro da faixa de sensibilidade prevista (PLATTE et al., 2002).

Valor de referéncia CLso do DSS

Valor de CLso obtido no presente estudo

CLsp 48 horas = 13,95 — 20,23 mg/L

CLso 48 horas = 19,30 mg/mL
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Figura 9 — Teste de toxicidade aguda com A. salina

Fonte: Elaborado pela autora.

4.7. Micro-organismos

Os testes de biossor¢éo e biodegradacao foram realizados com os fungos filamentosos
Aspergillus terreus (CCT 2679), Aspergillus niger (CCT 1435) e Rhizopus oligosporus (CCT
3762). As trés culturas fangicas sdo provenientes da Colecdo de Culturas da Fundagdo
Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello, e foram mantidas em tubos de ensaio com
meio extrato de malte 2 % (LODDER, 1970) modificado e em temperatura ambiente. As
Figuras 10, 11 e 12 correspondem as imagens microscépicas dos fungos A. niger, A, terreus e

R. oligosporus.



Figura 10 — Imagem microscépica do fungo A. niger

Fonte: MicoBank, 2012.

Figura 11 — Imagem microscépica do fungo A. terreus

Fonte: MicoBank, 2012.

Figura 12 — Imagem microscdépica do fungo R. oligosporus

Fonte: MicoBank, 2012.

51



52

4.7.1. Meios de cultura

As culturas foram mantidas em meio extrato de malte 2 % modificado (adi¢cdo de
glicose e peptona), e os componentes utilizados para o preparo do meio estdo descritos
abaixo. O meio de cultura depois de preparado foi esterilizado em autoclave a 120°C e 1 atm,

durante 20 minutos.

o EXtrato de malte 29 oo 2,009
o PEPONAL % e, 1,009
o GlICOSEA % s 4,009
0 AQArL5% e, 159

o Aguadestilada 0.5.0. oo 100 mL

Depois de prontos e esterilizados os tubos de ensaio contendo 8 mL do meio de cultura
foram mantidos inclinados até esfriarem. Apds essa etapa, com o auxilio de uma alga de
inoculacdo os fungos foram repicados nos tubos, e logo ap6s os mesmos foram mantidos em
estufa a 28°C por 5 dias e posteriormente foram retirados e permaneceram mais 2 dias em
temperatura ambiente.

As culturas de A. niger, A. terreus e R. oligosporus foram utilizadas ap6s 7 dias para a
obtencdo da forma paramorfogénica fisica chamada de pellets, que seguiu 0 método descrito
por Marcanti-Contato et al. (1997) modificado. Para esse procedimento foi utilizado o meio
liquido de Vogel (VOGEL, 1956), enriquecido com sacarose 2 %. Para o preparo desse meio,
utilizou-se uma solucdo de elementos tracos em agua destilada. A esta solu¢do acrescentou-se
1,0 mL de cloroférmio como agente antimicrobiano.

Solugéo de elementos tragos:

o ACIOCINCO . HoO oottt 5,009
e ZnSO4.TH20 s 5,009
o Fe(NH)2(S04)2 . BHaO oo, 1,009
o CUSO;.5H20 s 0,259

0 MNSO,. HoO e, 0,005¢
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o H3BO3 ............................................................ 0'005 g
° Na2M004 . 2H20 ............................................................ 0,005 g
o Agua destilada 0.S.p. oo 100 mL

A solucdo de Vogel foi preparada a partir da dissolucéo dos sais descritos abaixo em

agua destilada.

o Citrato de s0dio .5H20 e 1509
o KHPO, s 2509
o NHNOs e 1009
o MgSOs.7TH,0 s 1,009
o CaCl.2H0 s 0509
e Soluco de biotina (0,1 MG/ML)  ..oveveeeeeeeeeeeeeeeee e 0,50 mL
o S0lUCHD de eleMeNtoS traCOS  ceoeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,50 mL
o Aguadestilada g.s.p. e, 100 mL

Apbs o preparo foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio a essa solugdo como agente

antimicrobiano, e em seguida ela foi estocada sob refrigeracdo a 4°C.

Para o preparo do meio de cultura liquido, a solucéo de Vogel foi diluida 50 vezes (1
mL solucdo de Vogel : 49 mL de agua destilada), suplementada com sacarose na concentragdo

de 2 % como fonte de carbono.

4.8. Obtencao da forma paramorfogénica fisica dos fungos filamentosos

Devido a dificuldade de se trabalhar diretamente com as suspensdes de esporos dos
fungos filamentosos A. niger, A. terreus e R. oligosporus no teste de biodegradacéo e pela
necessidade de se obter biomassa fungica para descoloracdo das solucbes no teste de
biossorcdo, optou-se por realizar os estudos microbiolégicos com os fungos na sua forma

paramorfogénica fisica, e a produgdo dos pellets miceliais esta descrita nos itens 4.8.1 e 4.8.2.



4.8.1. Preparo do pré-indeulo

Para a realizag8o do fracionamento dos micélios e crescimento dos fungos na forma de
pellets primeiramente foi preparado um pré-indculo. Para o preparo desse pré-indculo em 6
frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de solugé@o de VVogel enriquecida com 2 % de sacarose
foi adicionado 10 g de cilindros de vidro com didmetro aproximado de 0,4 — 0,6 cm, e em
seguida realizou-se a etapa de esterilizacdo desses frascos em autoclave por 20 minutos a
120°C e 1 atm. Apoés essa etapa os frascos foram separados aos pares e em cada par foi
inoculado um dos fungos utilizados no estudo. Nessa etapa o in6culo consistiu em uma
suspensao de esporos, preparada a partir de culturas de 7 dias que cresceram em meio extrato
de malte 2 % modificado. Para o preparo dessas suspensodes, 0s esporos de cada cultura foram
suspensos em agua destilada esterilizada, e filtrados em uma gaze para a remocao de possiveis
pedacos do meio de cultura sélido e segmentos de hifas. Apds a filtragem a suspensdo de
esporos foi ajustada para a concentracéo de 10’ esporos/mL. Realizado esse processo 10 mL
de cada suspensdo foi utilizada como inoculo. Para que ocorresse o fracionamento dos
micélios fangicos esse pré-indculo permaneceu sob agitacdo a 215 rpm em temperatura

ambiente por 24 horas.

4.8.2. Cultivo dos fungos na forma de pellets miceliais

Nessa etapa 6 frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de solucdo de Vogel enriguecida
com 2 % de sacarose foi esterilizado e também separados aos pares. Em seguida 15 mL de
cada pré-inoculo foi transferido assepticamente para esses frascos, que foram mantidos sob

agitacdo a 215 rpm por 72 horas.

Apos as 72 horas de cultivo os pellets foram filtrados e lavados com &gua destilada
gelada até a remocdo de todo meio de cultura. A biomassa formada foi conservada sob
refrigeracdo a 4°C até a sua utilizacdo nos testes microbiolégicos. Na Figura 13 é possivel

observar um esquema geral da producéo dos pellets miceliais.
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Figura 13 — Esquema da paramorfogénese fisica dos fungos filamentosos

Fonte: Marcanti-Contato et al. (1997) modificado.

4.8.3. Obtencao do peso seco dos pellets miceliais

A obtencdo do peso seco dos pellets miceliais foi necessaria para a quantificacdo de
biomassa utilizada nos testes de biossorcdo e biodegradacédo, e foi realizado em triplicata para
cada fungo estudado. Sendo assim a cada 3 cadinhos com pesos previamente determinados foi
adicionado 1 mL de suspensdo de pellets miceliais de cada um dos fungos. Depois de
preparados, os cadinhos foram mantidos em estufa de secagem a 105 + 1°C por 24 horas, ou
até obtencdo de peso constante. Ao final do periodo de secagem os cadinhos foram
transferidos para um dessecador até resfriarem, e logo em seguida foram pesados. A biomassa

presente em 1 mL de suspensdo de pellets foi determinada em mg/mL.
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4.9. Analise quantitativa dos corantes

Para a realizacdo das andlises quantitativas dos corantes AB 161 e PR MX-5B em
solucdo simples e solucdo binaria durante os testes de biossor¢do e biodegradacdo, foram
preparadas solucdes dos corantes nas concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL e outro
grupo de solugbes com concentracfes de 40, 80, 120, 160 e 200 pg/mL, em triplicata e pH
4.0, para a confeccdo de uma reta padrdo de cada solucdo nos dois grupos de concentragdes
testados. As varreduras espectrais foram realizadas na regido de 720 a 240 nm, cubeta de
quartzo e caminho 6tico de 5 mm. Na calibracdo do espectrofotbmetro foi utilizada agua
destilada como referéncia. Essa analise permitiu o calculo das concentragdes remanescentes
dos corantes apds o0s testes microbiolégicos com os fungos A. niger, A. terreus e R.

oligosporus.

Os Quadros 5 e 6 correspondem ao preparo das solucdes para a realizagdo das analises
espectrofotométricas UV-Vis.

Quadro 5 — Preparo das solucdes-teste dos corantes AB 161 e PR MX-B em solucéo

simples e solucdo binaria utilizadas nos testes de biossortividade

Tubos 0 1 2 3 4 5

Volume de agua destilada pH 4.0 (mL) 10 9,8 9,6 9,4 9,2 9,0

Volume de solucéo de corante (mL) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentracéo de corante (ug/mL) 0 20 40 60 80 100

Fonte: Elaborado pela autora.



57

Quadro 6 — Preparo das solucdes-teste dos corantes AB 161 e PR MX-B em solucdo

simples e solucdo binaria utilizadas nos testes de biossortividade e biodegradagéo

Tubos 0 1 2 3 4 5

Volume de agua destilada pH 4.0 (mL) 10 9,6 9,2 8,8 8,4 8,0

Volume de solugéo de corante (mL) 0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0

Concentracao de corante (ug/mL) 0 40 80 120 160 | 200

Fonte: Elaborado pela autora.

4.9.1. Calculo das concentragdes remanescentes dos corantes

A determinacdo das concentragdes remanescentes das solucdes simples dos corantes
AB 161 e PR MX-5B foram calculadas a partir de equacdes do tipo y = a + b*x obtidas no

teste de analise quantitativa dos corantes, em seus respectivos A maximos.

Para o calculo das concentracdes remanescentes dos corantes na solucdo binaria foram
utilizadas duas retas, uma para cada corante. A concentracdo remanescente do corante AB 161
foi calculada a partir de uma reta obtida em 602,5 nm, uma vez que nesse comprimento de
onda o corante PR MX-5B estd em extincdo. Quanto a determinacdo das concentracdes
remanescentes do corante PR MX-5B foram utilizados os seguintes calculos: dos valores de
absorbancia da solucdo binéria realizada em 537 nm, foi descontado os valores das
absorbéancias interferentes do corante AB 161, neste comprimento de onda. Apls essa
operacdo foram determinadas as absorbancias do corante PR MX-5B remanescente na solucao
binaria, e a partir desses valores foi possivel realizar os calculos de suas concentracdes
remanescentes utilizando a reta obtida a partir da solugéo simples em 537 nm. No Quadro 7
esta descrito como foram determinadas as absorbancias necessarias para a realizagcdo dos

calculos de concentracao de corante remanescente.
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Quadro 7 — Demonstracdo de como foram realizados os célculos para determinacdo das

concentracdes remanescente dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucéo binaria

Abs. PR
Abs. AB Abs. AB 161 Abs.
Concentragao « . MX-5B na | Concentragéo
161 na na Solucéo Solugéo 3
AB 161 na L L Solugdo | PR MX-5B na
solucéo ) Binariaem | Binariaem Binaria i
pingriaem | -CU680 537 nm 537 nm Solugao
Binaria em 537 nm Binaria
(B-A)

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Abs. = absorbancia maxima nos comprimentos de ondas maximos.

4.10. Teste de biossortividade

O estudo da remocéo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucéo simples e solugédo
binaria por biossorcao foi realizado em pH 4.0, com concentracdo inicial de corante igual 100
Hg/mL, variacdo de biomassa fungica (1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL) peletizada e em triplicata. A 4gua
de diluicdo (agua destilada) dos testes foi ajustada para o pH 4.0 a partir de solucdes de HCl e
NaOH com concentragdes variando de 0,01 a 1,00 M. O teste foi preparado em tubos de
ensaio contendo 9 mL de agua de diluicdo pH 4.0 e 1 mL de solugdo estoque de corante com
concentracdo de 1000 pg/mL, obtendo-se assim uma concentragéo final igual a 100 pg/mL. A
essas solugOes foram adicionados diferentes volumes de suspenséo de pellets miceliais,

necessarias para a obtencéo da quantidade de biomassa desejada.

Ap06s o preparo os tubos foram acondicionados em estufa a 30 + 1°C por 180 minutos.
Decorrido o periodo de contato as solugfes foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos.
Em seguida foram realizadas analises espectrofotométricas UV-Vis, na regido de 720 a 240
nm, em cubeta de quartzo e caminho 6tico de 5 mm. Na calibracdo do espectrofotémetro foi

utilizada &gua destilada como referéncia.

As andlises UV-Vis permitiram determinar a concentracdo de corante remanescente
nas solucdes, a partir da varia¢do de absorbancia no A maximo de cada um dos corantes.
Também foi possivel determinar a porcentagem de descoloracéo das soluc@es segundo Kalme
et al. (2007), Vitor e Corso (2008), e Clarke et al. (2010), utilizando-se a Equacéo 2.
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absorbancia inicial—absorbancia final
( ) X 100 2

% D racao =
% Descolo agao (absorbancia inicial)

A capacidade adsortiva dos pellets miceliais analisados foi calculada de acordo com
Asgher e Bhatti (2010) (Equacdo 3).

_(Ci—Ce).V @3)
w

Onde,

g = quantidade de corante adsorvido por unidade de biomassa adsorvente (mg/g);
Ci = concentracdo inicial de corante (mg/mL);

Ce = concentracdo de corante remanescente apos tratamento biossortivo (mg/mL);
V = volume de solucdo corante analisada (mL);

W = quantidade de biomassa adsorvente (g).
4.10.1. Aplicabilidade das isotermas de adsor ¢cao

As equacg0Oes das isotermas de adsorcdo de Freundlich e Langmuir foram aplicadas
para que fosse possivel avaliar de que forma ocorreu a interagdo entre a biomassa fangica e os
corantes estudados durante o processo biossortivo. Os calculos foram realizados a partir das
concentracdes remanescentes dos corantes e respectivas quantidades de biomassa em peso

seco (mg/mL) utilizadas em cada teste.

A aplicacdo das isotermas realizada por Corso et al. (1987), Allen et al. (2004) e
Kurniawan et al. (2012) estdo descritas na Equacéo 4 (Isoterma de Freundlich) e Equacdo 5

(Isoterma de Langmuir).

log (%) =logK +n.logCr 4)
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Onde,

X = concentracao de corante adsorvido (ug/mL);

m = concentragdo de biomassa (mg/mL);

x/m = concentrac¢do de corante adsorvido por unidade de biomassa (png/mg);
Cr = concentracdo de corante remanescente (ug/mL);

K = x/m, quando Cr é igual a 1;

log K = intercepto em y;

n = inclinagéo.

m 1 1
Cr (;) = X1K2 + <E).Cr (5)
Onde,

K1 = inclinagdo/intercepto

K, = quantidade de soluto que satura uma unidade de biomassa adsorvente com uma

monocamada (g/mag).

4.11. Testes de toxicidade apoés interagdo biossortiva e biodegradativa

Apos a realizagdo do teste descrito no item 4.10., foi determinado o fungo com maior
capacidade de descoloracdo das solucfes-testes compostas pelos corantes AB 161 e PR MX-
5B. A partir desse resultado realizou-se novo teste de biossortividade para cada um dos
corantes em solucdo simples e solucdo binaria utilizando esse fungo. O teste foi conduzido em
frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo cada um 30 mL das solugdes de corante testadas. A
concentragdo inicial de cada corante foi igual a 200 pg/mL, pH 4.0, e a biomassa adsorvente
utilizada foi de 5 mg/mL. Apos o preparo os frascos foram acondicionados em estufa a 30 +
1°C por 180 minutos. Decorrido o periodo de contato, as solugdes foram centrifugadas a 5000
rpm por 10 minutos. Em seguida foram realizadas analises espectrofotométricas UV-Vis, na
regido de 720 a 240 nm, em cubeta de quartzo e caminho 6tico de 5 mm, para que fosse
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possivel realizar os calculos de descoloracdo das solucBes. Na calibracdo do

espectrofotdémetro foi utilizada dgua destilada como referéncia.

Apos as andlises espectrofotométricas o sobrenadante resultante de cada teste, foi
utilizado para a realizagdo de novos testes de fitotoxicidade com as sementes de L. sativa e
toxicidade com o microcrustaiceo A. salina, seguindo as metodologias descritas
respectivamente nos itens 4.5. e 4.6. O objetivo desse novo teste foi determinar se a interacdo
com a biomassa fungica acarretou em alguma alteracdo da toxicidade das solucGes de corante
testadas. Para o teste de biodegradacédo foi utilizado o mesmo procedimento para avaliar a

variacdo de toxicidade das solucBes apds o tratamento microbioldgico.

4.12. Determinacéao do fungo utilizado no teste de biodegradacéo

Nesse estudo o objetivo foi determinar o fungo com maior capacidade de modificacdes
das moléculas dos corantes em solucdo simples e binaria, ap6s 120 horas de tratamento. Para
tanto foram utilizadas biomassas peletizadas dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus.
O fungo que apresentou maior capacidade de modificacdes estruturais nas moléculas dos

corantes foi utilizado no estudo de biodegradacao.

Sendo assim o teste foi realizado em frascos Erlenmeyers de 50 mL, em duplicata, pH
4.0 e concentracdo inicial de corante igual a 200 pg/mL. Em cada frasco foi adicionado 25
mL de cada uma das solu¢Bes. Em seguida os frascos foram esterilizados em autoclave por 20
minutos a 120°C e 1 atm. Apds a etapa de esterilizacdo, em seus respectivos frascos foram
inoculados 3 mg/mL de biomassa fangica. Os frascos foram acomodados em estufa a 30 +

1°C por um periodo de 120 horas.

Ap6s o periodo de exposicdo as solucdes foram centrifugadas a 5.000 rpm por 15
minutos. Em seguida foram realizadas analises espectrofotométricas UV-Vis, na regido de
720 a 240 nm, em cubeta de quartzo e caminho ético de 5 mm. Na calibracdo do
espectrofotbmetro  foi  utilizada agua destilada como referéncia. As analises
espectrofotométricas UV-Vis dos tratamentos permitiram determinar a % de descoloracdo das
solugdes e realizacdo dos célculos de absorbancia relativa (Abs. Rel.).

A analise dos espectros de absorcdo permite visualizar a reducdo das concentracfes

dos corantes nas solucdes testadas e indicios de alteracdes moleculares, que séo identificadas
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a partir de modificacGes espectrais ocorridas ap0s os tratamentos microbiolégicos. Um
método rapido para identificar processos biodegradativos é o calculo de absorbancia relativa.
Esses valores séo obtidos pela razéo entre as absorbancias em dois comprimentos de onda

maximos, geralmente o grupo cromdéforo e o agrupamento azo.

De acordo com Glenn e Gold (1983) um corante apresenta sinais de degradacao
quando os valores de absorbancia relativa dos tratamentos variam muito em relacdo a
absorbéancia relativa do controle. E quando esses valores de absorbancia relativa permanecem

constantes, o0 processo predominante no sistema € o biossortivo.

Sendo assim para os corantes AB 161 e PR MX-5B em solugdo simples as
absorbéncias relativas foram calculadas respectivamente pela razdo das absorbancias
Abs602,5nm/Abs323 nm e Abs537nm/Abs327nm. Para a solucdo binaria a razédo utilizada foi
Abs537nm/Abs602,5nm. Os resultados obtidos permitiram analisar se as moléculas dos

corantes ap0s a interacdo com os micro-organismos sofreram modificacGes estruturais.

4.13. Teste de biodegradacéao

O teste de biodegradacdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugdo simples e
solucdo binéaria foi realizado com o fungo pré-determinado no item 4.12. Para a realizacdo
desse teste foram preparados 21 Erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL de solugdo de
corante na concentragdo de 200 pg/mL, para cada uma das solucgdes testadas, totalizando
assim 63 Erlenmeyers. Apos o preparo os frascos foram esterilizados em autoclave a 120°C e
1 atm por 20 minutos. Decorrido 0 processo de esterilizacdo, foram transferidos
assepticamente para cada frasco o volume de suspensdo de biomassa peletizada necessario
para a obtencdo de 3 mg/mL de pellets miceliais. Apo6s o preparo os frascos foram incubados
em estufa de cultivo a 30 * 1°C.

Foram realizadas analises das solucGes em intervalos de 24 horas, onde o sobrenadante
de cada solucdo tratada foi submetido a varreduras espectrofotométricas UV-Vis na regido de
720 a 240 nm, em cubeta de quartzo com caminho Optico de 5 mm, anélises de FTIR e testes
de fitotoxicidade e toxicidade com L. sativa e A. salina. A Figura 14 representa um esquema
resumido do teste de biodegradacdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e

solucdo binaria.
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As analises espectrofotométricas UV-Vis permitiram a realizacdo dos calculos das
concentracdes de corante remanescente e das absorbancias relativas das soluc@es. Enquanto as
andlises de FTIR permitiram verificar as modificagGes estruturais das moléculas dos corantes

apos interacdo com a biomassa flngica.

E por fim os testes de fitotoxicidade com L. sativa e toxicidade com A. salina,
metodologias citadas nos itens 4.5. e 4.6., mostraram se a quebra das moléculas dos corantes

ocasionou alteracdo do grau de toxicidade das solugdes.

Figura 14 — Esquema do teste de biodegradacdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em

solucdo simples e solucdo binaria

Fonte: Elaborado pela autora.

4.13.1. Analises de por Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

Para a realizacdo das analises de FTIR as solugdes simples e solucéo binéria controles
e tratadas com o fungo pré-determinado no item 4.12., foram colocadas em cadinhos
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previamente identificados e mantidas em estufa de secagem a 105°C por 48 horas. Decorrido
esse intervalo de tempo os cadinhos foram transferidos para um dessecador onde

permaneceram a VAcuo por mais 24 horas.

Apos a secagem do material foram preparadas pastilhas contendo 1 mg de solucgdo (em
peso seco) e 149 mg de KBr atraves de compactacdo a 30 KN por 5 minutos. Estas pastilhas
foram colocadas em suportes apropriados para discos de KBr e as leituras foram realizadas
em intervalos de 4000 a 400 cm™, 16 varreduras e resolucdo de 4 cm™, onde foi possivel
identificar mudancas na estrutura molecular de cada corante apds o tratamento microbioldgico

de biodegradacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Obtencéo dos espectros de absor¢ao

Analisando as varreduras espectrais obtidas nos testes espectrofotométricos UV-Vis
foi possivel determinar os comprimentos de onda maximos (Amaximo) 00S corantes AB 161 e
PR MX-5B em solu¢do simples e em solugdo binaria. Os valores do Amaximo das moléculas séo
correspondentes ao grupo cromdéforo, e foram respectivamente iguais a 602,5 nm para o
corante AB 161 e 537 nm para o PR MX-5B.

As Figuras 15 e 16 ilustram os espectros de absorcdo dos corantes AB 161 e PR MX-

5B em solucdo simples, e a Figura 17 o espectro de absorcdo dos corantes em solucdo binaria.

O segundo grupo cromoforo dos corantes esta localizado na regido de 320 nm que
corresponde a presenca de azo ligagcdes nas moléculas dos corantes (SILVERSTEIN et al.,
1994).



66

Figura 15 — Espectro de absor¢édo do corante AB 161 em solucgéo simples na concentracdo de

100 pg/mL

Acid Blue 161

Absorbancia

010 T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (hm)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16 — Espectro de absor¢do do corante PR MX-5B em solucdo simples na concentracéo

de 100 pg/mL

[Procion Red MX-5B]|
1,5
537 nm
1,0 4
48]
‘©
B
e 327 nm
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<
0,5
00—, T T T T T T T T T
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (hm)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17 — Espectros de absorcdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e

em solu¢do binaria nas concentragdes de 100 pg/mL

—— Acid Blue 161
—— Procion Red MX-5B
Solucdo Binaria
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise do comportamento espectral dos corantes individualmente e em solugdo
binaria entre 500 e 550 nm (Figura 17) indica que nessa regido o espectro correspondente a
cor roxa da solucéo binéria, representa a soma dos espectros dos corantes em solucdo simples.
Porém, quando analisamos a regido entre 600 e 700 nm verificamos que o espectro da cor
vermelha, correspondente ao corante PR MX-5B, estd totalmente em extingdo, aparecendo
somente o espectro de absorcao referente a cor azul do corante AB 161. Essas caracteristicas
individuais de cada um dos corantes foi 0 que permitiu o estudo dos mesmos em solucgéo

binéria.
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5.2. Estabilidade de acordo com a variacéo de pH

Alguns corantes podem sofrer modificagbes estruturais em funcdo da variagdo
hidrogénionica do meio reacional, o0 que comumente acarreta em leves ou intensas alteragdoes
colorimétricas. Essas alteracdes ocorrem pela entrada ou saida de ions H* na molécula, o que
faz com que a luz seja absorvida em um comprimento de onda diferente, originando assim
diferentes tonalidades de um mesmo corante. Esses corantes séo considerados indicadores de
pH, e a sua utilizacdo nesse tipo de estudo dificultaria a analise dos resultados devido as
variacdes espectrais que poderiam ocorrer durante o tratamento microbiol6gico. Portanto, o
teste de estabilidade em funcdo da variacdo de pH é imprescindivel antes do inicio dos

tratamentos com os micro-organismos.

Nas Figuras 18 e 19 estdo representados 0s espectros de absorcao dos corantes AB 161
e PR MX-5B em solucgdo simples e diferentes valores de pH, onde é possivel notar ligeira
variacdo dos picos de absor¢do maxima no pH 2.5. Contudo, essa pequena altera¢do nao foi o
suficiente para ocasionar variacdes das tonalidades dos corantes em solucdo. Na solucao
binaria (Figura 20) também se verificou ligeira alteracdo do espectro de absorcéo no pH 2.5,

sem alteragéo da tonalidade da solucéo.
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Figura 18 — Espectros de absor¢do do corante AB 161 em solugdo simples na presenca de

diferentes valores de pH

Estabilidade do corante
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Concentragfo inicial de corante igual a 100 pg/mL.
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Figura 19 — Espectros de absor¢éo do corante PR MX-5B em solucdo simples na presenca de

diferentes valores de pH
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Concentrag@o inicial de corante igual a 100 pg/mL.
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Figura 20 — Espectros de absorcdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucédo binaria na

presenca de diferentes valores de pH

Estabilidade da Solugdo Binéria
3,5 5 em diferentes valores de pH
pH 2.5
pH 4.5
307 pH 6.5

Absorbancia

0,0
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Concentra¢io inicial de corante igual a 100 pg/mL.

5.3. Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade com agentes quimicos devem ser considerados uma analise
fundamental no controle da polui¢do dos corpos aquaticos, pois sdo capazes de detectar os
efeitos nocivos de poluentes sobre a biota presente nesses ecossistemas. Portanto o objetivo
dos testes de fitotoxicidade com sementes de L. sativa e toxicidade com A. salina foi
determinar efeitos deletérios como inibicdo do crescimento radicular e mortalidade apos
exposicdo a diferentes concentracdes dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugédo simples e

solucdo binaria.
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5.3.1. Lactuca sativa

Dentre os mais diferentes fatores ambientais, a disponibilidade e qualidade da agua é o
que mais influencia na germinacdo e desenvolvimento das plantas. Com a absor¢do de &gua
pelas sementes, ocorre a hidratacdo dos tecidos, levando a intensificacdo da respiracao e de
todas as demais atividades metabdlicas, que resultam no fornecimento de energia e nutrientes
para o desenvolvimento do eixo embrionério (PALACIO et al., 2009). Sendo assim, se a 4gua
envolvida nesses processos estiver de alguma forma contaminada por agentes toxicos, todo o
processo germinativo estara comprometido. Essa sensibilidade das plantas a presenga de
poluentes ambientais justifica a sua utilizagdo nos mais diferentes tipos de testes

ecotoxicoldgicos.

Uma vez hidratadas as sementes rompem seu estado de dorméncia e inicia-se 0
processo de germinacdo, onde elas passardo por intensas modificagdes fisioldgicas, e é nesse
momento que se tornam altamente sensiveis as variacfes ambientais. As plantas sdo
organismos aquaticos essenciais, e a presenca de substancias tdxicas que possam prejudicar
esses organismos irdo afetar diretamente a estrutura e funcionamento de todo o ecossistema,
resultando principalmente em diminui¢do de oxigénio e da produtividade primaria (WANG;
FREEMARK, 1995).

Entre esses e outros motivos o0s testes de toxicidade com plantas sdo
significativamente importantes. Sendo assim os resultados de toxicidade aguda obtidos a
partir da exposicdo das sementes de L. sativa a diferentes concentracGes das solucdes simples
e solucdo binéria dos corantes testados, por um periodo de 72 horas, expressos em % de
inibicdo do crescimento radicular, podem ser observados respectivamente nas Figuras 21, 22 e
23. A obtencdo desses resultados permitiu o calculo da concentracdo de CIRsp para cada
corante em solucdo simples, e também para a solu¢do binaria. Os calculos foram realizados no

programa estatistico Origin Professional 8.0 a partir de regressdes lineares.
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Figura 21 — Inibicdo de crescimento radicular das plantulas de L. sativa ap6s 72 horas de

exposicdo a diferentes concentra¢des do corante AB 161 em solugédo simples
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: % de inibicdo=3,51026+0,02815* [ corante] ; R=0,915; CIRs,=1652 ug/mL.
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Figura 22 — Inibicdo de crescimento radicular das pléantulas de L. sativa ap6s 72 horas de

exposicdo a diferentes concentragdes do corante PR MX-5B em solugéo simples

’ Procion Red MX-5B - Toxicidade L. sativa ‘
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: % de inibicdo=2,32991+0,01897*[ corante] ; R=0,939; ClIRsc=2513 ug/mlL.
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Figura 23 — Inibicdo de crescimento radicular das plantulas de L. sativa apds 72 horas de

exposicao a diferentes concentracdes dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucéo binaria

Solucéo binaria Acid Blue 161 e Procion Red MX-5B
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: % de inibi¢do=17,5989+0,02313*[ corante] ; R=0,958; CIRs,=1400 pg/mL.

Os resultados de CIRsy obtidos para os corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo
simples foram respectivamente de 1652 e 2513 ug/mL. A partir desses dados verificamos que
0 corante AB 161 apresentou-se mais toxico, pois teve um valor de CIRsy 1,5 vezes menor
que a do corante PR MX-5B. Em solucdo binaria a concentracdo de CIRso obtida foi igual a
1400 pg/mL de cada um dos corantes, indicando que essa associacdo de corantes ndo tornou o

meio mais toxico para as sementes de L. sativa.

Esse teste foi realizado para determinar o grau de toxicidade dos corantes estudados
antes de qualquer tipo de tratamento microbioldgico. O objetivo foi analisar a partir de uma
determinada concentracdo as variacdes de toxicidade que podem ou ndo ocorrer durante 0s
tratamentos de biossorcdo e biodegradacdo, além de verificar a sensibilidade desses
organismos a presenca dos corantes. As Figuras 24, 25 e 26 representam o desenvolvimento
das plantulas apds 72 horas de contato com as solucdes dos corantes AB 161 e PR MX-5B em

solucdo simples e solucdo binaria e em diferentes concentragdes.
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Figura 24 — Inibicdo do crescimento radicular das plantulas de L. sativa em diferentes

concentracdes do corante AB 161 em solucgéo simples

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) agua destilada; (B) 100 pg/mL; (C) 500 ug/mL; (D) 900 ug/mL; (E) 1100 pg/mL; (F) 2750
ug/mL

Figura 25 — Inibicdo do crescimento radicular das plantulas de L. sativa em diferentes
concentragOes do corante PR MX-5B em solugéo simples

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) agua destilada; (B) 100 pg/mL; (C) 500 pg/mL; (D) 900 pg/mL; (E) 1100 pg/mL; (F) 2750
pg/mL.

Figura 26 — Desenvolvimento das sementes de L. sativa em (A) &gua destilada (solucdo
controle) e (B) solucdo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR MX-5B na

concentracdo de 2750 ug/mL

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3.2. Artemia salina

Atualmente sugere-se que o estudo da toxicidade de substancias potencialmente
nocivas ao meio ambiente seja realizado com organismos de diferentes niveis troficos. A
partir desses estudos € possivel determinar como esses poluentes se comportam dentro da
cadeia e quéo prejudiciais sdo aos organismos a eles expostos. Nesse contexto, as larvas do
microcrustdceo A. salina tem se apresentado como um bom indicador da presenca de
substancias toxicas no meio aquatico, além de serem de facil manuseio em laboratério, e
apresentar resposta rapida e resultados confiaveis (GUERRA, 2001; BIZUKOJC et al., 2005).

Os testes de toxicidade com A. salina foram realizados a fim de se determinar a
toxicidade aguda dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e solucdo binéria,
antes dos tratamentos microbioldgicos de biossorcdo e biodegradacdo. Como controles foram
utilizados duas solugdes, uma de agua do mar sintética a 3,2 % de sais e outra de a4gua do mar
sintética a 3,2 % diluida a 50 % em &gua destilada. A diluicdo da agua do mar sintética foi

realizada para ver a resposta das larvas frente a uma concentragdo menor de sais.

O teste de sensibilidade dos organismos foi realizado com o dodecil-sulfato de sédio
(DSS). As duas solugdes salinas utilizadas como controle ndo apresentaram mortalidade das
larvas, indicando boa tolerancia das larvas a variacdo de salinidade do meio. E o valor de
sensibilidade ao DSS ficou na faixa de concentracdo de CLso esperada. Esses dois parametros

analisados indicaram que as larvas estavam aptas para serem utilizadas no teste de toxicidade.

Nas Figuras 27, 28 e 29 estdo representados os valores de mortalidade determinados
apos 48 horas de exposicdo das larvas a diferentes concentracfes dos corantes AB 161 e PR

MX-5B em solucdo simples e solucéo binaria.
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Figura 27 — Mortalidade das larvas de A. salina frente a diferentes concentraces do corante

AB 161 em solucéo simples

1100 1750 2000 2250 2500 2750 3000
Concentracéo de corante (ug/mL)

[ERN
o

mortalidade (individuos/amostra)
o [l N w ESN ol o ~ [00) (o)

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 28 — Mortalidade das larvas de A. salina frente a diferentes concentracGes do corante

PR MX-5B em solucgéo simples
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 29 — Mortalidade das larvas de A. salina frente a diferentes concentraces do corante
AB 161 e PR MX-5B em soluc¢éo binaria
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir desses dados de mortalidade foi possivel calcular os valores de CLs para cada
solucdo testada utilizando o programa estatistico Trimmed Spearman-Karber. Os valores de
CLsp obtidos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de CLs para os corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e
solucdo binaria, determinados ap0s a exposi¢do das larvas de A. salina a diferentes

concentragdes dessas solugoes

Solucgéo de Corante CLso

AB 161 em solucao simples 2175 £ 161 pg/mL

PR MX-5B em solugéo simples 2574 + 280 pg/mL

AB 161 e PR MX-5B em solug&o binaria 1341 + 224 pg/mL de cada um dos corantes

Fonte: Elaborado pela autora.
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Analisando os valores de CLso € possivel afirmar que em solucdo simples o corante
AB 161 apresentou-se ligeiramente mais toxico para as larvas de A. salina, sendo a diferenca
de CLso entre os dois corantes igual a 400 pg/mL. E para os resultados obtidos em solucéo
binaria verificou-se que as concentragbes de CLsy permaneceram equivalentes as
concentracdes determinadas em solucdo simples, indicando que associacdo dos dois corantes

n&o tornou 0 meio mais toxico para esses organismos.

5.4. Obtencao do peso seco da biomassa fungica

Nessa analise foi realizada a quantificacdo em mg/mL, de biomassa seca presente em 1
mL de suspensdo de pellets miceliais. O objetivo foi calcular qual volume seria necessario
para adquirir quantidades iguais de biomassa peletizada para a realizacdo dos tratamentos de
biossorgdo e biodegradacdo. A quantidade de biomassa obtida em 1 mL de suspenséo foi
diferente para cada um dos fungos. E admitindo-se que as suspensdes sdo0 homogeéneas e que
ndo houve diferenca de pipetagem, a partir desses valores foi calculado o volume necessario
para a obtencdo de 1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL de biomassa que foi utilizada no teste de biossorcéo, e
de 3 mg/mL utilizada no teste de biodegradacdo. A Tabela 2 apresenta as quantidades de
biomassa presente em 1 mL de suspenséo para cada um dos fungos.

A utilizacdo de quantidades iguais de biomassa foi necessaria para a realizacdo das

analises comparativas de descoloracao.

Tabela 2 — Peso seco da biomassa presente em 1 mL de suspensao peletizada dos fungos A.

niger, A. terreus e R. oligosporus

Peso seco (mg/mL) Desvio Padréo

A. niger 13,57 +0,25
A. terreus 11,93 +0,38
R. oligosporus 14,53 + 0,60

Fonte: Elaborado pela autora.



5.5. Célculo das concentracdes remanescentes dos corantes AB 161 e PR MX-5B

solucdo binéria em pH 4.0, nas concentracbes de 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL e 40, 80, 120,
160, 200 pg/mL estdo ilustradas nas Figuras 30, 31 e 32. A partir dessas varreduras espectrais
foi possivel determinar as retas padrdo de cada uma das solucdes utilizadas nos testes de

biossorgéo e biodegradacdo. As retas foram utilizadas para determinagdo das concentragdes

Os espectros de absorcdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugéo simples e

de corantes remanescentes nas solucdes apos 0s tratamentos microbiologicos.

Figura 30 — Espectros de absor¢édo do corante AB 161 em solucéo simples
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Fonte: Elaborado pela autora.

Notas: (A) Concentraces 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL.:

Biossorcao - Reta: AbSsozsnm=0,01031+0,00779* [ corante remanescente] ; R=0,999;

(B) Concentragdes 40, 80, 120, 160 e 200 pg/mL:

Biodegradagdo - Reta: Abssp snm= -0,00535+0,00768* [ corante remanescente] ; R=0,999.




Figura 31 — Espectros de absor¢édo do corante PR MX-5B em solugéo simples
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Notas: (A) Concentraces 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL:
Biossorcdo - Reta: Absszzn=0,03267+0,0113* [ corante remanescente] ; R=0,999;

(B) Concentragdes 40, 80, 120, 160 e 200 pg/mL.:
Biodegradagdo - Reta: Absszznm=0,13727+0,00999* [ corante remanescente] ; R=0,999.



Figura 32 — Espectros de absorcdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solug&o binaria
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Fonte: Elaborado pelo autora.
Notas: (A) Concentrages 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL.:

Biossorgdo — Reta AB 161: Absspsnm=0,02366+0,00757*[corante remanescente];

Reta interferente AB 161: AbSsz7,,m=0,01541+0,00475*[ corante remanescente]; R=0,999;
Reta PR MX-5B: AbSsz7,m=0,03267+0,0113* [ corante remanescente] ; R=0,999;
(B) Concentrac@es 40, 80, 120, 160 e 200 pg/mL:
Biodegradagdo — Reta AB 161: AbSsp25nm=0,04064+0,00739* [ corante remanescente] ; R=0,999;

Reta interferente AB 161: AbSsz;m=0,00389+0,00431*[corante

Reta PR MX-5B: AbSsz7,m=0,13727+0,00999*[ corante remanescente] ; R=0,999.

remanescente] ;

R=0,999;

R=0,999,
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5.6. Teste de biossorcao

No teste de interagdo biossortiva entre os fungos filamentosos A. niger, A. terreuse R.
oligosporus na forma paramorfogénica e os corantes AB 161 e PR MX-5B foi analisado a
porcentagem de descoloracdo das solugdes e a capacidade de cada fungo em adsorver as
moléculas dos corantes do meio em solucdo simples e solugéo binaria.  Os dados de
descoloracdo obtidos através de analises espectrofotométricas UV-Vis para cada corante em
solucdo simples, apds 3 horas de contato com diferentes quantidades de biomassa flngica
peletizada (mg/mL) pH 4.0, podem ser observados nas Figuras 33 e 34. Os resultados de
descoloracdo para a solucdo binaria, considerando a soma da remocdo dos dois corantes
presentes na solucdo estdo representados na Figura 35. A Tabela 3 ilustra a remocao
individual dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucéo binaria apds a interacdo biossortiva,

sendo a concentragéo inicial de corante nas solugdes de 100 pg/mL.
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Figura 33 — Correlagdo entre diferentes quantidades de biomassa peletizada (1, 2, 3, 4 e 5
mg/mL) dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus e % de descoloragdo das solugoes-

teste do corante AB 161 em solugéo simples
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 34 — Correlagdo entre diferentes quantidades de biomassa peletizada (1, 2, 3, 4 e 5
mg/mL) dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus e % de descoloragdo das solugoes-

teste do corante PR MX-5B em solugéo simples
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 35 — Correlagdo entre diferentes quantidades de biomassa peletizada (1, 2, 3, 4 e 5

mg/mL) dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus e % de descoloragdo das solugées-

teste dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugdo binaria
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3 — Porcentagem de remocdo individual dos corantes AB 161 e PR MX-5B em
solucdo binaria utilizando diferentes quantidades de biomassa peletizada dos fungos A. niger,

A. terreuse R. oligosporus

% de descoloracgao das solucdes

AB 161 27,3 32,2 40,1 41,5 63,4
A. niger
PR MX-5B 24,3 28,4 34,2 37,9 47,2
AB 161 14,3 22,2 27,0 33,0 38,3
A. terreus
PR MX-5B 22,0 29,1 32,5 37,6 42,0
AB 161 20,2 24,3 36,0 40,9 48,0
R. oligosporus
PR MX-5B 21,7 26,2 34,0 37,5 44,0

Fonte: Elaborado pela autora.

Nas Tabelas 4 e 5 estdo expressos os valores de concentracdo remanescente (pg/mL)
dos corantes AB 161 e PR MX-5B nas solucdes simples e solucdo binaria apés interacao

biossortiva.
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Tabela 4 — Analise comparativa de remocéo do corante AB 161 em solucdo simples e solucédo
binaria apds interacdo biossortiva com biomassa peletizada dos fungos A. niger, A. terreus e

R. oligosporus

Concentracédo de corante remanescente (ug/mL)

Tipo de
3 1 mg/mL 2 mg/mL 3mg/mL | 4 mg/mL 5 mg/mL
solucdo
Simples 81,10 69,50 65,10 62,20 47,10
A. niger
Binaria 72,70 67,80 59,90 58,50 36,60
Simples 85,30 76,90 73,20 67,40 59,00
A. terreus
Binaria 85,70 77,80 73,00 67,00 61,70
R. Simples 79,90 75,10 69,80 63,80 55,30
oligosporus [ Binaria 79,80 75,70 64,00 59,10 52,00

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 5 — Anélise comparativa de remocédo do corante PR MX-5B em solucdo simples e
solucdo binéria apos interacdo biossortiva com biomassa peletizada dos fungos A. niger, A.
terreus e R. oligosporus

Concentracédo de corante remanescente (ug/mL)

Tipo de 1 mg/mL 2 mg/mL 3mg/mL | 4 mg/mL 5 mg/mL

solucgéo
A. niger Simples 84,90 75,10 71,80 68,90 62,70
Binaria 75,70 71,60 65,80 62,10 52,80
A. terreus Simples 89,50 81,40 74,50 68,50 63,50
Binaria 78,00 70,90 67,50 62,40 58,00
R. Simples 86,00 79,70 74,00 70,40 62,00
oligosporus | Binaria 78,30 73,80 66,00 62,10 55,90

Fonte: Elaborado pela autora.
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Analisando os resultados pode-se afirmar que com o aumento da quantidade de
biomassa presente nas solucBes testadas ocorreu aumento da taxa de descoloracdo das
solucdes, e que o fungo A. niger em todas as condic6es (solucao simples e solugdo binaria) foi
0 que apresentou maior percentual de descoloracdo. O corante AB 161 foi mais facilmente
removido pelas biomassas fungicas, tanto em solucdo simples, quanto em solucdo binaria.

Isso mostra que esse corante possui maior afinidade com as paredes celulares desses fungos.

A parede celular dos fungos é constituida principalmente de polissacarideos, proteinas
e lipidios e possui muitos grupos funcionais. Os corantes podem interagir com esses sitios
ativos na superficie celular através de diferentes mecanismos. Os mecanismos de ligacdo
podem ser fisicos (forcas de Van der Waals) ou quimicos (ligagcdo idnica ou covalente).
Contudo, atualmente sabe-se que a eficiéncia e a seletividade de adsorcdo pela biomassa

existem principalmente devido a mecanismos de troca iénica (CRINI, 2006).

A maior remocéo dos corantes pelos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus em
solucdo binaria nos levou a inferir que em suas paredes celulares ha sitios ativos especificos
de ligacdo para cada corante. Uma hipGtese é de que quando em solucdo simples, as
moléculas de corante ocupam seus sitios ativos especificos, deixando espacos vazios, ou seja,
a parede celular da biomassa adsorvente ndo é completamente preenchida. Contudo, quando
associados em solucdo binaria cada corante ocupa o0 seu sitio ativo especifico e ocorre
preenchimento de toda a superficie adsorvente. Esse fato explica a maior quantidade de
corante removido em solucdo binaria, pois nesse modelo todos os sitios ativos da parede
celular sdo ocupados, favorecendo o processo de descoloracdo das solucBes. A Figura 36

representa um esquema geral do processo adsortivo em solugdo simples e solucédo binaria.
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Figura 36 — Esquema hipotético da aderéncia das moléculas dos corantes AB 161 e PR MX-

5B na parede celular dos fungos estudados

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) Adsorcdo do AB 161 em solugdo simples, onde é possivel observar sitios ativos livres; (B)
Adsor¢do do PR MX-5B em solugdo simples, presenca de sitios ativos livres; (C) Adsorcdo dos

corantes em solucdo binéria, onde é possivel observar a ocupacédo de todos os sitios ativos.

Outro fator analisado foi a capacidade adsortiva () expressa em mg/g de cada
biomassa fungica testada para remover as moléculas dos corantes das solu¢des. Nas Figuras
37, 38 e 39 é possivel observar os resultados obtidos nos testes biossortivos com 0s corantes

AB 161 e PR MX-5B em solucéo simples e solucdo binaria.

Nas Figuras 40 e 41 estdo representadas imagens dos pellets dos fungos A. terreus, A.
niger e R. oligosporus, apds interagdo biossortiva com a solugdo binaria composta pelos
corantes AB 161 e PR MX-5B. As imagens representadas na Figura 41 foram obtidas em lupa

Leica MZ16 equipada com camera Leica DFC 320.
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Figura 37 — Efeito da capacidade adsortiva dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus

com o aumento da quantidade (g) de biomassa fangica para o corante AB 161
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 38 — Efeito da capacidade adsortiva dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus

com o0 aumento da quantidade (g) de biomassa fingica para o corante PR MX-5B
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 39 — Efeito da capacidade adsortiva dos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus

com o0 aumento da quantidade (g) de biomassa fangica para solugdo binaria
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 40 — Pdllets dos fungos (A) A. niger; (B) R. oligosporus; e (C) A. terreus apds estudo
de interacdo biossortiva com a solugdo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR MX-5B

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 41 — Imagem dos pellets dos fungos (A) A. niger (B) R. oligosporus (C) A. terreus,
apos interacao biossortiva com a solucéo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR MX-
5B

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) aumento 160x; (B) aumento 160 vezes; (C) aumento 400 X.

Ao observarmos a morfologia dos pellets € possivel verificar que eles apresentam-se
como um emaranhado de hifas, rodeado por muitos filamentos soltos na superficie. Essa
conformacdo permite a aderéncia das moléculas dos corantes a essa superficie exposta, além
do preenchimento dos espacos internos presentes nos pellets. Essa caracteristica explica o fato
de que com o aumento da quantidade de biomassa presente nas solugdes-teste ocorra a
diminuicdo da capacidade adsortiva, como pode ser observado nas Figuras 37, 38 e 39. Na
presenca de uma maior quantidade de biomassa ocorre compactacdo dos pellets, reduzindo a
superficie de contato do adsorvente, ou seja, diminui a quantidade de sitios ativos expostos
para se ligar as moléculas de corante. Lembrando que na presenga de quantidades maiores de
biomassa ocorre maior descoloragdo das solugfes, mas em contrapartida ocorre perda da
capacidade adsortiva dessas biomassas. Portanto, estudos posteriores serdo realizados para
tentar aumentar a taxa de descoloracdo das solucdes-teste levando em consideracdo as

condicdes necessarias para otimizar a capacidade adsortiva da biomassa adsorvente.
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5.6.1. Isotermas de adsor céo

As isotermas de adsorcdo de Freundlich e Langmuir foram aplicadas para que fosse
possivel avaliar de que forma ocorreu a interagdo entre os substratos adsorventes e 0s corantes

durante os testes biossortivos.

A isoterma de Langmuir assume que todas as forcas que atuam na adsorcdo Sao
similares em natureza aquelas que envolvem uma reacdo quimica e que a adsorcao se resume
em uma Unica camada de moléculas da substancia sobre a superficie do adsorvente. Enquanto
que a isoterma de Freundlich considera que a adsor¢do ocorre em multiplas camadas e é util
para descrever a adsor¢cdo em superficies altamente heterogéneas (MOORE, 1968;
GOLDBERG, 1995).

Na Tabela 6 estdo representados os coeficientes de correlagdo (R) das equacdes de

Freundlich e Langmuir, obtidos a partir dos resultados do teste de biossorcao.

Tabela 6 — Coeficientes de correlacdo (R) obtidos a partir das equacfes das isotermas de
Freundlich e Langmuir, para cada tratamento biossortivo dos corantes AB 161 e PR MX-5B

em solucdo simples e solucdo binéria

AB 161 e PR MX-5B

AB 161 em solucéo

simples

PR MX-5B em solugéo

simples

em solucdo binaria

Freundlich Langmuir | Freundlich Langmuir | Freundlich Langmuir
A. niger 0,5073 0,2947 0,8650 0,6642 0,3015 0,2516
A.terreus 0,7399 0,1489 0,9937 0,0322 0,9078 0,8503
R.
_ 0,5869 0,1769 0,7309 0,2788 0,7053 0,2741
oligosporus

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando os coeficientes de correlacdo (R) das isotermas foi possivel concluir que a
adsorcéo realizada pelos fungos A. niger, A. terreus e R. oligosporus ocorreu de acordo com a

isoterma de Freundlich, ou seja a remoc¢do dos corantes das solugdes ocorreu através de
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multiplas camadas. Esse modelo de adsorcdo explica os resultados discutidos no item 5.5.,
onde foi verificado que em solucgéo simples a taxa de remocdo dos corantes pelas biomassas
adsorventes foi menor do que em solugdo binaria. O que sugere a presenca de sitios ativos
especificos para cada um dos corantes, e que em solugdo binaria ocorreu o preenchimento de
todos esses sitios de fixacdo disponiveis, aumentando assim a taxa de remoc¢édo dos corantes

das solugdes.

5.7. Testes de toxicidade apds interacdo biossortiva

Os resultados de descoloracdo das solucdes-teste dos corantes AB 161 e PR MX-5B
em solucdo simples e solucdo binaria, obtidos apds interacdo biossortiva com biomassa
peletizada do fungo A. niger, estdo expressos na Tabela 7. Foi utilizado para descoloracdo o
fungo A. niger, pois como ja discutido no item 5.5. ele apresentou maior taxa de descoloracgéo

das solugdes.

Os resultados dos testes de toxicidade com L. sativa e A. salina realizados com os

sobrenadantes resultantes da etapa de biossortividade, estdo expressos nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 7 — Porcentagem de descoloracéo e concentracdo remanescente dos corantes AB 161 e
PR MX-5B em solucéo simples e solucéo binéria apos interacdo biossortiva com 5 mg/mL de

biomassa peletizada do fungo A. niger

Corante Remanescente

Descoloracéo (%)

(ng/mL)
AB 161 em solugéo simples 107,40
PR MX-5B em soluc¢éo simples 31,20 137,60
105,00 — Acid Blue 161
Solugao Binaria 39,92 135,32 — Procion Red MX-
5B

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: a concentracdo inicial das solugdes foi igual a 200 pg/mL
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Tabela 8 — Comprimento (cm) das raizes, média das réplicas e % de inibicdo do crescimento
das raizes de L. sativa expostas as diferentes solu¢cbes compostas pelos corantes AB 161 e PR
MX-5B antes (solu¢bes controle com concentracdo de 200 pg/mL) e apds interacdo

biossortiva (solugdes tratadas) com 5 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A. niger

Crescimento = Crescimento | pMédia de

Tipo de Inibicéo

Solugéo-teste solugao Réplica 1 Réplica2 | crescimento (%)

(cm) (cm) (cm)

Controle agua
destilada 0.77 0,74 0,76 -
Solucéo
AB 161 em controle 0,63 0,75 0,69 9,21
solucéo simples -
Solucdo tratada 0,79 0,74 0,77 0,00
Solucéao
PR MX-5B em controle 0’70 0174 0,72 5,26
solucéo simples -
Solucdo tratada 0,85 0,88 0,87 0,00
SOLIGED 0,66 0,60 0,63 17,11
Solucdo Binaria controle
Solucdo tratada 0,69 0,73 0,71 6,60

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 9 — Mortalidade das larvas de A. salina apdés exposicdo a diferentes solucdes
compostas pelos corantes AB 161 e PR MX-5B antes (solucdes controle com concentracao de
200 pg/mL) e apo6s interacdo biossortiva (solucdes tratadas) com 5 mg/mL de biomassa
peletizada do fungo A. niger

Soluggo-teste Tipo de solucéo Mortalidade = Mortalidade Média

Réplica 1 Réplica2 | mortalidade

Controle solugao 0 0 0
salina

AB 161 em Solucéo controle 0 0 0
solucao simples Soluc&o tratada 0 0 0
PR MX-5B em Solucéo controle 0 0 0
solucao simples Soluc&o tratada 0 0 0
Solucéo controle 0 1 1

Solucdo Binaria
Solucao tratada 1 0 1

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando os resultados dos testes com L. sativa é possivel verificar que para as trés
solucdes testadas ocorreu reducdo da toxicidade apos o tratamento biossortivo. Esse resultado
indica que a interacdo biossortiva com o fungo A. niger foi eficiente para descolorir as
solugdes e reduzir a toxicidade do meio. O mesmo ocorreu para as larvas de A. salina, onde
ocorreu auséncia de toxicidade antes e apds o tratamento de descoloracdo com a biomassa

fangica.

Manal et al. (2005) estudaram a descoloragdo do corante Crystal Violet em
biorreatores utilizando a bactéria Pseudomonas aeruginosa. A descoloracao das soluc@es foi
analisada em trés intervalos de tempo 0, 6 e 12 horas de tratamento, e paralelamente as
analises de descoloracdo foram realizados testes de toxicidade com essas solugdes utilizando
larvas de Artemia salina como organismos-teste, para que fosse possivel verificar a eficiéncia
do tratamento. Ao final do processo de descoloracdo a solucéo inicial foi 100% descolorida e
a taxa de mortalidade das larvas de A. salina reduziu de 45 (solucdo inicial de corante com
concentracdo de 15 pg/mL) para 10%, indicando que a bactéria foi eficiente na descoloracéo e
reducdo da toxicidade das solugdes.
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Em outro estudo Furlan et al. (2010) analisaram a descoloracao de solu¢cdes compostas
pelos corantes Black 5 e Orange 6 utilizando processo de coagulacéo e coagulagédo/adsorcao,
onde como biomassa adsorvente utilizada foi casca de coco e a coagulacdo das solucGes foi
realizada com cloreto de aluminio. Além da descoloracdo, foi analisada a toxicidade das
solucdes para Artemia salina e Daphinia magna antes dos tratamentos, apés o tratamento de
coagulacdo e por fim, ap6s o tratamento combinado de coagulagdo/adsorcdo. Os resultados
para A. salina mostraram que para a concentracdo inicial de corante, 100 mg/L, ocorreu
mortalidade de 80% das larvas, e ao final dos tratamentos de coagulacdo e
coagulacdo/adsorcdo a mortalidade foi reduzida para zero. Para a D. magna também ocorreu
reducdo da toxicidade apds os tratamentos de descoloracdo. Portanto, nesse estudo os
processos de descoloracdo utilizados foram Uteis para reduzir as concentracfes e a toxicidade

dos corantes em solucéo.

Garcia et al. (2009) analisaram o comportamento de degradacdo e mineralizacéo de
efluentes téxteis através de processos oxidativos avangados utilizando TiO, ou associagdo de
TiO,/H,0,, monitorando a toxicidade dos produtos formados, através do organismo-teste
Lactuca sativa. Ap0s 6 horas de tratamento com irradiacdo, os resultados demonstraram que a
associacdo TiO,/H,0, é mais eficiente na mineralizacdo dos residuos e em relacdo a
toxicidade essa associacdo apresenta maior toxicidade nas primeiras horas de irradiacdo e
posterior reducdo da mesma ao final das 6 horas de tratamento.

5.8. Determinacao do fungo com melhor capacidade de biodegradacéo das solucdes

A realizacdo desse teste teve como objetivo determinar qual dos fungos estudados
possui maior capacidade de biodegradacdo das solugdes simples e binaria compostas pelos
corantes AB 161 e PR MX-5B. O tempo de tratamento com a biomassa peletizada de A.
niger, A. terreus e R. oligosporus foi de 120 horas. Esse teste foi preliminar ao estudo de

biodegradacédo, que sera discutido no item 5.9.

Nessa etapa as solugdes foram analisadas espectrofotometricamente na regido UV-Vis,
e a partir desses resultados foi possivel determinar a porcentagem de descoloracdo e
absorbancias relativas apds o tratamento microbioldgico, além do fungo com maior
capacidade de degradacdo das moléculas. As varreduras espectrais e absorbancias relativas

dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugéo simples ap6s exposic¢do as biomassas fungicas
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estdo representadas nas Figuras 42 e 43, e na Figura 44 estdo representadas as varreduras

espectrais e absorbancias relativas da solucéo binaria.

Observando as Figuras 45, 46 e 47 ¢é possivel visualizar a variagdo de tonalidade das
solucBes apos interacdo com 0s micro-organismos. Na Figura 48 estdo representados os

valores de porcentagem de descoloragéo das solugdes testadas.

Figura 42 — Espectros de absorcdo e absorbancias relativas do corante AB 161 em solu¢édo
simples antes e apds 120 horas de interacdo com 3 mg/mL de biomassa peletizada dos fungos

A. niger, A. terreuse R. oligosporus

Acid Blue 161
120 horas de tratamento

3,0 4 L
' Conc. inicial 200 pug/mL

Solucéo controle - Abs. Rel. = 1,96
— R. oligosporus - Abs. Rel. = 2,18
— A niger - Abs. Rel. =2,31

2,0 1 — A terreus - Abs. Rel. = 0,34

2,54

Absorbancia

0,0

T T T T T T T T
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Comprimento de onda (nm)

T
300

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 43 — Espectros de absorcdo e absorbancias relativas do corante PR MX-5B em

solucdo simples antes e ap6s 120 horas de interagdo com 3 mg/mL de biomassa peletizada dos

fungos A. niger, A. terreuse R. oligosporus
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 44 — Espectros de absorcdo e absorbancias relativas dos corantes AB 161 e PR MX-
5B em solucdo binaria antes e apds 120 horas de interagdo com 3 mg/mL de biomassa dos

fungos A. niger, A. terreuse R. oligosporus

40 Solugdo Binéria
’ 120 horas de tratamento
Conc. inicial 200 pg/mL
3,5 1
30 Solucéo controle - Abs. Rel. = 1,40
= —— R oligosporus - Abs. Rel. = 2,91
— A niger - Abs. Rel. = 4,46

< 257 ——— A terreus- Abs. Rel. = 6,82
=
S 20
o
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o]
<< 1,54
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0,5

J 2
¥
0,0 , , . . . . : ——
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 45 — Variacdo de concentracdo das solu¢des composta pelo corante AB 161 antes e

apos o tratamento microbioldgico

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) solucdo simples com concentragdo inicial de 200 pg/mL, e apds 120 horas de tratamento
microbioldgico com biomassa peletizada dos fungos (B) R. oligosporus, (C) A. niger e (D) A. terreus.

Figura 46 — Variacdo de concentracdo das solu¢cdes composta pelo corante PR MX-5B antes

e apos o tratamento microbiologico

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) solucdo simples com concentragdo inicial de 200 pg/mL, e apds 120 horas de tratamento

microbiolégico com biomassa peletizada dos fungos (B) R. aligosporus, (C) A. niger e (D) A. terreus.
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Figura 47 — Variacdo de concentracdo das solucdes binarias compostas pelos corantes AB

161 e PR MX-5B antes e ap6s o tratamento microbiologico

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: (A) solucéo simples com concentracdo inicial de 200 pg/mL, e ap6s 120 horas de tratamento

microbiolégico com biomassa peletizada dos fungos (B) R. aligosporus, (C) A. niger e (D) A. terreus.

Figura 48 — Porcentagem de descoloragdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugéo

simples e solucdo binéria apds 120 horas de tratamento microbiolégico com os fungos A.

niger, A. terreuse R. oligosporus
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Analisando as varreduras espectrais e as porcentagens de descoloracdo das solucgdes,
foi possivel concluir que os trés fungos testados tiveram maior afinidade com o corante AB
161, assim como ocorreu no teste de biossortividade discutido no item 5.5. Em solucéo
simples e solucdo binaria a descoloracdo desse corante foi maior, chegando aproximadamente
a 90% para os fungos A. niger e A. terreus. Enquanto a descoloracdo do corante PR MX-5B
na presenca de biomassa peletizada dos fungos apresentou baixa eficiéncia, com o valor
méaximo de remogdo igual a 66% encontrado na presenca do fungo A. niger em solugédo
simples. Em solucdo binaria o valor maximo de remocao foi de 32% realizado também por

este mesmo fungo.

As analises dos espectros de absorcdo e das absorbancias relativas das solugdes
mostraram que ocorreram alteracdes das varreduras espectrais de cada um dos corantes apos
interacdo com 0s micro-organismos, indicando possiveis modificacbes moleculares, ou seja,

ha indicios que ocorreu biodegradacao das moléculas.

A andlise dos resultados de uma forma geral mostrou que o fungo A. niger apresentou
maior capacidade de descoloracdo das solugcfes, mas os valores das absorbancias relativas néo
se alteraram de modo significativo, indicando que nesse tratamento predominou basicamente
a remocao das moléculas por adsorcdo. Entretanto, foi o fungo A. terreus que mostrou maior
capacidade de degradacdo das moléculas dos corantes, além de apresentar boa taxa de
descoloracdo das solugdes, principalmente para o corante AB 161. No tratamento com esse
fungo as variacdes das absorbancias relativas foram altas em funcdo das grandes modificacdes
que apresentaram 0s espectros de absorcdo dos corantes ap0s 0 contato com a biomassa

fangica.

Portanto, devido a boa capacidade de degradacdo apresentada, o fungo A. terreus foi

escolhido para a realizagéo do teste final de biodegradacéo.
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5.9. Teste de biodegradacéo

5.9.1. Andlise por espectrofotometria UV-Vis

Os espectros de absorcdo UV-Vis forneceram algumas informacdes a respeitos dos
corantes AB 161 e PR MX-5B. Foram analisadas as solugdes controle com concentracdo
inicial de 200 pg/mL e com 24, 240 e 336 horas de tratamento microbioldgico. A diminuicao
dos valores de absorbancia nos seus respectivos picos de ondas maximos no decorrer dos
tratamentos, indicou que o fungo A. terreus foi eficiente na remocdo dos corantes, e as
alteracOes espectrais indicaram indicios de degradacfes moleculares que foram comprovadas
com a analise de FTIR que serd discutida no item 5.9.2. Nas Figuras 49, 50 e 51 estdo

representados os espectros das solugdes controle e biotratadas.
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Figura 49 — Espectros de absor¢do UV-Vis do corante AB 161 em solugdo simples, antes e

apos 24, 240 e 336 horas de tratamento com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A.

terreus
Acid Blue 161
Tratamento: A. terreus
3,0 4
Soluc&o controle [200 pg/mL]
95 — 24 h de tratamento
' —— 240 h de tratamento
— 336 h de tratamento
.S
(&)
[
«C
2
o
[72}
o
<
0,0 . I : I : : I

T T
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 50 — Espectros de absorcdo UV-Vis do corante PR MX-5B em solugdo simples, antes
e apds 24, 240 e 336 horas de tratamento com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A.

terreus
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 51 — Espectros de absor¢do UV-Vis dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucéo
binaria, antes e ap0s 24, 240 e 336 horas de tratamento com 3 mg/mL de biomassa peletizada

do fungo A. terreus
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores das concentracbes remanescentes, porcentagem de descoloracdo e
absorbancia relativa dos corantes em solucdo simples e solucdo binaria estdo representados
nas Tabelas 10, 11 e 12.
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Tabela 10 — Concentracdo remanescente, % de descoloracédo e absorbancia relativa do corante

AB 161 em solucéo simples apds tratamento microbiolégico com o fungo A. terreus

Tempo de Corante Absorbéancia

% de ;
tratamento | remanescente descoloracio Relativa
(horas) (ng/mL) ¢ (602,5nm/323nm)

0 200 0,0 1,96
24 49,4 75,3 1,69
240 38,7 80,7 0,79
336 32,4 84,0 0,91

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11 — Concentracdo remanescente, % de descoloracédo e absorbancia relativa do corante

PR MX-5B em solugdo simples apds tratamento microbioldgico com o fungo A. terreus

Tempo de Corante o Absorbéancia

o de ;
tratamento | remanescente descoloracio Relativa
(horas) (ng/mL) ¢ (537nm/327nm)

0 200,0 0,0 1,95
24 78,7 60,6 1,93
240 64,2 68,0 1,25
336 4,0 98,0 0,33

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 12 — Concentracdo remanescente, % de descoloracao total das solucGes e absorbancia
relativa dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo binaria apds tratamento

microbioldgico com o fungo A. terreus

Tempo de Corante % de Absorbéancia
tratamento Corantes remanescente | descoloracéo Relativa
(horas) (ng/mL) total (602,5nm/537nm)
AB 161 200,0
0 0,0 1,4
PR MX-5B 200,0
AB 161 30,5
24 62,3 5,04
PR MX-5B 120,5
AB 161 30,6
240 92,4 0,5
PR MX-5B 0,0
AB 161 29,4
336 92,7 0,6
PR MX-5B 0,0

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando as Tabelas 10 e 11 foi possivel verificar que a porcentagem de
descoloracdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solugdo simples foi aumentando
proporcionalmente ao tempo de contato com a biomassa peletizada do fungo A. terreus. Ao
final das 336 horas de tratamento o fungo apresentou maior eficiéncia de descoloragdo das
solugdes composta pelo corante PR MX-5B, chegando a remover praticamente todo o corante
do meio, 98% de descoloragdo. Enquanto que para o corante AB 161 a descoloracdo foi de
84%.

Nessa etapa 0 processo pelo qual se deu a remocgdo da cor das solugdes foi
determinado pelo calculo das absorbéancias relativas que de acordo com Glen e Gold (1983) é
predominante o processo biossortivo se esses valores permanecerem constantes em relacdo a
solucdo controle, e ha indicios de biodegradacdo das moléculas quando esses valores

apresentam variagao significativa.

Para o corante AB 161 (Tabela 10) ja nas primeiras horas de tratamento foi possivel

verificar variacdo da absorbancia relativa, indicando que logo no inicio do tratamento o fungo
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apresentou boa capacidade de causar danos estruturais as moléculas desse corante. Essa
variacao foi ainda maior para os tratamentos de 240 e 336 horas, indicando intensificacdo do

processo de biodegradacdo no decorrer do tratamento microbiolégico.

O corante PR MX-5B comecou a apresentar variacdo da absorbancia relativa a partir
de 240 horas de tratamento. Mas com as andlises de FTIR foi possivel verificar que nas
primeiras horas de tratamento comecaram a aparecer modificagdes nos espectros indicando

alteracOes estruturais nas moléculas do corante.

Analisando a Tabela 12, é possivel verificar que em solucdo binéaria o fungo A. terreus
apresentou maior afinidade pelo corante PR MX-5B, assim como ocorreu com os tratamentos
em solucdo simples. A partir de 240 horas de tratamento 100% das moléculas desse corante
tinham sido removidas da solucdo. A descoloracdo do corante AB 161 manteve-se constante

em 84% até o final do tratamento.

As Figuras 52, 53 e 54 correspondem as solucBes simples e bindria compostas pelos

corantes estudados antes e ap0s o tratamento microbioldgico.

Figura 52 — Variagdo de concentracdo das solugdes simples compostas pelo corante AB 161

antes e apos o tratamento microbiolégico

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) solucdo simples com concentragdo inicial de 200 pg/mL, e apés (B) 24 horas, (C) 240 horas

e (D) 336 horas de contato com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A. terreus.
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Figura 53 — Variacdo de concentracdo das solucdes simples compostas pelo corante PR MX-

5B antes e ap0s o tratamento microbioldgico

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) solucdo simples com concentracdo inicial de 200 pg/mL, e apés (B) 24 horas, (C) 240 horas
e (D) 336 horas de contato com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A. terreus.

Figura 54 — Variacdo de concentracdo das solugdes bindrias compostas pelos corantes AB

161 e PR MX-5B antes e ap6s o tratamento microbiologico

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (A) solugdo simples com concentracdo inicial de 200 pg/mL, e apés (B) 24 horas, (C) 240 horas

e (D) 336 horas de contato com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A. terreus.
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5.9.2. Analises de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia com Transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica que possui
vantagens como facilidade de preparacdo e necessidade de uma pequena quantidade de
amostra, relativa rapidez na obtencdo dos dados, além de ser ndo destrutiva (BOULET et al,.
2007). E tém se destacado como metodo de anélise em estudos de biodegradacao/biossorcéo
de corantes (SO et al., 2002; JADHAV et al. 2008; FANCHIANG; TSENG, 2009;
FRANCISCON et al., 2009; AYED et al., 2010; BINUPRIYA et al., 2010; DEVEOGLU et
al., 2012).

O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como um todo, mas certos
grupos de atomos ddo origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia,
independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presenca destas bandas
caracteristicas de grupos que permitem a obtencdo de informacGes estruturais dos corantes.
Essas informacGes sdo obtidas através das analises espectrais (SILVERSTEIN et al., 1994).

A energia infravermelha corresponde a regido do espectro situada na faixa em
nimeros de ondas entre 14290 e 200 cm™, sendo a regi&o situada entre 4000 — 400 cm™ a

mais importante para a anélise de compostos organicos (SILVERSTEIN et al., 1994).

Para fins de anélise o espectro no infravermelho (4000 — 400 cm™) pode ser dividido
em trés regides. A regido 1 compreendida entre 4000 a 1300 cm™, sendo denominada regio
de grupos funcionais, onde geralmente aparecem poucas bandas de absorcdo, as quais se
referem aos estiramentos de ligagfes dos principais grupos funcionais como OH, NH e C=0.
A regido 2, compreendida entre 1300 e 700 cm™ é muito complexa, onde aparecem muitas
bandas e é chamada de impressao digital, uma vez que ela serve para confirmar a identidade
de determinado composto, pois mesmo isOmeros que apresentam espectros idénticos nas
outras regides apresentardo diferenca nessa mesma faixa de nimero de ondas. E por Gltimo a
regido 3, de 700 a 400 cm™ que geralmente apresenta bandas fortes nos casos de compostos
aromaticos, heteroaromaticos e alquenos (SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007).

De um modo geral os espectros de FTIR mostram as estruturas dos corantes com
maior nimero de detalhes, e quando comparamos 0s espectros de absorcdo das solucdes
controle e biologicamente tratadas dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucéo simples e
solucdo binaria, sdo nitidas as mudancas estruturais ocorridas apds o contato com a biomassa

peletizada do fungo A. terreus. Analisando esses diferentes espectros foi possivel identificar
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as regides espectrais que sofreram alteracdes ap0Os o tratamento de biodegradagdo. A partir
desses dados foi realizada uma estimativa de quais compostos foram formados com a
degradacdo das moléculas dos corantes, e na tentativa de determinar quais foram os
metabdlitos formados, algumas dessas modificacbes mais pronunciadas foram destacadas e

suas bandas apresentadas a seguir:

Acid Blue 161

A Figura 55 esta representando os espectros de FTIR da solucdo controle do corante
AB 161, em pH 4 e concentracdo de 200 pg/mL, e das solugbes biotratadas com biomassa
peletizada do fungo A. terreus por 24, 240 e 336 horas. As leituras das solugdes foram
realizadas na forma de pastilhas de KBr, na proporcdo de 1 mg de amostra (solucdo simples

antes e ap6s 0s tratamentos em peso seco) para 149 mg de KBr.

Figura 55 — Espectros de FTIR das solugdes controle e biotratadas do corante AB 161, em

diferentes intervalos de tempo, pelo fungo A. terreus na forma peletizada

Acid Blue 161
Tratamento A. terreus

Solugdo Controle
— 24 horas

- —— 240 horas
— 336 horas

Absorbéncia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Observando os espectros de FTIR presentes na Figura 55, foi possivel notar
significativas modificacGes estruturais na molécula do corante AB 161 no decorrer do
tratamento microbioldgico, principalmente na regido espectral compreendida entre 2000 - 400
cm™. Para estudar de forma mais detalhada essas modificacdes as Figuras 56, 57 e 58,
correspondem aos espectros de FTIR dos tratamentos de 24, 240 e 336 horas, nessa regido. As
bandas em destaque nos espectros FTIR da solugdo controle e dos tratamentos sdo as mais

representativas e as que sofreram maiores alteragdes.

Figura 56 — Espectros de FTIR das solugdes controle e biotratada por 24 horas do corante AB
161

Acid Blue 161
Tratamento A. terreus

1141 x
Solugéo controle|
1550'1500 —24 horaS

Absorbéancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 57 — Espectros de FTIR das solugdes controle e biotratada por 240 horas do corante
AB 161

Acid Blue 161
Tratamento A. terreus
1639 Solugéo controle
1141 -
4 1550-1500 T 240 horas
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 58 — Espectros de FTIR das solugcbes controle e biotratada por 336 horas do corante
AB 161

Acid Blue 161
Tratamento A. terreus
1141

Solugéo controle

1639 S
1550-1500 1462 336 horas

Absorbéancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.

Para uma melhor analise dos resultados na Tabela 13 estdo relacionadas as principais

bandas da solucéo controle que sofreram altera¢6es no decorrer do tratamento microbiolégico.

Tabela 13 — Bandas presentes na solucdo controle do corante AB 161

Bandas originais da solucéo

Estruturas correspondentes
controle

Presenca de naftol, estiramento da ligacdo O-H (SOARES,
1998; JOHNSEN et al., 2003), aminas primarias e
3431 cm™ secundarias Estiramento da ligacdo N-H (ARJUNAN et al.,
2004; FRANCISCON et al., 2009; AYED et al., 2010;
TELKE et al., 2010)

-1 e ;- /- I
2926 cm Regido caracterfstica de anéis aromaticos (MANE et al.,




121

2008), aminas aromaticas primarias, deformacdes
angulares de N-H (SILVERSTEIN et al., 1994; AYED et
al., 2010)

1639, 1550-1500, 1463 e 1462

cm?

Regido caracteristica de agrupamentos azo (-N=N-)
(DYER, 1969; SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA,
2007; GUP et al. 2007; KALME et al., 2007; PACHHADE
et al., 2009); Deformacéo angular de NH, (SILVERSTEIN
etal., 1994; BARBOSA, 2007); vibracdes da ligacdo C=N
(WHARFE et al., 2010)

1141 cm™

Regido caracteristica de compostos sulfénicos (-S=0)
(DYER, 1969)

1049 cm™

Deformacéo angular de —CH; grupos fendlicos e grupos
sulfonicos (SILVERSTEIN et al., 1994; OLUKANNI et
al., 2010)

885 cm™*

Deformacéo da ligacdo —CH de anel aromatico
(BARBOSA, 2007; POLUNIN et al., 2008; EL-KABANY
etal., 2011)

758 cm™*

Presenca de grupos benzénicos (DYER, 1969;
SILVERSTEIN et al., 1994); deformacéo angular de =C-H
de anéis aromaticos (SILVERSTEIN et al., 1994)

667 cm™

Vibracdo de C=C de anel aromatico (SILVERSTEIN et al.,
1994; BARBOSA, 2007); vibracédo da ligacdo —C-N
(TELKE et al., 2010)

623 cm*

Deformacdo angular de —-OH (BARBOSA, 2007); vibracédo
de grupos sulfénicos (IYIM et al., 2008)

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando os espectros de FTIR de 24, 240 e 336 horas de tratamento, foi possivel

verificar alteracdes significativas na regido espectral de 1640 a 1463 cm™, uma regido

caracteristica da presenca de agrupamentos azo e aminos. O aumento de intensidade das

bandas nessa regido indica que possivelmente ocorreu quebra das ligaces azoicas promovida
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pela acdo de enzimas azoredutases, liberando como subprodutos moléculas de aminas
(JADHAV et al., 2008; OLUKANNI et al., 2010). A presenca de aminas também pode ser
observada ja nas primeiras horas de tratamento, onde ocorreu aumento da banda na regido de
1380 cm™, que é caracteristica da presenca de aminas secundarias. Uma das possibilidades é
que a formacgdo dessas aminas tenha ocorrido a partir da quebra das ligacdes dos naftois
presente na molécula do corante (BARBOSA, 2007).

As bandas em 1141 e 1049 cm™ sdo caracteristicas de grupos sulfonados e vibracdes
das ligacbes C-OH presente no grupo naftol. Em todos os tratamentos ocorreu reducdo da
intensidade dessas bandas, indicando possivelmente quebra dessas ligagdes durante o
processo de biodegradacdo das moléculas (JADHAYV et al., 2008; DHANVE et al., 2009;
DEVEOGLU etal., 2012).

No tratamento de 24 horas o espectro de FTIR apresentou o surgimento de duas
bandas, 1080 e 941 cm™ correspondente a vibracdo de ligacdes C-N e N-H de aminas
secundarias (BARBOSA, 2007; AYED et al., 2010). Para o tratamento de 240 horas ocorreu
intensificacdo das regifes em 1597 e 1107 cm correspondentes a presenca de C=C de anéis e
aminas primarias respectivamente (SILVERSTEIN et al., 1994; ARJUNAN et al., 2004;
FANCHIANG; TSENG, 2009). Para o tratamento de 336 horas, assim como o tratamento de
240 horas ocorreu intensificacdo da banda em 1107 cm™ (SILVERSTEIN et al., 1994;
BARBOSA, 2007; AYED et al. 2010; OLUKANNI et al., 2010).

A analise de todos os espectros de FTIR do corante AB 161, antes e ap0s o tratamento
com o fungo A. terreus, permitiu estabelecer uma provavel via de degradacdo da molécula do
corante. Na Figura 59 estdo representados a estrutura molecular inicial do corante e os

provaveis metabdlitos formados apds o processo biodegradativo.
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Figura 59 — Possivel rota de degradacdo do corante AB 161 ap0s tratamento com o fungo A.

terreus
L OH HO
Azo ligagdo
1550-1500
N=—N SO Na
Aminas
secundarias OH Ho
1597, 1380, 1080,
E
N—N SO Na
HO / \ Ho
Aminas primarias
1107 cm™
Fonte: Elaborado pela autora.
Procion Red MX-5B

A Figura 60 representa os espectros de FTIR da solucdo controle do corante PR MX-
5B, em pH 4 e concentracdo de 200 pg/mL, e das solucBes biotratadas com biomassa
peletizada do fungo A. terreus por 24, 240 e 336 horas. As leituras das solugdes foram
realizadas na forma de pastilhas de KBr, na proporcao de 1 mg de amostra (solucdo simples

antes e apds os tratamentos em peso seco) para 149 mg de KBr.
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Figura 60 — Espectros de FTIR das solucfes controle e biotratadas do corante PR MX-5B, em

diferentes intervalos de tempo, pelo fungo A. terreus na forma peletizada
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Tratamento A. terreus

Solugéo Controle|
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Fonte: Elaborado pela autora.

Observando os espectros de FTIR presentes na Figura 60, é possivel verificar
significativas modificagfes estruturais na molécula do corante PR MX-5B no decorrer do
tratamento com o fungo A. terreus, principalmente na regido espectral compreendida entre
2000 — 400 cm™. E assim como nos tratamentos do corante AB 161, para estudar de forma
mais detalhada essas modificagdes as Figuras 61, 62 e 63, correspondem aos espectros de
FTIR dos tratamentos de 24, 240 e 336 horas, nessa regido. As bandas em destaque nos
espectros FTIR da solugdo controle e dos tratamentos sdo as mais representativas e as que

sofreram maiores alteraces.
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Figura 61 — Espectros de FTIR das solucGes controle e biotratada por 24 horas do corante PR

MX-5B
Procion Red MX-5B
_ Tratamento A. terreus
1550].506
\ 1 1390 Solug#o controle
T 1230 — 24 horas
<
3 -
©
‘©
C
«O
=
o
[72]
o)
<
T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 62 — Espectros de FTIR das solugdes controle e biotratada por 240 horas do corante
PR MX-5B

Procion Red MX-5B
Tratamento A. terreus

Solucéo controle

1550 —— 240 horas
1390 1232

1

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Namero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 63 — Espectros
PR MX-5B
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de FTIR das solucdes controle e biotratada por 336 horas do corante

1

Absorbancia (u.a.)

Procion Red MX-5B
1550-1500 Tratamento A. terreus
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T T
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Tabela 14 estdo expressas as principais bandas da solugé@o controle do corante PR

MX-5B que sofreram

alteracbes durante o tratamento de biodegradacdo com biomassa

peletizada do fungo A. terreus.

Tabela 14 — Bandas presentes na solucdo controle do corante PR MX-5B

Bandas originais
da solucéo controle

Estruturas correspondentes

3446 cm*

Estiramento da ligacdo O-H (SOARES, 1998; JOHNSEN et al., 2003),
aminas primarias e secundarias Estiramento da ligacdo N-H
(ARJUNAN et al., 2004; FRANCISCON et al., 2009; AYED et al.,
2010; TELKE et al., 2010)

2926 cm*

Regido caracteristica de anéis aromaticos (MANE et al., 2008), aminas
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aromaticas primarias, deformacdes angulares de N-H (SILVERSTEIN
etal., 1994; AYED etal., 2010)

1550-1500 cm™

Regido caracteristica de agrupamentos azo (-N=N-) (DYER, 1969;
SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007; GUP et al. 2007,
KALME et al., 2007; PACHHADE et al., 2009); Deformacéo angular
de NH, (SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007); vibragdes da
ligacdo C=N (WHARFE et al., 2010)

Agrupamentos azo (SILVERSTEIN et al., 1994); estiramento de C=C

1431 cm™ _
e grupos sulfonicos (DYER, 1969; ARJUNAN et al., 2004))
Grupos sulfénicos (BARBOSA, 2007); aminas (WHARFE et al.,
1390 cm™ 2010); deformacao da ligacdo —-OH (ABBAS et al., 2008; DHANVE et

al., 2009; CO, residual (SILVERSTEIN et al., 1994)

1325, 1323, 1320

cm?

Amino benzeno (SILVERSTEIN et al., 1994); estiramento de C-N
(BARBOSA, 2007)

1232, 1230, 1228
1

Vibragdes de grupos sulfonicos ; Vibracoes da ligagédo C-O (JADHAV

cm et al., 2008; PACHHADE et al., 2009; OLUKANNI et al., 2010)
1114 e Regifo caracteristica de aminas (IYIM et al., 2008; JUAREZ-
cm
HERNANDES et al., 2008; FANCHIANG; TSENG, 2009)
1049 e’ Deformacéo angular de —CH; grupos fendlicos e grupos sulfénicos
cm
(SILVERSTEIN et al., 1994; OLUKANNI et al., 2010)
900. 898 o'l Presenca de cloro (DYER, 1969; BARBOSA, 2007); Grupos
, cm
sulfénicos (PACHHADE et al., 2009)
Presenca de grupos benzénicos (DYER, 1969; SILVERSTEIN et al.,
767 cm™ 1994); deformacdo angular de =C-H de anéis aromaticos

(SILVERSTEIN et al., 1994)

677, 673,671 cm™

Vibracdo de C=C de anel aromatico (SILVERSTEIN et al., 1994;
BARBOSA, 2007); vibracdo da ligagdo —C-N (TELKE et al., 2010)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Analisando os espectros de FTIR de todos os tratamentos € possivel observar que o
aumento da intensidade das bandas na regido de 1650 a 1580 cm™ é proporcional ao aumento
do tempo de tratamento. Essa € uma regido que indica deformagdes angulares do grupo NH,
de aminas priméarias (BARBOSA, 2007), o que mostra a presenca desses metabdlitos no meio
reacional. A reducdo da ligacdo azo fica evidente devido as significativas alteraces que

ocorreram na regido entre 1550 a 1500 cm™, que é tipica desse tipo de ligagéo.

No tratamento de 24 horas é possivel verificar grande aumento da intensidade da
banda em 1382 cm™. Essa é uma regido caracteristica de grupos sulfonicos e aminas
secundérias (SILVERSTEIN et al, 1994; BARBOSA, 2007). No tratamento de 336 horas
também foi possivel verificar a presenca das bandas 1350 e 1269 cm™ que correspondem a

vibracdo de NH; de aminas aromaticas primarias (BARBOSA, 2007).

Nos espectros dos tratamentos de 240 e 336 horas surgiram duas novas bandas, 1080 e
987 cm™ que correspondem respectivamente a ligagio C-N de aminas primérias e secundarias
(SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007) e vibra¢des de deformacéo das ligacGes do
sistema S=0 de grupos sulfonados, além de vibrac6es da ligacdo C-O (PACHHADE et al.
2009).

As alteragbes na regido de 850 a 800 cm™ presente em todos 0s tratamentos
correspondem & presenca de cloro, anéis aroméaticos e aminas primarias (BARBOSA, 2007;
POLUNIN et al., 2008). As bandas que também sofreram aumento de intensidade na regido
de 545 cm™ sdo caracteristicas da presenca de anéis aromaticos e de grupos sulfonicos
(RIBEIRO; SOUZA, 2007; TELKE et al., 2010).

Todas as alteragdes estruturais evidenciadas nas modificagdes dos espectros de FTIR
indicam que as moléculas do corante PR MX-5B realmente foram degradadas pelo fungo A.
terreus e que essa degradacdo levou a formacdo de diferentes metabdlitos secundarios, como
por exemplo, aminas. Na Figura 64 é possivel observar um esquema hipotético da quebra das

moléculas e seus metabdlitos.
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Figura 64 — Possivel rota de degradacdo do corante PR MX-5B ap0és tratamento com o fungo

A. terreus
NaO,;S SO;Na .
Ligagéo azo
1550 - 1500 cm™
N
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Aminas primarias Aminas primarias
1350, 1269 cm™ NH; 1350, 1269 cm™

Fonte: Elaborado pela autora.
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Solucéo binaria

No tratamento da solugédo binaria foi possivel identificar bandas que apareceram nos
espectros de FTIR dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucgdo simples antes e apds 0s
tratamentos com o fungo A. terreus. Para essa solucdo ndo foi possivel determinar um
caminho de degradacdo das moléculas, devido as possiveis interagdes que ocorreram entre as

moléculas originais dos corantes e seus metabolitos apos o processo de biodegradacao.

Na Figura 65 é possivel observar os espectros de FTIR da solucdo binaria antes e ap6s
os tratamentos microbioldgicos. As leituras das solucdes foram realizadas na forma de
pastilhas de KBr, na propor¢do de 1 mg de amostra (solucdo binaria antes e apds os
tratamentos em peso seco) para 149 mg de KBr.

Figura 65 — Espectros de FTIR da solucdo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR
MX-5B, antes e ap6s 24, 240 e 336 horas de tratamento microbiol6gico com o fungo A.

terreus na forma peletizada

Solucdo Binéria
Tratamento A. terreus

Solugéo controle
— 24 horas

— 240 horas

— 336 horas

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Ao observar os espectros de FTIR é possivel verificar que as maiores alteracfes
espectrais ap6s 0 tratamento ocorreu na regido espectral de 2000 a 400 cm™, seguindo o
mesmo padrdo de alteracdes dos corantes em solugdes simples. Portanto para facilitar as
analises dos espectros as Figuras 66, 67 e 68 correspondem aos espectros de FTIR para 0s

tratamentos de 24, 240 e 336 horas respectivamente, na regi&o de 2000 a 400 cm™.

Figura 66 — Espectros de FTIR da solucdo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR

MX-5B, antes e ap0s 24 horas de tratamento microbioldgico com o fungo A. terreus na forma

peletizada
Solucéo Binéria
_ 1498 1147 Tratamento A. terreus
1546 e Solucéo controle
1622 102 12244 1049 ——— 24 horas
T~ /‘ 1338
1294
S
2
(38}
'S
[
«©
=
(@]
(%2}
o]
<
T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de ondas (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 67 — Espectros de FTIR da solugdo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR
MX-5B, antes e ap0s 240 horas de tratamento microbiologico com o fungo A. terreus na

forma peletizada

Solugdo Binéria
1498 1147 Tratamento A. terreus
1392

1546

1462 [ 1224 1049 Solucéo controle
1622 \ /‘ 1338 A 52 — 240 horas
1294 671

626

Absorbancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

NuUmero de ondas (cm'l)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 68 — Espectros de FTIR da solucdo binaria composta pelos corantes AB 161 e PR
MX-5B, antes e ap0s 336 horas de tratamento microbioldgico com o fungo A. terreus na

forma peletizada

Solucdo Binaria
Tratamento A. terreus
7 1498 1392 1147
1546 1224 Solugdo controle
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Tabela 15 contém as principais bandas da solucdo binaria controle que sofreram
alteracdes durante o tratamento de biodegradacdo com biomassa peletizada do fungo A.

terreus.

Tabela 15 — Bandas presentes na solucéo controle composta pelos corantes AB 161 e PR MX
5B associados em solucgdo binaria

Bandas originais da

x Estruturas correspondentes
solucéo controle

Estiramento da ligacdo O-H (SOARES, 1998; JOHNSEN et al.,
2003), aminas primarias e secundarias Estiramento da ligacdo N-H
(ARJUNAN et al., 2004; FRANCISCON et al., 2009; AYED et al.,

2010; TELKE et al., 2010)

3446 cm*
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2926 cm™

Regido caracteristica de anéis aromaticos (MANE et al., 2008),
aminas aromaticas primarias, deformacdes angulares de N-H
(SILVERSTEIN et al., 1994; AYED et al., 2010)

1622; 1550-1500; 1462

-1

Regido caracteristica de agrupamentos azo (-N=N-) (DYER, 1969;
SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007; GUP et al. 2007;
KALME et al., 2007; PACHHADE et al., 2009); Deformacéo

cm
angular de NH, (SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007);
vibracdes da ligacdo C-N (WHARFE et al., 2010)
Grupos sulfonicos (BARBOSA, 2007); aminas (WHARFE et al.,
1392 cm™ 2010); deformacdo da ligacdo —OH (ABBAS et al., 2008;
DHANVE et al., 2009; CO, residual (SILVERSTEIN et al., 1994)
1338 e’ Estiramento de C-N de aminas aromaticas secundarias
cm
(BARBOSA, 2007)
Aminas aromaticas (SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA,
1280 cm™ 2007); estiramento de S=O (SILVERSTEIN et al., 1994;
DAVIDSON, 2003)
Vibracdes de grupos sulfonicos ; VibracGes da ligagdo C-O
1224 cm™ (JADHAV et al., 2008; PACHHADE et al., 2009; OLUKANNI et
al., 2010)
1147 e Regido caracteristica de compostos sulfonicos (-S=0) (DYER,
cm
1969)
1049 e’ Deformacdo angular de —CH; grupos fendlicos e grupos sulfénicos
cm
(SILVERSTEIN et al., 1994; OLUKANNI et al., 2010)
S Deformacdo da ligacdo —CH de anel aromatico (BARBOSA, 2007;
cm
POLUNIN et al., 2008; EL-KABANY et al., 2011)
829 cm™ Aminas primarias (BARBOSA, 2007)
Presenca de grupos benzénicos (DYER, 1969; SILVERSTEIN et
758 cm™ al., 1994); deformacdo angular de =C-H de anéis aromaticos
(SILVERSTEIN et al., 1994)
671cm™

Vibracdo de C=C de anel aromético (SILVERSTEIN et al., 1994;
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BARBOSA, 2007); vibracao da ligagdo —C-N (TELKE et al., 2010)

Deformacéo angular de —-OH (BARBOSA, 2007); vibracéo de
grupos sulfénicos (IYIN et al., 2008)

626 cm™

Vibracdo da ligagdo -C=C- do anel aromatico (RIBEIRO; SOUZA,
2007)

536 cm™

Fonte: Elaborado pela autora.

Em todos os tratamentos ocorreram intensas alteragdes nas regides 1622, 1550-1500 e
1462 cm™ que sdo caracteristicas principalmente de agrupamentos azo e deformagéo angular
de NH, (DYER, 1969; SILVERSTEIN et al., 1994; BARBOSA, 2007; GUP et al. 2007,
KALME et al., 2007; PACHHADE et al., 2009). Mostrando que provavelmente as enzimas
produzidas pelo fungo foram capazes de alterar essas ligacdes, e que elas possivelmente
foram quebradas levando a formacdo de aminas. Algumas bandas presentes nos espectros de
FTIR dos tratamentos apareceram de forma mais intensa e correspondem principalmente a
vibracgdes da ligacdo NH; de aminas. Essas bandas podem ser visualizadas na regido de 1109
cm™ no tratamento de 24 horas, 1678 cm™ com 240 horas e 1600 no espectro de 336 horas
(BARBOSA, 2007; PACHHADE et al., 2009; OLUKANNI et al., 2010).

Nos trés intervalos de tempo analisados surgiram bandas nas regides de 1384, 1354,
624 e 621 cm™ que indicam presenca de grupos sulfonicos. Nos dois corantes hé presenca de
radicais sulfonados e a acdo enzimatica sobre as moléculas pode ter levado a clivagem das
ligacbes que envolvem esses grupos, liberando-0s no meio reacional, 0 que gerou aumento da
intensidade dos sinais dessas bandas. Sendo esse mais um resultado que indica degradagéo

molecular dos corantes que estavam presentes na solucao.

As alteracdes ocorridas nos grupos benzénicos dos corantes ficam evidentes com o
aumento de intensidade das bandas na regido 1600, 1197, 989, 987, 831, 763, 540 e 538 que
apareceram nos espectros dos tratamentos e correspondem entre outras coisas, a vibracdes de

estiramento da ligacdo C-H do anel aromatico.

Todas as alteragdes visualizadas nos espectros de FTIR dos tratamentos dos corantes
em solucdo simples e solugdo binéria indicam que o fungo A. terreus possui enzimas que sao
capazes de degradar esses tipos de moléculas, portanto ele pode ser empregado no tratamento
desses residuos industriais. O que é muito importante visto que o descarte incorreto dessas

substancias geram grandes impactos negativos aos corpos aquaticos. Contudo, foi possivel
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visualizar que em nenhum dos tratamentos ocorreu a mineralizacdo dos corantes, 0 que ja era
previsto devido as condicdes no qual o teste foi realizado. Sendo que a completa
mineralizacdo geralmente ocorre na presenca de consorcios microbianos. Mas o0s resultados
obtidos nesse estudo sdo relevantes na busca por novas tecnologias para o tratamento de azo

corantes téxteis.

5.10. Toxicidade ap6s biodegradacao

Apbs o processo de biodegradacdo dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucao
simples e solucédo binéria, pelo fungo A. terreus na forma peletizada, foram realizados novos
testes de toxicidade com A. salina e L. sativa para observar a variacdo de toxicidade das

solucdes apds o tratamento microbioldgico. Os resultados obtidos serdo discutidos a seguir:

Artemia salina

Os resultados obtidos com o teste de toxicidade das solu¢des dos corantes AB 161 e
PR MX-5B em solucdo simples e solucdo binaria apds o processo de biodegradacdo com o
fungo A. terreus, utilizando o microcrustaceo A. salina como organismo-teste estdo expressos
nas Tabelas 16, 17 e 18.

Tabela 16 — Mortalidade das larvas de A. salina ap0s 48 horas de exposicdo a solucdo
controle do corante AB 161 (solugdo simples com concentracdo de 200 pg/mL), e solugcbes

tratadas por 24, 240 e 336 horas com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A. terreus

0,
Tempo de tratamento /o ~ | Mortalidade | Mortalidade Media
descoloragéo 1 . :
(horas) N Réplica 1 Réplica2 | mortalidade

das solucdes
Solucéo controle 0,0 0 0 0
24 75,3 3 1 2
240 80,7 3 3 3
336 84,0 0 0 0

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 17 — Mortalidade das larvas de A. salina ap6s 48 horas de exposicdo a solucdo
controle do corante PR MX-5B (solucdo simples com concentracdo de 200 pg/mL), e

solucdes tratadas por 24, 240 e 336 horas com 3 mg/mL de biomassa peletizada do fungo A.

terreus
% de . . -
Tempo de tratamento d ~ | Mortalidade | Mortalidade Meédia
escoloragéo 1 A :
(horas) : Réplica 1 Réplica2 | mortalidade
das solucdes

Solucéo controle 0,0 0 0 0

24 60,6 5 3 4

240 68,0 10 9 10

336 98,0 10 10 10

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 18 — Mortalidade das larvas de A. salina ap6s 48 horas de exposicdo a solucdo
controle dos corantes AB 161 e PR MX-5B (solugdo binéria com concentracdo de 200 pg/mL
de cada um dos corantes), e solugdes tratadas por 24, 240 e 336 horas com 3 mg/mL de

biomassa peletizada do fungo A. terreus

%
Tempo de tratamento | descoloracdo | Mortalidade | Mortalidade Média
(horas) total das Réplica 1 Réplica2 | mortalidade
solucdes
Solucéo controle 0,0 0 0 0
24 62,3 1 3 2
240 924 10 10 10
336 92,7 10 10 10

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando os resultados foi possivel verificar que nas trés solucGes testadas ocorreu
em menor ou maior intensidade o aumento da toxicidade ap6s o tratamento microbioldgico,
indicando que no processo de descoloracdo das solugdes ocorreu biodegradacdo incompleta
das moléculas dos corantes, o que resultou na formacdo de metabdlitos que elevaram a

toxicidade das solugdes. As analises dos espectros de FTIR confirmaram a presenca desses
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metabolitos, onde foi possivel visualizar em todos os tratamentos a ocorréncia de bandas

caracteristicas de grupos aminos.

Avaliando o tratamento do corante AB 161 em solucao simples foi possivel observar
ligeira elevagdo da mortalidade das larvas de A. salina nos tratamentos de 24 e 240 horas.
Indicando que durante esse periodo possivelmente as enzimas produzidas pelo micro-
organismo conseguiu realizar a quebra das moléculas do corante, levando a formagédo de
metabdlitos nocivos para as larvas. A partir de 336 horas de tratamento a solugéo voltou a ndo
apresentar toxicidade. O que leva a concluir que os metabdlitos toxicos para as larvas de A.
salina foram degradados pelo fungo A. terreus. As analises dos espectros de FTIR do
tratamento de 336 horas apontaram a presenca de compostos contendo aminas, contudo para

as larvas de A. salina esses metabdlitos ndo se apresentaram nocivos.

Nos tratamentos da solucdo simples do corante PR MX-5B ocorreu alta taxa de
descoloracéo das solugdes testadas, 98% em 336 horas de tratamento. Mas para esse corante a
biodegradagdo das moléculas gerou metabdlitos altamente toxicos para as larvas de A. salina.
Nas primeiras 24 horas de tratamento a mortalidade média subiu de 0 para 40%, e nos
tratamentos seguintes (240 e 336 horas) a mortalidade foi de 100%. Portanto, embora a
descoloracdo das solucbes pelo fungo A. terreus tenha sido alta, do ponto de vista
toxicologico o tratamento ndo foi eficiente, pois elevou a toxicidade das solucGes de O para
100% de mortalidade das larvas.

Os resultados obtidos para solucdo binaria mostraram dados semelhantes aos obtidos
para o corante PR MX-5B em solucéo simples, onde ao final das 336 horas de tratamento a
mortalidade das larvas de A. salina também foi de 100%. Assim como em solucdo simples, a
maior taxa de remocao em solucdo binaria foi a do corante PR MX-5B. Nessa solugdo esse
corante foi totalmente removido, restando na solucdo somente o corante AB 161 e metabdlitos
formados durante as etapas de biodegradacdo. E foram esses metabo6litos os responséaveis por

causar um aumento de 100% de mortalidade das larvas de A. salina.

A Figura 69 representa uma analise comparativa dos resultados de mortalidade das
larvas de A. salina apds exposicdo as solucbes testadas antes e apds os tratamentos
microbioldgicos com o fungo A. terreus, onde é possivel visualizar de forma mais clara as
variacOes de toxicidade das solucdes apds diferentes periodos de contato com a biomassa

fangica.
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Figura 69 — Variacdo de mortalidade das larvas de A. salina, apos exposicao de 48 horas as
solucdes dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e solucdo binaria antes e apds

24, 240 e 336 horas de tratamento com o fungo A. terreus

[
o
1

Mortalidade (n° de individuos/amostra)

o P N W b O O N 0 ©
1

0 hora (controle) 24 horas 240 horas 336 horas
Tempo de tratamento

®mAcid Blue 161  mProcion Red MX-5B  mSolucéo Binéria

Fonte: Elaborado pela autora.

Lactuca sativa

Os resultados obtidos com o teste de toxicidade das solugdes dos corantes AB 161 e
PR MX-5B em solucdo simples e solugdo binaria apds o processo de biodegradagcdo com o
fungo A. terreus, utilizando sementes de L. sativa como organismo-teste estdo expressos nas
Tabelas 19, 20 e 21.
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Tabela 19 — Tratamento da solucdo simples do corante AB 161. Comprimento (cm) das
raizes de L. sativa, média de crescimento das réplicas e % de inibicdo do crescimento das
raizes expostas a solucdo controle e solucées resultantes de 24, 240 e 336 horas de tratamento
com o fungo A. terreus

Tempo de % Crescimento | Crescimento = Média de

x . . . Inibicéo
tratamento descoloragdo | Reéplica 1 Réplica2 | crescimento (%)
(horas) das solugdes (cm) (cm) (cm) 0
Controle Agua
destilada ) L7t Lo/ Lios )
Controle solugéo 0.0 1,56 1,49 153 9.2
de corante
24 75,3 0,82 0,49 0,66 61,0
240 80,7 0,42 0,31 0,37 78,3
336 84,0 0,82 0,89 0,86 49,1

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 20 — Tratamento da solucdo simples do corante PR MX-5B. Comprimento (cm) das
raizes de L. sativa, média de crescimento das réplicas e % de inibicdo do crescimento das
raizes expostas a solucdo controle e solucGes resultantes de 24, 240 e 336 horas de tratamento

com o fungo A. terreus

Tempo de % de Crescimento = Crescimento | pMédia de i
tratamento descoloracdo | Réplica 1 Réplica2 | crescimento Inéc;g)ao
(horas) das solugdes (cm) (cm) (cm) 0
Contro_le Agua ) 1,78 1,57 1,68 i
destilada
Controle solugéo 0.0 155 163 1,60 48
de corante
24 60,6 1,13 1,32 1,23 26,8
240 68,0 0,92 1,0 0,96 42,9
336 98,0 0,91 0,82 0,87 48,2

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 21 — Tratamento dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo binéria.
Comprimento (cm) das raizes de L. sativa, média de crescimento das réplicas e % de inibicéo

do crescimento das raizes expostas a solugdo controle e solucgdes resultantes de 24, 240 e 336

horas de tratamento com o fungo A. terreus

% Cresci Cresci i
Tempo de N rescimento rescimento Média de R
descoloragéo . o : Inibicéo
tratamento total das Rep“ca 1 Rep“ca 2 crescimento (%)
(horas) solucdes (cm) (cm) (cm)
Controle Agua
destilada 1,78 1,57 1,68 -
Controle solugdo 0,0 1,45 1,34 1,40 17,0
de corante
24 62,3 1,19 0,86 1,03 39,0
240 92,4 0,32 0,46 0,39 76,8
336 92,7 0,31 0,26 0,29 83,0

Fonte: Elaborado pela autora.

Assim como ocorreu no teste de toxicidade com as larvas de A. salina, o teste com L.
sativa apresentou aumento da toxicidade das solucdes apds o tratamento microbioldgico com

o fungo A. terreus.

Para o corante AB 161 em solucdo simples nos tratamentos de 24 e 240 horas ocorreu
aumento de 51,8 e 69% de inibi¢do do crescimento das radiculas das plantulas de L. sativa.
No tratamento de 336 horas houve reducéo da toxicidade, aproximadamente 30% em relagéo
apresentou aumento de 40%. Esses resultados indicam que a biodegradacdo das moléculas do
corante levou a formacdo de metabdlitos que foram significativamente tdxicos para o
desenvolvimento das sementes de L. sativa. E na presenca das solucdes tratadas e ndo tratadas
desse corante, as sementes de L. sativa apresentaram-se mais sensiveis que as larvas de A.
salina em relacdo a toxicidade do meio. O fato da toxicidade comecar a reduzir a partir de 336
horas indica que possivelmente se o tratamento de biodegradacdo fosse mantido por mais

tempo, poderia ocorrer total reducao da toxicidade dessas soluces.

Nas solu¢des simples do corante PR MX-5B também ocorreu aumento da toxicidade
das solucdes apos o tratamento de biodegradacéo. No tratamento de 336 horas a porcentagem
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de inibicdo de crescimento das radiculas das plantulas de L. sativa teve aumento de 43,4% em
relacdo a porcentagem de inibicdo inicial. Nesse tratamento as larvas de A. salina foram mais
sensiveis do que as sementes de L. sativa, a presenca dos metabdlitos formados durante a
degradacdo das moléculas do corante.

O tratamento microbioldgico da solugéo binaria também levou ao aumento da inibicao
do crescimento das radiculas das plantulas de L. sativa. A porcentagem de inibicdo de
crescimento das radiculas subiu de 17 (toxicidade solucéo binaria controle) para 83% ao final

das 336 horas de tratamento.

A Figura 70 representa a porcentagem de inibicdo de crescimento radicular das
plantulas de L. sativa dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e solucéo
binaria, antes e ap6s os tratamentos microbioldgicos com biomassa peletizada do fungo A.

terreus.

Figura 70 — Variacdo da porcentagem de inibicdo radicular das plantulas de L. sativa, apds
exposicdo de 72 horas as solugbes dos corantes AB 161 e PR MX-5B em solucdo simples e

solucdo binaria antes e apos 24, 240 e 336 horas de tratamento com o fungo A. terreus
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Portanto de uma forma geral em todos os tratamentos ocorreu alta taxa de
descoloracdo das solugdes apds diferentes periodos de contato com a biomassa peletizada do
fungo A. terreus, mas esse processo de biodegradagdo/biossorcao que foi eficiente na remocao
das moléculas elevou o grau de toxicidade das solucGes testadas. Esses resultados evidenciam
do ponto de vista toxicologico, o quéo perigoso é o descarte incorreto desses compostos. Pois
nos corpos aquaticos essas moléculas também séo biodegradadas o que pode levar a formacéo

de metabdlitos intermediarios altamente toxicos para 0s organismos ali presentes.

Palacio et al. (2009) verificaram a descoloracdo de efluente téxtil através do processo
de eletrocoagulacdo utilizando eletrodos de ferro. Foram analisados diferentes intervalos de
tempo durante o tratamento que foi conduzido por 90 minutos, sendo que ap6s 15 minutos a
descoloracdo do efluente ja era de aproximadamente 100%. A toxicidade desse efluente foi
determinada utilizando os organismos-teste Artemia salina e Lactuca sativa, e 0s resultados
mostraram aumento da toxicidade para os dois organismos de acordo com 0 aumento do
tempo de tratamento. O menor valor de toxicidade foi obtido com as solugbes
eletrocoaguladas por 5 minutos. A técnica utilizada por esses autores apresentou alta
capacidade de descoloracdo dos efluentes, mas em contrapartida 0 aumento do tempo de
tratamento gerou aumento da toxidade, indicando que do ponto de vista toxicoldgico o
tratamento desse efluente por eletrocoagulacdo foi ineficiente.

No presente estudo o tratamento de biodegradacdo das solugdes realizado com um
Gnico micro-organismo, dificultou o processo de mineralizacdo dos corantes, ja que muitos
metabolitos formados também podem ser toxicos para 0 micro-organismo que esta sendo
utilizado no tratamento. Mas esse tipo de tratamento € interessante, pois todas as alteragdes e
quebra das moléculas ocorrem de maneira mais lenta, quando comparado a tratamentos que
utilizam consércios microbianos, o que facilita a analise das alteragdes moleculares e estudos
dos metabdlitos formados com a degradacdo dessas moléculas. E esse tipo de estudo é
importante para determinar 0s impactos nocivos que a presenca dessas substancias pode

causar nos ambientes aquaticos.
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6 CONCLUSOES

Apds analise dos resultados foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

v Nos bioensaios de toxicidade com as solugdes simples dos corantes as
sementes de L. sativa foram mais sensiveis a presencga do corante AB 161 do que as larvas de
A. salina. O corante PR MX-5B em solugdo simples apresentou-se menos toxico aos dois
organismos utilizados como organismos-teste. E a associacdo dos corantes em solucéo binaria
ndo acarretou em aumento da toxicidade quando comparado as solucdes simples;

v No primeiro teste de biossortividade das solu¢Bes simples e binaria realizado
com diferentes quantidades de biomassa peletizada dos fungos A. niger, A. terreus e R.
oligosporus, o fungo que apresentou maior capacidade de descoloracdo das solugdes foi o A.
niger ;

v Esse mesmo teste de interacdo biossortiva mostrou que o aumento gradativo da
quantidade de biomassa nos tratamentos, resulta em aumento da taxa de descoloracdo das
solucdes. Mas em contrapartida quantidades elevadas de biomassa nos tratamentos, resultam
em compactacdo dessa biomassa, reduzindo a superficie de aderéncia para as moléculas dos
corantes, resultando em reducéo gradativa da capacidade adsortiva desses substratos;

v A aplicacdo das isotermas de adsor¢do revelou que a interacdo biossortiva entre
0s corantes e as biomassas fungicas ocorreu de acordo com a isoterma de Freundlich, ou seja,
em maltiplas camadas. Nos trés diferentes tipos de biomassa fangica (A. niger, A. terreuse R.
oligosporus) utilizadas nos tratamentos, existiam sitios ativos de adsorcdo especificos para
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cada um dos corantes analisados, o0 que justifica a maior taxa de remogéo dos corante quando
associados em solucdo binaria;

v Por ter apresentado maior capacidade de descoloracdo das solugdes no teste de
biossortividade, o fungo A. niger foi escolhido para a realizagdo de um novo teste de
biossor¢édo, onde o intuito foi verificar a variacdo de toxicidade das solucGes antes e apds o
tratamento microbiologico;

v Nesse teste de biossortividade o fungo A. niger foi eficiente na descoloragédo
das solucBes, e a remocdo das moléculas dos corantes do meio resultou em reducdo da
toxicidade de todas as solugdes testadas para L. sativa. Para A. salina a auséncia de toxicidade
das solucBes se manteve ap6s o tratamento microbiolégico. A reducdo ou a manutencao da
toxicidade das solucdes apds o tratamento microbioldgico é um resultado muito importante do
ponto de vista toxicoldgico, indicando que a interacdo biossortiva foi eficiente na
descoloracdo das solugdes e ndo levou a formacdo de metabdlitos toxicos;

v O fungo A. terreus foi 0 que apresentou maior capacidade de degradacdo das
moléculas, portanto ele foi o selecionado para a realizacdo do teste de biodegradacdo das
solucdes;

v O teste de biodegradagdo das solucdes foi analisado por espectrofotometria
UV-Vis e andlises de FTIR. As duas técnicas foram eficientes para a obtengdo dos resultados.
As andlises UV-Vis permitiram avaliar a taxa de descoloracdo das solugdes, bem como
indicios de modificacbes moleculares. Enquanto que as analises de FTIR permitiram
resultados mais detalhados quanto a degradacdo das moléculas e formacdo de metabdlitos;

v Em todos os espectros de FTIR das solucdes tratadas por 24, 240 e 336 horas
com biomassa peletizada do fungo A. terreus foi possivel verificar grandes modificagdes
espectrais indicando que as moléculas dos corantes foram degradadas pelo fungo. Nos
tratamentos varias bandas correspondentes a presenca de grupos aminas foram identificadas,
indicando que a quebra das moléculas resultou na formacdo desses metabdlitos, que sdo
potencialmente toxicos aos organismos a eles expostos;

v Ao final dos tratamentos foi verificado que a maior taxa de descoloragao foi a
do corante PR MX-5B tanto em solucdo simples, quanto em solucdo binéria, chegando a
aproximadamente 100% de descoloracdo apds 336 horas de contato com a biomassa do fungo
A. terreus,

v Os testes de toxicidade realizados com as solucGes ap6s o tratamento
biodegradativo indicaram expressivo aumento de toxicidade das solugdes para as sementes de

L. sativa. Para a solugdo simples do AB 161 o aumento da toxicidade foi de 40% em relagéo
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ao tempo final de tratamento. Mas em relacdo ao tempo de 240 horas e o tempo final, ocorreu
uma reducdo de aproximadamente 30%. Isso indica que talvez se o tratamento fosse mantido
por um periodo maior de tempo poderia ocorrer total reducdo da toxicidade dessa solucéo. O
corante PR MX-5B apresentou 43% de aumento da toxicidade, enquanto a solucdo binéria
apresentou a maior alteracao elevando a diferenca de toxicidade inicial e final para 66%.

v Para os testes com A. salina o corante AB 161 ndo apresentou toxicidade
inicial, ocorreram algumas variagdes de toxicidade durante o tratamento, e ao final do tempo
de exposicao do corante ao micro-organismo a toxicidade da solucdo também foi nula. Para o
corante PR MX-5B em solucéo simples e para a solugdo binaria ocorreu um aumento de 100
% de mortalidade das larvas ao final dos tratamentos;

Portanto, a partir da analise de todos esses resultados foi possivel concluir que os
fungos A. niger e A. terreus possuem potencial de aplicacdo em tratamentos de corantes. Os
organismos A. salina e L. sativa apresentaram-se como bons organismos-teste e foram
sensiveis as alteracbes de toxicidade das solugbes apOs os tratamentos de biossor¢do e
biodegradacdo. E que do ponto de vista toxicoldégico ao se utilizar um tratamento
microbioldgico para corantes, € muito mais interessante realizar a remoc¢éo das moléculas do
meio através da biossor¢do/adsor¢do, pois como o periodo de contato do corante com o micro-
organismo é reduzido, essa remogao ocorre sem ocasionar grandes alteragdes moleculares, ou
seja, ndo ha formacdo de metabdlitos com potencialidade toxica. A biorremediag&o através da
biodegradacdo teria que ser realizada por um periodo de tempo maior, para que os metabdlitos

formados a partir da quebra das moléculas também fossem degradados.
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