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MOREIRA, S. C. Aspectos ecotoxicoldgicos do corante indigo sintético e natural — com
organismos teste D. rerio e R. subcapitata. 2019. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
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RESUMO

A industria téxtil é responsavel pela maior parte de corantes utilizados comercialmente. Segundo
a literatura estes contaminantes representam potencial toxico a fauna aquéatica. Neste contexto
destaca-se o corante sintético, indigo Blue, por seu uso intenso no tingimento do “blue jeans”.
Antes o corante indigo era obtido da planta Indigofera tinctoria, mas a viabilidade econémica
sobrepds a producdo natural e tornou a cor azul acessivel a sociedade com a producéo sintética do
corante. Este estudo objetivou comparar os aspectos ecotoxicoldgicos do corante indigo Blue
(sintético) e do corante indigo Natural (obtido da planta Indigofera tinctoria) expondo-se
organismos de dois niveis troficos diferentes a 100 mg/L de cada corante (concentragao
representativa de corantes em efluntes téxteis). Os organismos-teste utilizados foram: 1) a alga
Raphidocelis subcapitata com duracdo dos testes equivalente a 72h e 96h, avaliando-se o
parametro crescimento pela contagem do numero de células em relacdo ao grupo controle ( a
concentracdo estudada ndo inibiu o crescimento algal) e 2) o peixe Danio rerio, machos e fémeas
mantiveram-se expostos por 21 dias, num total de seis réplicas para cada tratamento e para cada
sexo. Sendo 3 organismos-teste em cada uma das quatro réplicas destinadas para a histologia de
gbnadas de ambos 0s sexos e duas réplicas com 4 machos destinados para a reproducédo e duas
réplicas cotendo 2 fémeas para a reproducédo (proporcao de dois machos pra cada fémea). Apos
0 vigésimo primeiro dia, duas réplicas das destinadas a histologia foram utilizadas para analise da
gbnada de ambos os sexos advindo de cada tratamento e controle. Os organismos contidos nas
demais réplicas para estudo histoldgico seguiram por mais 21 dias de teste sem exposicdo aos
contaminantes, todos em contato apenas com agua de cultivo para avaliacdo de recuperacdo
bioldgica. Os organismos das duas réplicas de cada sexo destinadas a reproducdo foram
submetidos apds 21 dias em agua contaminada a teste reprodutivo, em seguida 0s mesmos
organismos seguiram por mais 21 dias sem a presenca dos contaminantes, em agua de cultivo
limpa e submetidos a nova reproducéo ao final do quadragésimo segundo dia de experimento para
avaliacdo da recuperacéo bioldgica. Os endpoints avaliados para os testes de reproducdo foram: o
numero de ovos postos, numero de ovos viaveis, eclosdo e sobrevivéncia de larvas por 7 dias. Para
estatitica foi realizado Qui-quadrado e Kruskall Wallis utilizando o programa Bioestat. Apos 21
dias de exposi¢do aos contaminantes, observou-se toxicidade, em fungdo das analises estatisticas
e pela predominancia de fases maduras do desenvolvimento gonadal das fémeas de D. rerio
expostas tanto ao corante sintético como ao natural. Para machos de D. rerio nas analises
histolégicas foi observado predominio de fases maduras apenas para as réplicas expostas ao Indigo
Blue. Apos a recuperagéo biologica analises estatiticas de desova e analises qualitativas de tecido
gonadal demonstraram potencial de recuperacéo bioldgica.

Palavras-chave: histologia, zebrafish, indigo blue, Indigofera tinctoria, algas.
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organisms D. rerio and R. subcapitata. 2019. 99 p. Dissertation (Master degree in
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ABSTRACT

The textile industry is responsible for most commercially used dyes. According to the literature
these contaminants represent toxic potential to aquatic fauna. In this context the synthetic dye,
Indigo Blue, stands out due to its intense use in dyeing blue jeans. Before, indigo dye was obtained
from the Indigofera tinctoria plant, but economic viability superimposed the natural production
and made the blue color accessible to society with the synthetic dye production. This study aimed
to compare the ecotoxicological aspects of Indigo Blue (synthetic) and Indigo Natural dye
(obtained from the Indigofera tinctoria plant) by exposing organisms of two different trophic
levels to 100 mg / L of each dye (representative concentrations of dyes in flakes textiles). The test
organisms used were: 1) Raphidocelis subcapitata seaweed with duration of the tests equivalent
to 72h and 96h, being evaluated the parameter growth by counting the number of cells in relation
to the control group (the concentration studied did not inhibit algal growth) and 2) the Danio rerio
fish, males and females remained exposed for 21 days, for a total of six replicates for each
treatment and for each sex. Three replicates were used in each of the four replicates for the
histology of gonads of both sexes and two replicates with 4 males destined for breeding and 2
replicates with 2 females for reproduction (ratio of two males to each female). After the twenty-
first day, two replicates destined for histology were used for analysis of the gonad of both sexes
coming from each treatment and control. The organisms contained in the other replicates for
histological study followed for a further 21 days of testing without exposure to the contaminants,
all in contact only with culture water for evaluation of biological recovery. The organisms of the
two replicates of each sex destined for reproduction were submitted after 21 days in contaminated
water to reproductive test, then the same organisms followed for another 21 days without the
presence of the contaminants, in clean culture water and submitted to a new reproduction to the
end of the forty-second day of the experiment to evaluate the biological recovery. The endpoints
evaluated for breeding tests were: number of eggs laid, number of viable eggs, hatching and
survival of larvae for 7 days. Statistical analysis was carried out using chi-square and Kruskall
Wallis using the Bioestat program. After 21 days of exposure to contaminants, toxicity was
observed, due to the statistical analysis and the predominance of mature stages of the gonadal
development of D. rerio females exposed to both synthetic and natural dyes. For males of D. rerio
in the histological analyzes it was observed predominance of mature phases only for the replicas
exposed to Indigo Blue. After biological recovery, spatial analyzes of spawning and qualitative
analyzes of gonadal tissue demonstrated potential for biological recovery.

Palavras-chave: histology, egg laying, indigo blue, Indigofera tinctoria, algae.
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APRESENTACAO

O tingimento € fator crucial na producdo téxtil para obter seu sucesso industrial. Desde as
civilizagbes mais antigas, a humanidade utiliza fontes naturais para obter substancias coloridas e
utiliza-las em tecidos e objetos. O primeiro corante sintético surgiu em 1856 e desde entdo os
corantes naturais foram sendo substituidos por compostos sintéticos. A molécula do corante é
composta por um grupo cromoforo e por uma estrutura responsavel pela fixacdo a fibra. Os
corantes téxteis tem grande persisténcia no ambiente e 0s métodos de eliminacéo tradicionais ndo
sdo suficientes porque as reacdes quimicas envolvidas podem gerar produtos secundarios
altamente toxicos. Um dos corantes amplamente utilizado ¢ o indigo, Adolf von Bayer descobriu
como produzi-lo sinteticamente em 1870, anteriormente o corante era obtido da planta Indigofera
tinctoria. O corante sintético Indigo Blue é utilizado industrialmente em especial devido ao
tingimento do “blue jeans”.

Diante da problematica que os corantes representam, em especial pela alta descarga vinda
da industria téxtil, a fauna aquatica € a primeira a receber o impacto potencial destes
contaminantes. O objetivo geral deste trabalho é compreender os aspectos ecotoxicolégicos do
corante sintético indigo Blue e compara-los com o corante indigo Natural (obtido da planta
Indigofera tinctoria) utilizando-se para essas analises, dois organismos-teste (o peixe D. rerio e a
alga R. subcapitata).

Para a presente defesa de dissertacdo, o contedo encontra-se estruturado nos seguintes

capitulos:

> Capitulo 1: indigo Blue: uma revisio sobre demandas sociais, impactos
ecotoxicologicos nos ambientes aquaticos e possiveis solugoes
Este capitulo trata-se de uma revisdo bibliografica que aborda as principais
classificacOes de corantes de acordo com o método de aplicagdo, em especial o corante
indigo, destacando suas principais caracteristicas e concentragdo encontrada em
efluentes. Buscou-se informag@es ecotoxicoldgicas sobre o corante téxtil indigo Blue e

também sobre o indigo Natural. Por fim, foi feito um levantamento sobre os tratamentos
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para descolorizagdo do indigo. O capitulo 1 foi submetido a revista Fronteiras: Journal
of Social, Technological and Environmental Science e encontra-se formatado segundo

as normas da revista. Status: em analise com os avaliadores.

Capitulo 2: Aspectos ecotoxicologicos no crecimento de Raphidocelis subcapitata
expostas aos corantes indigo sintético e natural

Neste capitulo o organismo R. subcapitata, produtor primario teve seu parametro de
crescimento algal analisado frente a exposicdo aos corantes indigo Blue e indigo Natural,

separadamente, ambos na concentracao de 100 mg/L.

Capitulo 3: Aspectos ecotoxicolégicos na reproducdo de Danio rerio expostos aos
corantes indigo blue e indigo natural

A reproducdo é essencial para a manutencdo da espécie, incorporando um importante
parametro de avaliacdo ecotoxicoldgica. Neste capitulo foram avaliados aspectos
reprodutivos do organismo D. rerio quando exposto ao indigo Blue e ao indigo Natural,
na mesma concentracdo estudada para o capitulo anterior. As analise foram realizadas em
termos de desova, viabilidade de ovos, sobrevivéncia larval e histologia de génadas de

machos e fémeas adultos.

No Apéndice encontra-se o memorial fotografico de etapas deste trabalho.
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CAPITULO 1:

CORANTE INDIGO BLUE: UMA REVJSAO SOBRE DEMANDAS
SOCIAIS, IMPACTOS ECOTOXICOLOGICOS NOS AMBIENTES
AQUATICOS E POSSIVEIS SOLUCOES!

INDIGO BLUE DYE: A REVIEW ON SOCIAL DEMANDS,
ECOTOXICOLOGICAL IMPACTS IN AQUATIC ENVIRONMENTS
AND POSSIBLE SOLUTIONS

Sofia Coelho Moreira, Renata Fracéacio

Labotaratorio de Toxicologia de Contaminantes Ambientais e Histologia. Instituto de
Ciéncia e Tecnolgia de Sorocaba (ICTS), UNESP — Universiadade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Av. Trés de Margo, 511 — Alto da Boa Vista, CEP: 18087-180, Sorocaba,

SP, Brasil. Email:rfracacio@sorocaba.unesp.br

1 O Capitulo 1 foi submetido a revista Fronteiras: Journal of Social, Technological and

Environmental Science, encontra-se formatado segundo as normas da revista.
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RESUMO

O corante sintético indigo Blue é amplamente utilizado na industria téxtil, em especial para
conferir a cor caracteristica do “blue jeans”. Representa uma perda de 5% a 20% para o efluente
apos o processo de tingimento. Objetivou-se entender a presenca deste corante no ambiente e seu
potencial ecotoxicoldgico bem como avaliar os principais tratamentos em termos de toxicidade,
realizando-se uma ampla revisédo bibliografica. Encontrou-se na literatura que sua concentracao
usual em efluentes é de 100 mg/L, a qual representa toxicidade pela reducao de crescimento algal
para a espécie Desmodesumus subspicatus. Estudos de tratamentos para este corante em sua
maioria ndo foram acompanhados de analise ecotoxicoldgica. S&o necessarios trabalhos com
analise de risco do corante Indigo Blue antes e ap6s os tratamentos, utilizando-se da
ecotoxicologia como ferramenta para criacdo de diretrizes para a protecdo da vida aquatica,
garantindo a melhor via de recuperacdo de recursos hidricos frente a sua crescente demanda
industrial.

Palavras-chave: corante téxtil, efluentes téxteis, tratamento, recursos hidricos.

ABSTRACT

Indigo Blue synthetic dye is widely used in the textile industry, in particular to confer the
characteristic color of "blue jeans". It represents a loss loss of 5% to 20% for the effluent after
the dyeing process. The objective of this study was to understand the presence of this dye in the
environment and its ecotoxicological potential as well as to evaluate the main treatments in
terms of toxicity. It is found in the literature that its usual effluent concentration is 100 mg / L,
which represents toxicity by reduction of algal growth for the species Desmodesumus
subspicatus. Treatment studies for this dye were mostly not accompanied by ecotoxicological
analysis. It is necessary to work with risk analysis of Indigo Blue dye before and after treatments
using ecotoxicology as a tool to create guidelines for the protection of aquatic life, guaranteeing

the best way of recovering water resources in response to its increasing industrial demand.

Key words: textile dye, textile effluents, treatment, water resources.
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1- INTRODUCAO

As diversas atividades antropicas geram residuos que comprometem os multiplos usos
das aguas. Como consequéncia, instala-se a crise hidrica que representa uma ameaga a
humanidade e a biosfera (Tundisi & Matsumura 2011). Neste contexto, estima-se que a
demanda global de 4agua devera chegar a 1.500 bilhdes de m® em 2030, em funcdo do
crescimento econdémico (Vajnhandl & Valh 2014), acarretando a entrada de diferentes
poluentes nos ambientes aquaticos, que deverdo ser tratados mantendo-se um ambiente seguro

em funcéo dos usos pretendidos.

Dentre os setores produtivos, destaca-se na literatura o setor téxtil que langa quantidades
significativas de poluentes tdxicos no meio ambiente aquatico, comprometendo a saude
ambiental e humana (Kunz et al. 2002). As &guas residuais da industria téxtil sdo caracterizadas
por forte coloragdo, alta salinidade, pH variavel, alta demanda quimica de oxigénio (DQO) e
alta temperatura (Mantzavinos & Psillakis 2004; Beltrame 2000). Cerca de 15% da producéo
total de corantes se perde nos processos industriais indo para os efluentes téxteis (Zollinger
1991).

Segundo Carneiro e Zanoni (2016), desde os primordios da civilizagdo a humanidade
utiliza fontes naturais para obter substancias coloridas e utiliza-las em tecidos e objetos. O
primeiro corante sintético surgiu em 1856, desde entdo os corantes naturais foram sendo
subsituidos por compostos sintéticos (Karkmaz et al. 2004).

O corante indigo obtido até o século XIX era exclusivamente a partir da planta
Indigofera tinctoria (nativa da india) e de cunho artesanal. Era um corante caro e acessivel
apenas as camadas mais altas da sociedade. Em 1870, o quimico alemdo Adolf von Bayer
descobriu como produzir a molécula do indigo sinteticamente e no inicio do século XX, a
empresa BASF possibilitou a sua ampla producéo e comercializagdo do corante a pre¢cos mais
baixos, quando comparado ao custo do corante artesanal (Zanoni & Yamanaka 2016; Lima &
Ferreira 2001).

Dentre os corantes téxteis sintéticos, o indigo Blue tem sua aplicagio mais expressiva
na industria do “jeans” (Guaratini & Zanon 2000; Zanoni & Yamanaka 2016), uma das roupas
mais consumidas no mundo, com um ndmero estimado de dois bilhdes de calcas jeans vendidas
a cada ano. Cerca de 20.000 toneladas/ano de indigo sintético sdo produzidas mundialmente e
utilizados em especial para a tintura do “blue jeans” (Santos 2006). Nesse processo destaca-se
ainda o elevado consumo de agua que para o tingimento e a lavagem de cada uma delas

necessita mais de 100 litros (Hendaoui et al. 2018).
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Diante do elevado consumo deste corante na industria do jeans, em associa¢do com
elevada demanda do referido produto no mercado consumidor, bem como a perda dessas
moléculas potencialmente tdxicas nos efluentes, que adentram os corpos de agua, pretende-se
com essa pesquisa, baseada na literatura cientifica, responder as seguintes questfes: a) O
corante téxtil sintético indigo Blue é uma problematica de ecotoxicidade considerando-se a
exposicdo dos organismos aquaticos? ? b) Existem informacGes na literatura cientifica
relacionando as concentragcdes do corante indigo em ambientes naturais com a ecotoxicidade
no Brasil e no Mundo? c) Os tratamentos mais utilizados para descoloracéo de efluentes com
presenca de indigo asseguram auséncia de ecotoxicidade?

2-METODOLOGIA

Realizou-se uma ampla revisdo literaria para contemplar dados ecotoxicolégicos sobre
o corante sintético indigo Blue bem como a eficiéncia dos tratamentos cléssicos e alternativos
para reducdo da ecotoxicidade. Para esse fim, foram consultadas as plataformas: Science direct,
portal da CAPES e Google académico. As palavras-chaves utilizadas foram: “indigo dye”,

“ecotoxicity indigo blue”, “Indigofera tinctoria”, “indigo blue decolorization”, “indigo blue

treatment”.

3- INDUSTRIA TEXTIL: USO E CONTAMINACAO DA AGUA

Desde a revolucdo industrial, a industria téxtil sempre desempenhou um papel significativo
e se deslocou continuamente para paises produtores de baixo custo, onde também o controle € a
legislagdo ndo garantem a protegdo dos recursos naturais (Nimkar 2018). Representando uma das
maiores industrias mundiais, movimentando mais de um trilhdo de délares e empregando cerca de
um bilh&o de pessoas (Petreca et al. 2008), a industria téxtil ocupa a segunda posicao considerando-
se as questBes de poluicdo ambiental, perdendo apenas para a industria petrolifera (BBC 2017).
Estima-se que seja a atividade industrial que utilize mais agua, gerando efluentes altamente
poluentes (Bae & Freeman, 2007; Kant 2012).

Mais de 8.000 produtos quimicos diferentes sdo usados em téxteis. Avaliar o impacto desses
produtos quimicos na salde humana e no meio ambiente € uma pesquisa que envolve diferentes
areas do conhecimento como quimica, toxicologia classica e ambiental, bioquimica, fisiologia,
ecologia dentre outras. A populacédo global esta crescendo exponencialmente, de apenas 1 bilhdo

no ano de 1800 para mais de 7 bilhdes atualmente, e a previsdo é de 11 bilhdes na virada do século.
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Com um consumo per capita de téxteis e vestuario de 7 kg por pessoa por ano, estamos analisando
um consumo de mais de 49 bilhdes de quilos de produtos téxteis por ano e consequentemente uma
descarga proporcional de quimicos (Nimkar 2018).

Para se processar uma tonelada de tecido utiliza-se cerca de 230 a 270 toneladas de &gua,
gerando um efluente proporcional a essa quantidade (Mirjalili et al. 2011). A produgdo mundial
de tecidos atingiu 83 milhdes de toneladas em 2014 (EPA 2014).

A agua € um dos elementos basicos para as etapas de tingimento e alvejamento, as mais
contaminantes (Berlim 2015). O tingimento é fator crucial na producéo téxtil por garantir seu
sucesso comercial. Fazem parte das exigéncias do consumidor padronagem e beleza da cor,
bem como resisténcia do produto a luz, lavagem e transpiracao (Guaratini et al. 1999).

O processo de tingimento compreende trés estapas: montagem (transferéncia da solucéo
para a superficie da fibra), fixacdo (que pode ocorrer pela reacdo entre o corante e o tecido, pela
montagem do corante insolUvel na forma solubilizada ou pela alteracdo da fibra) e o tratamento
final (que consiste numa lavagem a quente com detergentes para retirar 0 excesso de corante
impedindo que a parcela ndo fixada ndo se solte na primeira lavagem ou até mesmo pelo suor
do consumidor) (Beltrame 2000).

A 4gua residual da inddstria téxtil com corantes e produtos intermediarios
apresentam intensa coloracdo do ponto de vista ambiental, a remocao da cor do efluente
proveniente do processo de tingimento é um dos grandes problemas do setor téxtil (Hao & Kim
2000; Albuquerque 2009). O langamento néo controlado destes efluentesdificulta a penetracao
de luz e consequentemente interfere na produtividade primaria, base da cadeia alimentar, tendo
consequéncias indesejaveis em toda a estrutura tréfica (Vautier et al. 2001; Albuquerque 2009).

Os corantes ndo sdo degradados no meio ambiente com facilidade, podendo permanecer
por um longo periodo no ecossistema (Saggioro 2014). Como em sua constituicdo molecular
ha a presenca de nitrogénio e carbono, persistindo em ambientes aquéticos, os corantes podem
causar eutrofizacdo, processo caracterizado pela ocorréncia de crescimento excessivo de algas
e plantas aquéticas devido ao excesso de nutrientes na agua (Zollinger 1991). A eutrofizacdo
das aguas tem provocado a deterioriacdo dos ecossistemas aquaticos e produzido impactos
ecologicos, econdémicos, sociais e de saude publica (Tundisi & Matsumura 2011).

Até mesmo em pequenas quantidade (1mg/L) alguns corantes podem interferir na
dindmica aquética (Albuquerque 2009). Franca, Estados Unidos e Alemanha sdo alguns dos
paises que possuem limites de valores para a coloracdo de efluentes porém cada pais utiliza
diferentes unidades e torna a comparacdo inviavel. Na Franca, uma amostra de efluente colorido
é diluida por um fator de 30, se ap0s a diluicdo ndo houver coloragéo visivel, o efluente esta

cumprindo com a norma enquanto que na Alemanha utlizam um metodologia denominada DFZ
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(DurchsichtsFarbZahl) que exprime valores maximos de absorvancia para trés comprimentos
de onda distintos do espectro de luz (Hessel et al. 2007).

No caso do Brasil, ainda ndo ha uma legislacao especifica que delimite padrdes de cor
para efluentes. Entretanto, no CONAMA 357 (2005), Artigos 15-111 e 16-1, entende-se que, na
auséncia de padrdes definidos, devem-se adotar os padrdes disponiveis para a classe em que 0s
corpos receptores estiverem enquadrados. Desta forma, para corpos hidricos de agua doce
classificados como Classes 2 e 3, o valor toleravel de cor real ou verdadeira utilizando-se da
escala platina-cobalto para avaliagdo de cor seria de até 75 mg Pt/L (CONAMA 2005).

No que se refere a cor e qualidade de &guas doces foram encontradas informacdes na
CONAMA 357 (2005).

O Artigo 16°, define que:

“Néo sera permitida a presenca de corantes provenientes de fontes antrépicas que ndo

sejam removiveis por processo de coagulacao, sedimentacéo e filtragdo convencionais”

Segundo CONAMA 430 (2011) que complementa a resolucdo CONAMA 357 (2005),

em seu artigo 18 relata que o efluente ndo deve provocar ou ter potencial para desencadear

efeitos tdxicos aos organismos aquéaticos do corpo que o recebe, e deve-se realizar ensaios

ecotoxicoldgicos com métodos padronizados, aceitos pelo 6rgdo ambiental, utilizando
organismos aquaticos de pelo menos dois niveis troficos diferentes.

O Art. 3° salienta que:

“Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados diretamente
nos corpos receptores apés o devido tratamento e desde que obedecam as condigdes,

padrdes e exigéncias dispostos nesta Resolugdo e em outras normas aplicaveis”.

Segundo Tundisi e Matsumura (2011), as diferentes atividades humanas representam
diferentes impactos econdémicos sobre os recursos hisdricos superficiais e subterraneos. A
recuperacdo da Aagua deve considerar 0s componentes econbémicos que envolvem a
infraestrutura socioecondmica, 0s custos de tratamento e o valor agregado que consiste em agua
de excelente qualidade que proporciona multiplas atividades. Outro aspecto a ser considerado
é que a visdo econdmica do Estado difere da visdo econdémica das comunidades locais quanto

aos recursos hidricos e suas aplicagoes.

Para limitar o impacto ambiental do processamento téxtil uma alternativa é investir em
estacOes de tratamento de efluentes altamente eficientes que ndo gerem residuos ou subprodutos

mais toxicos que os iniciais (Mirjalili et al. 2011).
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4 - CLASSIFICACOES E PROPRIEDADES DOS CORANTES TEXTEIS: ENFASE
PARA O INDIGO

Os corantes sdo utilizados para diversos fins em outras inddstrias mas € no setor téxtil que
dipdem-se da maior quantidade de corantes em seu processo de tingimento (Bafana et al. 2011).
A cor de um tecido desempenha um papel importante na decisao de compra de qualquer item
de vestuario, essa cor tem algum custo. E se estes custo interfere na disponibilidade de recursos
do planeta, é preciso repensar estratégias nas questdes relacionadas ao tingimento de tecidos
(Hussain & Wahab 2018).

Sdo denominados corantes os produtos que provocam modificagdes fisico-quimica no
substrato em que esta presente, de modo que a luz refletida provoque uma percepcao de cor.
Estas substancias sdo compostos organicos capazes de colorir téxteis, de forma que a cor seja
relativamente resistente (solida) & luz e a tratamentos Umidos. Os corantes sdo soluveis ou
dispersos no meio de aplicacdo (dgua). No tingimento, os corantes sao adsorvidos e se difundem
para o interior da fibra (Twardokus 2004).

Ha duas formas de classificacdo dos corantes téxteis: pela sua estrutura quimica ou pelo
modo como o corante se fixa a fibra (Zollinger 1991). A molécula do corante é composta pelo:
grupo cromoforo e a estrutura responsavel pela fixacdo a fibra (Kunz et al. 2002). Segundo a
estrutura quimica, que considera o croméforo para agrupar corantes téxteis com caracteristicas
semelhantes, é possivel classifica-los em: azo (que apresentam ampla variedade de cores e
resisténcia a exposicdo luminosa), antraquinonas (que apresentam um baixo indicador de
custo/beneficio), metalizados (melhoram resisténcia a lavagem e exposi¢do luminosa),
indigdide (dentro dessa classe de corantes que apresentam baixissima solubilidade o mais
importante é o indigo, famoso pela cor do Blue Jeans), fitalocianinas (que apresentam brilho
intenso), metina (nesta classe 0s principais representantes sdo os carotendides), di e
triarilmetina (que apresentam absorgdo intensa na regido do visivel), nitro e nitrosos
(dificilmente sdo empregados) e os corantes sulforosos (utilizados normalmente em fibra
celulésica) (Zanoni & Carneiro 2016).

De acordo com o uso e o método de aplicacdo, os corantes podem ser classificados
segundo a relacdo com o tipo de fibra que se fixara. Existem fibras naturais (algodao, sisal, 13,
linho, couro, seda), fibras artificiais representadas pela viscose e acetato, que resultam do
tratamento quimico da celulose e fibras sintéticas, como a poliamida e o poliéster, que provém

de materia prima da industria petroquimica (Zanoni & Carneiro 2016). Esta segunda forma de
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classificacdo que leva em conta o substrato em que se fixara divide os corantes em: reativos
(algodao, 13, seda e poliamida), diretos (algodao, viscose, seda e poliamida), azoicos (algodao,
viscose, acetato de celulose poliamida), dispersos (poliéster, acetato de celulose, acrilico e
poliamida), &cidos ou anibnicos (poliamida, 18, seda, couro e acrilico modificado), a tina
(algodao, viscose e 18), a cuba (algod&o e viscose), pré-metalizados (1a e couro), branqueadores
opticos (aplicados a todas as fibras) e catidnicos (13, seda, algodéo, couro e fibras acrilicas)

(Zollinger 1991). Informac6es relevantes sobre a classificacdo dos corantes, encontram-se na t

Tabela 1.

Tabela 1- Classificacdo de corante téxtil segundo método de aplicacéo.

Classe Principais Método de aplicacéo Cromoéforos Aspectos relevantes
substrato associados do tingimento
Reativos Algodao, 14, Sitios reativos do corante Azo, antraquinona, Alta  solubilidade,
seda e poliamida reagem com o0s grupos ftalocianina, resisténcia a
funcionais da fibra através formazana e oxazina lavagem; processos
de ligacdes covalentes sob de tingimento
influéncia do calor e pH. simples e cores
brilhantes
Diretos Algodao, Tingimento por adsorcdo Azo, diazo, Alta solubilidade;
viscose, seda e via interacBGes de Van der ftalocianina, alto rendimento do
poliamida Waals em banhos neutros oxazina, metalizados processo de
ou ligeiramente alcalinos e estilbenzeno tingimento;
contendo eletrolitos melhorado pelo uso
adicionais ou mordentes de eletrdlitos, pela
planaridade da
molécula ou dupla
ligacbes conjugadas
na estrutura do
corante.
Azoicos Algodéo, Corantes insoldveis em Azo Alto  padrdo de
viscose, acetato 4gua formados sobre os fixacdo; alta
de celulose e poros da fibra entre um resisténcia a luz e
poliéster agente de acoplamento umidade
solivel com afinidade
pela fibra e um sal de
diaz6nio também soltvel
Dispersos Poliéster, Tingimento sob a forma Azo, antraquinona, Custo baixo:
acetato de de fina dispersdo aquosa, nitrito, estirilico, praticamente
celulose, muitas vezes aplicada benzodifuranona insollvel em agua e
acrilico e com alta ndo ibnicos; ampla
poliamida temperatura/pressao gama de tonalidades;
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Acidos

anidnicos

Atina

A cuba

Pré-

metalizados

ou

Poliamida, 14,
seda, couro e
acrilico

modificado

Algodao,

viscose e la

Algoddo,

viscose

L&, couro

usualmente com auxilio
de agentes dispersantes ou
por processo de
termofixacédo

A fixacdo do corante a
fibra acontece em meio
neutro ou &cido através
dos sitios anidnicos do
corante com o0s sitios
catibnicos da fibra via
interacdo idnica, interagdo
de Van der Waals ou

pontes de hidrogénio

Insoliveis em agua sdo
reduzidos a forma leuco
solivel com ditionito de
sodio em meio alcalino.
Apos interacdo com fibra
sdo oxidados a forma
insolivel quando em
contato com ar fixando-se
a fibra.

Devido a falta de
solubilidade s&o reduzidos
a forma leuco com
ditionito de sodio em
banho alcalino com outros
agentes  (eletrdlitos e
sulfeto de hidrogénio ou
de s6dio). Apds interacdo
com fibra sdo oxidados a
forma insolivel quando
em contato com ar
fixando-se a mesma.

Possui pouca ou nenhuma
fibra,

afinidade com

Azo (inclusive azo
metalizado),
antraquinona,
trifenilmetano,
triarilmetano, azina,
xanteno, nitrito e

nitroso

Antraquinona,
indigoides e

tioindigoides

Estruturas

macromoleculares

com pontes de
polissulfeto

originadas apos
tionizagdo de

intermediarios
organicos contendo
grupos  nitrito e

amino.

Azo e antraquinona

resisténcia a
lavagem e luz;
apresentam

moléculas pequenas
Podem ser de 3 tipos:
apresentam-se como
corantes  anibnicos
portadores de 1 a 3
grupos sulfénicos e
por esta razdo
soliveis em agua e
que conferem a

carga negativa ao

corante; observa-se
semelhante  efeito
com grupos

carboxilicos, extensa

gama de colaragdo e

boa fixagédo
Conhecidos  como
corantes Vat; boa

fixagdo com cores
solidas porém baixa

resisténcia lavagem.

Insollveis em &gua;
fornecem tons preto,
verde oliva, azul
marinho e marrom;
baixo custo; boa
fixacdo e resisténcia
a lavagem, porém a
tintura gera residuos

téxicos

Cores diferenciadas

em funcdo do
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Brangueadores

Opticos

Catibnicos

Aplicado a
as fibras

L&,

todas

seda,

algoddo, couro e

fibras acr

ilicas.

Pouca afinidade

com

celuldsicas

fibras

porém se fixa a ela com
adicdo de um mordente,
produto quimico que se
combina com o corante e
a fibra. Os principais

mordentes modernos sdo

derivados de crémio,
como o dicromato.
Estes corantes sdo

aplicados na forma de
dispersdo ou suspensao.
As fibras téxteis sofrem

inicialmente  tratamento
para descoramento e
acabam assumindo
tonalidade amarelada,
necessitando de

tratamento com corantes
brancos ou fluorescentes
que neutralizam o tom
amarelo.

A fixacdo do corante a
fibra acontece através dos
sitios catibnicos
(positivos) do corante
com 0s sitios anidnicos
(negativos) da fibra via
interacdo idnica, interagdo
de van der Waals ou
pontes de hidrogénio. O
tingimento ocorre
empregando usualmente
acido acético que colabora
para a fixagdo do corante a
fibra e solubilidade em

agua.

Estilbenzenos,
coumarina,
naftalamida, pirazol,
moléculas com
grupos carboxilicos,
azometino ou
etilénicos aliados a
sistemas benénicos,
naftalénicos,
pirénicos e anéis
aromaticos

Polimetina, di e
triarilmetina,

antraquinona e azo

mordente; formacéo

de complexo
metalico;  rejeitos
toxicos

Estas fibras quando
expostas a radiacdo
uv

escuro;

brilham  no
estes
corantes provocam
reagOess alérgicas e

rejeitos toxicos.

O termo “corantes
basicos” ¢ também
usado para esta
classe pelo Colour
Index, embora
segundo
(1991), este termo

ndo esteja correto;

Zollinger

sao corantes sollveis
em agua; apresentam

vasta variedades de

cores;  apresentam
brilho; pouca
resisténcia a luz; boa
resisténcia a
umidade, bom
rendimento;  baixo
custo

Fonte: Zanoni e Yamanaka (2016)
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As diferentes formas de classificacdo dos corantes segundo seu modo de fixagédo
refletem nas diferentes perdas ao longo do processo industrial. Na Tabela 2, consta a
porcentagem de corante que acaba sendo eliminada no efluente por ndo se fixar a fibra durante

0 proceso de tingimento.

Tabela 2 - Percentual de corantes ndo fixados a fibra e descarregados no efluente

Classe de corante Fibra  Perda no efluente (%)

Acido Poliamida 7a20
Bésico Acrilica 2a3

Direto Algodao 5 a20
Disperso Poliéster 1a20
Complexo-metalico L& 2a5

Reativo Algodao 10a 50
Sulfuroso Algodao 10 a 40
Tina Algodao 5a20

Fonte: adaptado de Beltrame (2000).

Sendo um dos mais antigos produzidos, o indigo é um dos corantes mais utilizados na
industria téxtil, representa cerca de 3% da producao total de corantes e atualmente sua principal
aplicacdo industrial € no tingimento de roupas, destacando-se o “blue jeans” (Vautier et al.
2001).

O corante comercial sintético indigo Blue, tem férmula molecular Ci6H1002N; €
formula estrutural conforme Figura 1, reproduzindo o corante indigo natural obtido da
Indigofera tinctoria. Pertence a classificacdo indigoide (segundo sua estrutura quimica) e de
corantes a tina (de acordo com sua aplicacdo e substrato) (Zanoni & Carneiro 2016). A baixa
solubilidade do indigo explica-se pela existéncia de fortes forcas intermoleculares entre as
ligagBes de hidrogénio. A estrutura basica produtora de cor dos corantes indigoides € um
sistema cruzado conjugado ou H-cromdforo, consistindo de uma Unica ligagdo dupla -C = C-
substituida por dois grupos doadores de NH e dois grupos aceitadores de CO (Vautier et al.
2001). Em destaque na Figura 1 estd o grupo cromoforo que é a estrutura responsavel por

conferir cor.
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Figura 1 - Estrutura quimica do corante indigo Blue

Indigo Blue

Grupo cromaforo

Fonte: adaptado de Sigma Aldrich (2014).

O indigo sintético é obtido a partir da reacdo do o-nitrobenzaldeido e acetona em meio

alcalino pela reacdo exposta na Figura 2 (Mckee & Zanger 1991).

Figura2: Sintese corante indigo sintético
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Fonte: Albuquerque (2009)

Para o tingimento, o indigo precisa ser reduzido a sua forma leuco com a ajuda de um

solvente (caracteristica dos corantes a tina), industrialmente o diotinito de sédio é muito
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utilizado. O corante apds fixado a fibra sofre reoxidacgao e retorna a sua forma original insolUvel

conforme Figura 3 (Pascoal & Temilliose-filho 2005).

Figura 3 - Reducéo quimica do indigo com o ditionito de sodio
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Fonte: Albuquerque (2009)

Em organismos aquéticos o processo de bioacumulacdo pode ocorrer pela exposicdo a
sedimentos, agua ou biomagnificacdo por ingestdo de alimento (Azevedo & Chazin 2003). A
baixa solubilidade torna o corante mais propenso a apresentar ecotoxicidade em meio aquético,
pois 0s corantes menos sollveis tém mais chance de serem absorvidos por organismos e
entrarem para a cadeia alimentar sendo ingeridos diretamente (Klaassen et al. 2013 apud;
Zanoni & Yamanaka 2016). Ndo sendo metabolizadas, serdo armazenadas em depositos de
gordura ou em outros locais lipofilicos, como membranas de lipoproteinas. Esse
armazenamento de xenobi6ticos lipofilicos potencialmente tdxicos pode ser protetor a curto
prazo. A longo prazo, entretanto, a liberagdo do armazenamento pode ocorrer e causar efeitos
toxicos (Pekall et al. 2012).

Em contrapartida sobre a questdo de solubilidade também encontra-se na literatura a
informac&o de que quanto mais soltvel, maior biodisponibilidade o contaminante apresentara
e portanto maior potencial de toxicidade a comunidade aquética (Spacie et al. 1995 apud;
Zagatto & Bertoletti 2006). Para causarem efeitos adversos, 0s corantes necessitam ser
absorvidos, uma possivel abordagem para esta dualidade de informacéo € levar em conta a
forma de exposicdo. O poluente insollvel apresenta maior exposicdo por via de ingestdo
entrando diretamente na cadeia alimentar, enquanto que o soltvel estd em maior contato com a
membrana dos organismos agquaticos, no caso de peixes, por exemplo, ao passar pelas branquias
0 contaminante chega a corrente sanguinea.

Nas Fichas de Informacg6es de Seguranca de Produtos Quimicos encontradas para o
corantes indigo: Arinos (2005), Chemtrec (2008), Chemwatch (2012), observou-se uma
auséncia de dados para ecotoxicologia aquatica deste corante sintético. Para o corante indigo

sintético usado comercialmente, indigo Blue, foi encontrada na ficha de informacdes de
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seguranca da Sigma Aldrich (2014), informacdo de que para algas da espécie Desmodesmus
subispicatus o valor da concentragéo de efeito CE50 (72h) de 100 mg/L. Segundo Albuquerque
(2009), 100 mg/L é a concentracdo de corante indigo usualmente encontrado em efluentes
téxteis que utilizam o corante indigo.

Diante das escassas informacdes ecotoxicologicas sobre o corante indigo sintético e
sobre o obtido naturalmente, foi elaborada a Tabela 3 com dados referentes a ecotoxidade de
outros corantes classificados como corantes a tina. Observa-se que a relagdo de concentragédo

de efeito varia muito de um corante para outro, tornando-se importante o estudo especifico de

cada um.
Tabela 3 - Ecotoxicidade de outros corantes de uso téxtil da classificacdo a tina.

Disperse Antraquinona Selenastrum Inibicdo do CE50(96h)= Novotny et al.
Blue 3 capricornutum crescimento 0,5 (2006)
(2475-46-
9)
Remazol Antraquinona Selenastrum Inibicdo do CE50(96h)= Novotny et al.
Brilllhante capricornutum crescimento 81,1 (2006)
Blue (n.d.)
Vat Green | Vat Daphnia Imobilidade CE50(48h) = Luna et al
3 (3271- similis 6,9 (2014)
7o) Ceriodaphnia  Inibicdlo da CI50(7d)=0,5

dubia reprodugao

Raphidocelis Inibicdo do CI50(72h)=5,6

subcapitata crescimento

Fonte: Adaptado de Zanoni & Yamanaka 2016

Testes de toxicidade de corantes no geral com organismos de agua doce sdo

relativamente recentes, dados da literatura mais antigos denotam do estudo de Novotny et al.
(2006) que estudou corantes antraquinonas e corantes azo também utilizando diferentes
organismos-teste: bactéria, protozoario e algas. Os resultados demonstraram que 0 USO

comparativo de varios testes, que empregam varios organismos de diferentes complexidades
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bioldgicas € uma abordagem eficiente para avaliacdo da toxicidade geral de poluentes em
estudos de avaliacdo de risco. Dos métodos aplicados, o teste de algas que avalia a inibi¢do do
crescimento, foi 0 mais sensivel para avaliar a toxicidade dos corantes testados. As algas sdo
produtoras primérias na cadeia alimentar aquatica e qualquer alteracdo em sua comunidade
pode afetar a estrutura e a funcéo de todo o ecossistema aquatico (Masutti 2004) portanto nos
estudos com corantes nos ultimos doze anos o organismo teste escolhido preferencialmente para
estudos com diferentes corantes sao as algas, destacando-se: Pseudokirchneriella subcapitata,
Selenastrum capricornatum e Raphidocelis subcapitata (sendo o Gltimo a Gltima nomenclatura
a que atualmente que designa a mesma espécie dos nomes anteriores). Enquanto Novotny et
al. (2006) observou a inibi¢do do crecimento algal dos organismos expostos ao corante da classe
antraquinona, Ramazol Brilhante Blue, a uma concentracdo de 81,1 mg/L; o mesmo teste
realizado com o corante de classificagdo azo denominado Reactive Orange apresenta efeito
inibitorio a uma concentracdo dez vezes menor.

Outro organismo teste que aparece comumente em estudos com corante, sdo 0S
microcrustaceos. Quando aglomerados, os corantes menos sollveis podem ocasionar danos
fisicos afetando a capacidade de movimentacéo, habilidade essencial para captura de alimentos
na vida de microcrustaceos. Esses danos devem ser avaliados em paralelo aos possiveis
impactos causados por agentes quimicos (Zanoni & Yamanaka 2016).

Estudos com peixes s6 foram encontrados em uma referéncia, Liu et al. (2007) que expbs
adultos e embribes de Danio rerio ao corante da industria de tinturas de cabelo (HC Orange 1),
obtendo valores distinto de efeito quando utilizando 0 mesmo organismo em fases de vida
diferente. Por exemplo, na fase embrionéaria apresentando ovos coagulado na concentracdo de
0,57 mg/L enquanto gque o parametro de mortalidade para adulto num teste agudo de exposicédo
por 96hs apresentou concentracdo de letalidade igual a 4,04 mg/L. A espécie D. rerio é um
modelo atrativo tanto para o estudo de toxicidade para humanos como para 0 meio ambiente,
de desenvolvimento e manipulacéo facil em laboratdrio e transparéncia embrionaria (Scholz et
al. 2008).

Diante da diversidade de concentragdes que 0s corantes representam em termos de risco
a biota, faz-se necessaria avaliagdo de risco ecotoxicologico especifico para cada corante dentre
0s mais utilizados na industria téxtil. N&do podendo-se agrupar corantes pertencentes a mesma
classificacdo a um mesmo risco, tendo como exemplo as diferentes concentracdes de efeito de
corantes a tina da Tabela 3, que diferem nas respostas do teste com a alga da mesma espécie.
Salienta-se também a importancia de considerar a espécie do organismo-teste na fase de vida

com maior sensibilidade para garantir a protecdo de uma ampla gama de organismos no
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ambiente natural. A avaliacdo de risco gera dados que direcionem a tomada de decisGes tanto
por 6rgaos regulamentadores competentes de protecdo ambiental como por gestores industrias

a garantirem processos produtivos mais sustentaveis.

Para maior avaliagio ecotoxicoldgica do corante indigo Blue faz-se necessario testes com
diferentes organismos e em diferentes estagios de vida, visando assim a protecdo das espéecies

aquaticas mais sensiveis.

5 — INOVACOES TECNOLOGICAS PARA O TRATAMENTO DE EFLUENTES
CONTENDO INDIGO

A disponibilidade adequada de agua limpa para beber, saneamento e uso industrial € um
dos maiores desafios do seculo XXI. O rapido aumento da populacéo global e a industrializacdo
sobrecarregaram nossos recursos naturais e colocaram enormes desafios a0 nosso ecossistema
(Dobilaite et al. 2017).

Por conter uma diversidade grande de substancias, é dificil estabelecer qual o tratamento
mais adequado para os efluentes da industria téxtil, pois é necessario estudar a viabilidade para
cada caso. Os tratamentos mais utilizados no Brasil sdo os primarios e secundarios, que
englobam tratamentos fisico, quimico e bioldgico por lodo ativado. Por representarem maiores
custos, os tratamentos terciarios e avancados ndo sdo muito utilizados (Peres & Abrahdo 1998).

A Tabela 4 caracteriza os tipos processos de tratamento.



30

Tabela 4 - Processos de tratamento de efluentes

Tipo de _ .
Tratamento Operacéo Unitaria
processo
Equalizacéo
- Gradeamento
Fisico L ) B
o Clarificacdo/sedimentagéo
Primario 5
Flotacao
. Neutralizacdo
Quimico 3 . 3
Coagulacao/Sedimentacédo
Lodos ativados
. Biolégico  Filtros Bioldgicos
Secundério R
Lagoas de estabilizacao
Fisico/Quimico Carvao ativado
Coagulacao/Precipitagdo
Quimico Ozonizagéao
o Cloragéo
Terciario o 3
Clarificacéo (carvao
Fisico ativado)
Ultrafiltracéo
. Osmose reversa
Avancado Fisico

Evaporacéo

Fonte: adaptado de Peres e Abrah&o (1998).

As principais técnicas disponiveis na literatura para descoloracao das aguas de rejeito
envolvem principalmente processos de adsorcdo, precipitacdo, degradacdo quimica,
eletroquimica, fotoquimica e biodegradacdo (Guaratini & Zanoni 1999).

Os corantes téxteis tém grande persisténcia no ambiente, e 0s métodos de eliminagao
tradicionais ndo sdo suficientes porque as reagcdes quimicas envolvidas podem gerar produtos
secundarios altamente toxicos (Mansilla et al. 2012). Foi o observado por Luna et al. (2014)
apos tratamento do corante Vat Green 3, citado na Tabela 3 que reune informag6es de corantes
de mesma classificagdo do corante indigo, quando 0s processos oxidativos avangados

apresentaram subprodutos mais toxicos.
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Tabela 5 - Principais métodos nao bioldgicos para tratamento de efluentes

Métodos néo bioldgicos

Reagente Fenton

Ozonizagao

Foquimico (Reagdo de

oxidagdo com NaOClI)

Destruicéo eletroquimica
(Reacéo de oxidacgdo usando

eletricidade)

Carvao ativado

Filtracdo por membrana

Vantagem

Efetiva descoloracdo de corantes

soltveis e insollveis

Aplicado no estado gasoso sem

alterar o volume do efluente

N&o producéo de lodo e
aceleracao de quebra da ligacéo

azo

Compostos formados ndo sdo

perigosos

Boa remocao de todos os tipos

de corantes

Remocéo de todos os tipos de

Desvantagem

Geracdo de lodo

Baixo tempo de vida (20
minutos)

Formagdo de aminas

aromaticas

Alto custo de eletricidade

Muito caro

Concentrada producéo de iodo

corantes

Resina de troca idnica Né&o héa perda de resina Né&o efetivo para todos 0s

corantes

Coagulacdo eletrocinética Viavel economicamente Alta producéo de lodo

Fonte: adaptado de Saggioro (2014)

Dentre as opcOes de tratamento de efluente téxtil, o processos bioldgico, representado
pelo sistema de lodos ativados é um dos mais utlilizados. Neste processo, ocorre a agitacdo dos
efluentes na presenca de microorganismos e ar, durante o tempo necessario para metabolizar e
flocular uma grande parte da matéria organica. A desvantagem é que ocorre a geracao de grande
volume de lodo e a efetividade do processo fica a mercé da composicao do efluente (Kunz et
al. 2002).

Dentre os processos alternativos de tratamento que vém sendo utilizados para o
tratamento de aguas residuais de processos de tingimento ha a biorremediacéo, utilizando-se,

normalmente, 0s microorganismos representados por fungos e bactérias para remocao da cor
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(Tastan et al. 2010). Segundo Quintero e Cardona (2009), o tratamento por biorremediacéo
apresenta elevada capacidade de remocdo de corantes téxteis e sdo necessarios mais estudos
para avaliar fatores econémicos e otimizacao do processo em grande escala.

Para o corante indigo sintético, uma revisdo bibliografica dos tratamentos estudados

recentemente e suas taxas de remocao encontram-se na Tabela 6 abaixo.

Tabela 6 - Métodos de tratamentos e quantidade (%) descolorida retirada de corante indigo

Meétodo de tratamento % de remocao fonte
Fotodegradacao catalitica com 100 Vautier et al. (2011)
TiO2
Eletrocoagulacao 83,77 Hendaoui et al. (2018)
Degradagéo com a levedura 99,97 Bankoli et al. (2017)

Diutina rugosa

Adsorcao com biomaterial 50 Zhu et al. (2016)
integrado de
sodiocarboximetilcelulose e

quitosana

Biodegradacéo por 91 Dellamatrice et al. (2017)

Cyanobactéria

Tratamento eletroquimico com 90 Camesselle et. al(2005)
adicédo de NaCl

Filtragdo por membrana 98 Buscio (2014)
Reatores com culturas de 85/90 Manu (2002)
bactérias

Biorremediagdo com fungo Balan & Monteiro (2001)
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Phellinus gilvus; 100;
Pleurotus sajor-caju; 94,
Pycnoporus sanquinus; 91,
Phanerochaete chrysosporium 75
Coagulagdo com aguas 91 Albuquerque (2009)

residuais de salinas

Fonte:Autoria propria.

Apesar dos tratamentos de fotodegradacdo catalitica com TiO», degradacdo com a
levedura Diutina rugosa, adsorcdo com biomaterial integrado de sddiocarboximetilcelulose e
quitosana, tratamento eletroquimico com adicdo de NaCl, coagula¢do com aguas residuais de
salinas filtragdo por membrana e biorremediacdo com fungos da Tabela 6 apresentarem
eficiéncia maior que 90% em relacdo a remocdo da cor, ndo ha recorréncia de analise
ecotoxicoldgica para avaliar se os subprodutos gerado nos tratamentos de indigo asseguram
oque a legislacdo brasileira segundo Artigo 18 da CONAMA 430 (2011) exige para garantir a
protecdo da vida aquatica. Apenas no estudo de biodegracdo que utiliza-se da cianobactéria
Phormidium autumnale foram conduzidos testes que constataram além da remocdo quimica
(reducéo de 91% da coloragéo) a auséncia da toxicidade.

Os compostos tdxicos surgem como intermediarios quando ocorre a degradacdo dos
corantes. Isso ocorre devido a quebra do grupo cromoforo do corante que leva a formacéo de
um composto normalmente mais toxico que o original (Rodrigues 2013). Portanto além da
remocao quimica e essencial a avaliacdo ecotoxicoldgica dos tratamentos sugeridos. Dentre 0s
tratamentos apresentados nos trabalhos da Tabela 6 apenas Dellamatrice et al. (2017) conduziu
testes para avaliagBes toxicoldgicas utilizando os organismos Hydra attenuata, a alga
Selenastrum capricornatum e sementes de alface demonstrando que o tratamento com a
cianobactéria Phormidium autumnale é capaz de remover a coloragdo e ndo provocar

toxicidade.

Balan & Monteiro (2001) utilizaram uma variedade de fungos para avaliar a remogéo

da cor sem vincular o estudo a uma analise ecotoxicologica para avaliar a agdo enzimatica que
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cada fungo produziu. Dessa maneira ndo é possivel afirmar que o tratamento com maior
percentual é o de maior sucesso em termos de protecdo da vida aquatica, ao considerar apenas
a reducdo da coloracdo. Efluentes podem manter-se tdxicos mesmo cumprindo condicdes
quimicas pré-estabelecidas por legislagdes que estabelecam pardmetros de descarte
relacionados a cor. Bioensaios tem a vantagem de apresentarem o impacto total do poluente
expondo organismos vivos ao efeito total de fatores (Sponza 2006).

Zanoni e Yamanaka (2016) destacaram que muitas vezes a descoloracdo em si ocorre por
conta de degradagdes parciais que podem ser até mais danosas que o corante original. Métodos
de deteccdo de cor em efluentes devem ser apenas uma pré caracterizagdo para que na sequéncia
sejam avaliados efeitos biologicos como indicadores de toxicidade. Sdo efeitos significantes:
alteracdes no crescimento e reproducdo, letalidade, modificacbes comportamentais e
fisiolOgicas e histoldgicas, alteracGes bioquimicas, genéticas ou teratogénicas.

A condicdo ideal de tratamento € aquela na qual ha completa oxidacdo dos compostos
organicos, o que significa sua conversdo em agua, didéxido de carbono e ions, mas é essencial
avaliar se a degradacao derivou produtos mais toxicos que o inicial (Legrini et al. 1993). Nessa
vertente a ecotoxicologia auxilia na classificacdo da qualidade da &gua, mensuracdo do grau
de pericoulosidade dos contaminantes para 0 organismo e para o ambiente, indicar padrdes para
regulamentacdo, diagnosticar e prognosticar os efeitos dos contaminantes no ambiente (Costa
et al. 2008).
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6 — CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a revisio apresentada, observa-se que o corante indigo Blue apresenta-
se no ambiente aquatico como potencial risco ecotoxicoldgico. A partir da concentracdo 100
mg/L, concentracdo também citada pela literatura como a comum em efluentes que contém
indigo, é evidente para os organismos Desmodesmus subspicatus a toxidade devido a reducao
no crescimento algal. Por sua caracteristica de persisténcia no ambiente apresenta-se como
potencial problemaética para organismos de outros niveis troficos, sendo necessarios testes

ecotoxicoldgicos complementares.

Ndo h& na literatura uma base de dados solida associando analise quimica e
ecotoxicoldgicas pos tratamento do corante para gerar uma concentracdo segura de exposicao
dos organismos e elencar os tratamentos mais adequados em termos de seguranca ambiental.
Destaca-se também que a questdo da presenca de cor em efluentes é avaliada por diferentes
metodologias em cada pais inviabilizando uma normatizacéo de descarte baseada apenas na
remocao da cor. Nesse sentido trabalhos com analise de risco do corante indigo Blue antes e
apos tratamentos utilizando-se da ecotoxicologia como ferramenta para assegurar a protecdo
da vida aquatica devem ser encorajados, garantindo a melhor via de recuperacdo dos recursos

hidricos utilizados nos processos industriais.
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CAPITULO 2: EFEITOS TOXICOS DOS CORANTES INDIGO

SINTETICO E NATURAL SOBRE O CRESCIMENTO DE
RAPHIDOCELIS SUBCAPITATA

RESUMO

A industria téxtil produz quantidades significativas de efluente, sendo os corantes, 0s principais
poluentes visiveis. Diante do potencial poluidor do corante sintético indigo (amplamente
utilizado para tingimento do “jeans’), foram realizados ensaios com a microalga R. subcapitata.
O corante sintético indigo Blue (pureza 95%) e o corante indigo Natural, obtido da planta
Indigofera tinctdria produzido na india, foram utilizados neste estudo na concentracéo de 100
mg/L. Os testes foram realizados em triplicata, o teste crénico foi conduzido dentro de
incubadora com fotoperiodo e temperatura controlados. Foram retiradas duas amostras ao longo
do experimento, uma apds 72hs e outra apds 96hs de cada réplica. A contagem de células algais
foi feita com a cdmera de Fuchs Rosenthal em microscépio de luz e a anélise estatistica utilizada
foi KruskalWallis (software Biostat 5.0), comparando-se o numero de células obtida na
condicdo controle, com aquelas expostas aos corantes. Os indculos expostos aos

contaminantes, n&o apresentaram inibi¢do de crescimento em relagdo ao grupo controle.

Palavras-chave: inibicdo de crescimento, algas, indigo blue, Indigofera tinctoria.
1- INTRODUCAO

As algas, como produtores primarios, sdo importantes como indicadores bioldgicos, pois
qualquer reposta que destoe da dindmica de sua comunidade pode interferir nos niveis troficos
superiores (COSTA et al.,, 2008). A Raphidocelis subcapitata ¢ uma alga unicelular de
pigmentacdo verde, ndo flagelada amplamente utilizada em estudos de toxicidade por ser
considerada de facil cultivo e apresentar rapido crescimento (HOFFMAN et al., 1995).

O setor téxtil langa quantidades significativas de poluentes toxicos no meio ambiente,
comprometendo a satude ambiental e humana (ZAMORA et al., 2002). Para se processar uma
tonelada de tecido, utiliza-se cerca de 230 - 270 toneladas de &gua, gerando um efluente
proporcional a essa quantidade (MIRJALILI et al., 2011).

Dentre 0s corantes téxteis, o indigo tem sua aplicacdo mais expressiva na industria do jeans

conferindo a famosa cor azul ao tecido, sendo amplamente difundido no setor téxtil (GUARATINI



44

& ZANONI, 2000; ZANONI & YAMANAKA, 2016). Para o tingimento, o indigo precisa ser
reduzido a sua forma leuco com a ajuda de um solvente (caracteristica dos corantes a tina),
Industrialmente o diotinito de sédio € muito utilizado. Apds fixada a fibra o corante sofre
reoxidacdo e retorna a sua forma original, insoltvel (PASCOAL & TEMILLIOSE-FILHO, 2005).
Com a industrializacdo e a descoberta da forma de producéo sintética de indigo pelo alem&o Adolf
von Bayer, a empresa BASF viabilizou por volta de 1897 a producéo de indigo sintético a precos
mais baixos que era fabricado naturalmente a partir da planta Indigofera tinctoria (LIMA &
FERREIRA, 2001). Segundo Quitero e Cardona (2009) a producédo de indigo sintético chega a
17000 toneladas.

Para o indigo Blue foi encontrado sobre ecotoxicidade, na ficha de informagdes de
seguranca da SIGMA ALDRICH (2014), a informacdo de que para algas clorficeas da espécie
Desmodesmus subspicatus o valor de concentracdo de efeito, a CES5O0, referente a 100mg/L.
Segundo Albuquerque (2009), 100mg/L é a concentracdo do corante indigo encontrado
usualmente em efluentes téxteis

Um dos organismos mais utilizados para testes de ecotoxidade de corantes sdo as algas verdes,
em especial: Raphidocelis subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata e Selenastrum
capricornutum, nomes que designam a mesma espécie, frequentes em diversos estudos como
bioindicador para analises ecotoxicoldgicas (KRIENITZ et al., 2011).

Diante do exposto este capitulo tem como objetivo avaliar o efeito tdxico provocado no
crescimento da R. subcapitata quando exposta em teste cronico ao corante sintético indigo Blue e
ao corante indigo Natural, obtido da planta Indigofera tinctoria, sob exposi¢&o cronica.

2-METODOLOGIA

2.1 - Cultivo do organismo teste

O cultivo da microalga R. subcapitata foi realizado segundo condic¢Ges descritas na norma
ABNT 12648 (2018), no Laboratorio de Toxicologia e Histologia (LATHIS) da UNESP Instituto
de Ciéncia e Tecnologia Campus Sorocaba (ICTS-UNESP). A amostra de R. subcapitata foi doada
pelo laboratério de Microbiologia e Micropropagagdo - GEA UNESP Sorocaba. Utilizou-se o
meio de cultura liquido do tipo L.C. Oligo para cultivo, preparado a partir de 7 solu¢des contendo
nutrientes selecionados para o desenvolvimento das algas. Na Tabela 1 encontram-se as solugcfes

necessarias para preparo de 1 litro de Meio de Cultura L. C. Oligo.
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Tabela 1 — Meio de Cultura L. C. Oligo

Solugdo Volume (mL Reagente Quantidade (g Preparo
1 1 Ca(NOs)2. 4H20 4,0 Dissolver e completar para 100ml
com &gua processada
2 1 KNOs3 10,0 Dissolver e completar para 100ml
com agua processada
3 1 MgS04.7H20 3,0 Dissolver e completar para 100ml
com agua processada
4 1 K2HPO4 4,0 Dissolver e completar para 100ml
com &gua processada
5 0,5 CuS04.5H20 0,03 Dissolver e completar para 1000ml
(NH4)6M07024.4H20 0,06 com &gua processada
ZnS04.7H20 0,06
CoCl2.6H20 0,06
Mn(NOs)2.4H20 0,06
CsHsO7 0,06
HsBO3 0,06
6 0,5 CsHsFeO7.5H20 1,625 Dissolver e completar para 1000ml
FeCls.6H20 0,625 com &gua processada
FeSO4. 7TH20 0,625
7 1 NaHCOs3 15,0 Dissolver e completar para 1000ml

com agua processada

Fonte: Adaptado de ABNT NBR 12648 (2018)

O meio L. C. Oligo foi preparado em um baldo volumétrico de 1 Litro, a solu¢cdo foi mantida
em agitacao magnética por cerca de 1 hora com o auxilio da barra magnética. O pH € ajustado para
manter-se entre 6,0 e 8,0 utilizando-se acido cloridrico (HCI 0,1M). O meio é disposto em
erlenmayers de 100 ml, os quais sdo em seguida autoclavados a uma temperatura de 121 °C por
15 minutos ao atingir esta temperatura e, apds resfriamento 0 repique para a maximizacdo da
cultura é realizado. Esse procedimento é repetido semanalmente. A cultura é armazenada em
incubadora e sdo mantidas em fotoperiodo de 12h, a 23°C+2 e agitadas manualmente uma vez ao

dia para garantir aeracgéo.
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2.2 - Ensaio de toxicidade

O teste de sensibilidade foi realizado previamente no laboratério Microbiologia e
Micropropagacdo — GEA UNESP que, na sequéncia doou as algas para este estudo. Portanto néo
foi necessario realizar novo teste de sensibilidade para este experimento.

Uma semana antes do teste cronico, foi preparada a pré-cultura segundo recomendacdes da
NBR 12648 (2018). Apos sete dias de crescimento, centrifugou-se a pré cultura para retirada do
sobrenadante e concentracdo de células. Foi utilizada uma Camera de Uthermol e um microscopio
invertido para contagem de células em suspensdo apos centrifugacdo. Para evitar contaminacao,
todo o procedimento para preparo do indculo foi realizado em ambiente higienizado e esterilizado,

dentro de camera com fluxo laminar.

A quantidade de in6culo do organismo teste R. subcapitata foi calculado através da

Equacéo 1.
Equacéo 1 — Determinagdo de volume algal para inoculo do teste.
., _Vfxci
Vi= — @
Onde:

“Vi” € o volume do inoculo, expresso em mililitros (mL);
“Vf” ¢ o volume final da solugdo-teste, expresso em mililitros (mL);
“Ci” ¢ a concentragdo inicial no recepiente-teste, expressa em celulas/mL;

“N”¢ o numero de células da suspensao, expressa em células/mL

Os ensaios com a microalga R. subcapitata foram efetuados utilizando-se a concentragao
de 100mg/L, tanto para o corante sintético indigo Blue (pureza 95%, adquirido da empresa Sigma
Aldrich®) quanto para o corante indigo Natural obtido da planta Indigofera tinctoria produzido
na India (doado pela empresa de tingimento natural Ai Ginska®). Em erlenmeyers (de 100mL)
devidamente descontaminados e previamente esterilizados, foram inseridos 50 mL de meio de
cultivo L. C. Oligo. Cada tratamento foi feito em triplicata sendo: controle (apenas meio de

cultivo), contaminado com indigo Blue (5mg do corante homogeneizado com o meio de cultivo,
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para obter-se a concentragdo equivalente a 100mg/L) e contaminado com indigo Natural (5mg do
corante homogeneizado com o meio de cultivo para obter-se a concentracdo equivalente a
100mg/L). Os frascos foram autoclavados e esfriaram em camara de fluxo laminar com luz UV
ligado por 45 minutos. O indculo entre 0,1 e 1,0 mL, foi calculado através da ja citada Equacéo 1.

As amostras foram mantidas sob agitacéo e luz (superior a 4500 lux) constante em mesa
agitadora com controle de agitacdo e temperatura, procedendo-se com troca de posi¢cdes dos
recipientes teste de maneira aleatoria a cada 24 horas conforme recomendaces da ABNT NBR
12648 (2018). Foram retiradas amostras de cada réplica apds 72hs e ap6s 96hs, as quais foram

fixadas em lugol para posterior contagem.

2.3 - Quantificacao

A cémara de Fuchs Rosenthal possui 16 quadrados de 1,0 mm ( area de 1,0 milimetro
quadrado), cada quadrado possui 16 subdivisdes menores, sendo um total de 256 quadrados. A
camara possui 0.2 mm de profundidade e volume total de 3.2 milimetros ctbicos. Foram contados

10 quadrados (dos menores) para cada réplica.

2.4 - Anélise estatistica

Aos valores de contagem obtidos foram analisados estatisticamente através do software
Bioestat 5.0 (Ayres, 2007), verificando-se através da analise de variancia de Kruskal Wallis,

diferenca significativa entre os tratamentos (valor p) para identificacdo de toxicidade.
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3- RESULTADOS

O valor obtido de p, quando comparado, as réplicas do controle com as do indigo Blue e do
indigo Natural, foi de 0,1133, o que indica ndo significancia nos resultados obtidos nos diferentes
tratamentos. Aplicada separadamente a estatistica de analise de variancia os valores de p foram:
0,1017 (avaliando controle com tratamento de indigo Blue); 0,3679 (avaliando controle é indigo
Natural), também indicando ndo significancia. Na Tabela 2, seguem as médias de concentracdo

algal de cada tratamento.

Tabela 2 - Resultados ensaio de toxicidade ap6s 72hs

Controle 1352800
indigo Blue 1628800
indigo Natural 1292800

Fonte: Autoria propria

Os resultados pds 96hs estdo apresentados na Tabela 3. Neste caso para a analise estatistica
de KruskalWallis entre os dados dos 3 tratamentos, obteve-se p=0,0390. Mas quando analisados
separadamente Controle e indigo Blue apresentam p=0.1017, controle e indigo Natural p=0,1017,

indigo Blue e indigo Natural p=0,1561.

Tabela 3 - Resultados ensaio de toxicidade ap6s 96hs

Controle 1881600
indigo Blue 1828800
Indigo Natural 3031200

Fonte: Autoria propria

O ensaio mostrou que a presenca dos corantes, na concentracdo de 100mg/L, tanto sintético

como natural ndo inibiram o crescimento do organismo-teste R. subcapitata.
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4 - DISCUSSAO

Os tratamentos nao apresentaram variagéo significativa em relacdo ao controle mostrando
que na concentracdo deste trabalho, os contaminantes em estudo ndo provocaram toxicidade ao
organismo R. Subcapitata. Na Ficha de Seguranga do Produto Quimico (FISPQ) da SIGMA
ALDRICH (2014) do corante sintético, Indigo Blue, utilizado para o presente estudo, o Ginico valor
de concentracdo de efeito para se ter uma referéncia foi de 100mg /L porém para outra espécie,
Desmodesmus subspicatus. Organismos diferentes possuem respostas e sensibilidades diferentes
quando expostos a mesmos contaminantes. Diante da escassez de informagOes para o corante
indigo foram procurados estudos com o organismo-teste R. subcapitata exposto a outros corantes
de utilizacéo téxtil. Destaca-se que maioria dos organismos utilizados em testes com corantes até
0 presente momento foram foram os microcrustaceos da classe Cladocera e as algas verdes
(VACCHI, 2016), que tiveram sua nomenclatura alterada recentemente, sendo que Selenastrum
capricornutum, Pseudokirchneriella subcapitata e Raphidocelis subcapitata representam a mesma
especie (KRIENITZ et al., 2011).

Cada corante, independente de sua classificacdo, provoca em diferentes espécies respostas
diferente aos bioensaios, portanto cada caso deve ser avaliado separadamente. Novotny et al.
(2008) e Luna et al. (2014) realizaram estudos com corantes téxteis utilizando o organismo R.

subcapitata, a Tabela 4 apresenta os valores que promoveram inibicdo de crescimento nos ensaios.
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Tabela 4 - Inibicdo de crescimento de R. subcapitata exposta a corantes téxteis

Corante Classe quimica Resultado Referéncia
(mg/L)

Presente estudo com indigoide CI150(96h) > 100 MOREIRA, 2019

indigo Blue

Presente estudo com indigoide CI150(96h) > 100 MOREIRA 2019

indigo Natural
(planta Indigofera tinctoria)

Acid Orange 7 Az0 CI50(72h) => 100 LUNA etal., 2014
Direct Red 28 Azo0 CE50(96h) = 4,8 NOVOTNY et al., 2008
Disperse Blue 3 Antraguinona CE50(96h) = 0,5 NOVOTNY al., 2008
Reactive Black 5 Az0 CI50(72h)= 29 LUNA etal., 2014
Reactive Orange Azo0 CE50(96h) = 7,8 NOVOTNY al., 2008
Remazol Brilliant Blue Antragquinona CE50(96h) = 81,1 NOVOTNYt al., 2008
Vat Green 3 Vat CI50(72h)=5,6 LUNA et al., 2014

Fonte: Autoria prépria

Na Tabela 4 observa-se que maioria dos corantes pertence a classificacdo Azo, mas a
concentracdo que inibe o crecimento para cada corante é diferente quando utilizado o mesmo
organismo teste. Por exemplo, o corante O Direct Red 28 e 0 Acid Orange mesmos pertencendo a
mesma classificacdo de corantes apresentam concentracdo de efeito diferentes. O Direct Red 28,
numa concentracdo de apenas 24,8 mg/L ja induz a inibi¢do do crescimento de R. subcapitata
enquanto que o corante Acid Orange, da mesma classe quimica, precisa estar numa concentracéo
maior que 100mg/L para inibir o crescimento. Portanto ndo é possivel generalizar uma
concentracdo segura levando-se em conta apenas a classe a qual um corante pertence, pois cada
corante independente da sua classificacdo trard respostas especificas em testes de toxicidade.

Também ndo € possivel relacionar a cor do corante ao efeito,visto que o azul Remazol Brilhante
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Blue a uma concentracéo de 81,1mg/L inibe o crescimento, o corante indigo Blue, também azul,
na concentracdo de 100mg/L nao provoca esta inibicdo de crescimento para a alga da mesma
espécie conforme observado neste estudo.

H& estudos recentes que indicam a capacidade da alga R. subcapitata em remover
contaminantes organicos. Foi relatado por Chan et al. (2010) o potencial desta alga para remover
e degradar o fenantreno e o fluoranteno. Em estudo recente de Liu et al. (2018) verificou-se o
potencial desta espécie para a remocdo de estrogénio. Diante de resultados positivos a outros
contaminantes a espécie d R. subcapitata por ndo apresentar toxicidade quando exposta aos
corantes Indigo Blue e indigo Natural (para concentragdo de 100mg/L), pode ser em futuros
estudos analisada sob a Otica do potencial biorremediador.

Observa-se que algas tem sido usadas para a remocéo de cor em efluentes, 0 mecanismo
envolve biosorcdo e bioconversdo. Nos ultimos anos a utilizacdo de microalgas para
biorremediagéo atraem o interesse de pesquisadores, bem como pelo seu potencial de biomassa
para producdo de energia (HUANG et al., 2010). A biossorcao pode ser utilizada para remocéo
de corantes por meio de biomassa de algas, leveduras, fungos filamentosos e bactérias. Os
tratamentos bioldgicos apresentam grande interesse por representarem uma solucdo de custo
mais acessivel (ROBINSON et al., 2001).

5- CONCLUSAO

Nos ensaios com R. subcapitata expostas aos contaminantes indigo Blue como ao indigo
Natural, ndo houve inibi¢do na concentracdo de 100mg/L. Portanto, os corantes ndo foram toxicos

a alga na concentracgdo e para o endpoint estudados.
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CAPITULO 3: EFEITOS TOXICOS DOS CORANTES INDIGO

SINTETICO E INDIGO NATURAL SOBRE A REPRODUCAO DE
DANIO RERIO.

RESUMO

Dentre os corantes téxteis, o indigo tem sua aplicacdo mais expressiva na industria do jeans, sendo
amplamente difundido no setor téxtil. O corante sintético indigo Blue (pureza 95%) e o corante
indigo Natural obtido da planta Indigofera tinctoria foram estudados na concentracio de 100
mg/L expondo-se o organismo-teste D. rerio objetivando-se comprender se ambos corantes
oferecem risco a fauna aquética. Diante da importancia da reproducdo para a manutencdo das
espécies, testes cronicos foram realizados com fémeas e machos adultos de D. rerio, para cada
tratamento foram expostas duas réplicas contendo duas fémeas cada e duas réplicas contendo
quatro machos cada, ao final do vigésimo dia deste estudo foi realizada reproducédo para avaliacao
dos endpoints (nimero de ovos, viabilidade dos mesmos e sobrevivéncia de larvas) ap6s exposicao
aos contaminantes, e ap6s mais 21 dias em contato com agua limpa os mesmos organimos foram
submetidos a nova reproducdo para avaliacdo do potencial de recuperacéo bioldgica analisando-
se 0s mesmos parametros. Para analise do biomarcador histoldgico gbnadas de machos e fémeas
foram utilizados quatro réplicas por sexo em cada tratamento (duas réplicas foram sacrificadas no
vigésimo primeiro dia, e duas réplicas de cada tratamento seguiram por periodo de mais 21 dias
apenas em agua de cultivo). Os endpoints do experimento de reproducdo foram analisados
estatisticamente com o Teste do Qui quadrado e indicaram toxicidade para a exposi¢do tanto ao
corante sintético como ao natural. Andlises histologicas de gbnada feminina mostraram
predominancia de fases avancadas de maturacéo tanto para os organismos expostos ao indigo Blue
como aos expostos ao Indigo Natural. No caso das génadas masculinas ndo foram observadas
alteracdes significativas aos organismos expostos ao indigo Natural, mas nos organismos expostos
ao Indigo Blue ha predominio de espermatozoides. Observou-se potencial para recuperagio
bioldgica tanto nas respostas imediatas a reprodugdo como nas analises histoldgicas. Conclui-se
gue ambos o0s corantes apresentaram ecotoxicidade crbnica ao observar-se 0s aspectos
reprodutivos da espécie e em condicdes livre de exposicdo, 0s organismos apresentam potencial

de recuperacéo biologica.

Palavras-chave: Indigofera tinctoria, indigo Blue, zebrafish, génadas, histologia, recuperagio

biologica.
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1 - INTRODUCAO

Estudos ecotoxicoldgicos tém demonstrado que a exposi¢do dos organismos aquaticos aos
diferentes tipos de efluentes industriais apresenta potencial para desencadear efeitos agudos e
crénicos, e portanto, devem ser estudados e processados para que, uma vez lancados no ambiente,
sejam seguros para a protecdo da vida aquatica. Nesse aspecto, 0s bioensaios sao recomendados
para avaliagédo de efluentes pois refletem o impacto real de poluentes em mistura aos organismos
expostos (RODRIGUEZ et al., 2006).

O setor téxtil lanca quantidades significativas de poluentes toxicos no meio ambiente,
comprometendo a salde ambiental e humana (ZAMORA et al., 2002). Dentre os corantes
téxteis, o indigo € muito utilizado e tem sua aplicacdo mais expressiva na industria do jeans,
conferindo a cor azul ao tecido, e sendo amplamente difundido no setor téxtil (GUARATINI &
ZANONI, 2000; ZANONI & YAMANAKA, 2016). O corante comercial indigo Blue tem
formula molecular C16H1002N>, reproduzindo o mesmo corante obtido na natureza da planta
Indigofera tinctoria.

Os corantes menos sollveis, caracteristica a qual o indigo se enquadra, tendem a
apresentar maior toxicidade pois sdo mais propicios a serem absorvidos pelos organismos pois
0s corantes menos sollveis tém mais chance de entrarem para a cadeia alimentar, sendo
ingeridos diretamente. Sua persisténcia e consequente longo tempo de exposi¢cdo sé&o
particularmente preocupantes para a descarga de efluentes de corantes residuais, uma vez que
essas substancias podem exibir efeitos crénicos a biota (KLAASSEN; CASARETT; DOULL,
2013; ZANONI & YAMANAKA, 2016).

Em ambientes aquaticos os peixes sao organismos facilmente atingidos por substancias
quimicas, sendo que seus impactos podem ser facilmente evidenciados pelo estudo de sua
fisiologia (JOBLING & TYLER, 2006). Para estudos ecotoxicoldgicos um dos organismos-
teste utilizados mundialmente é o Danio rerio, peixe originario da India, também conhecido
como zebrafish por suas listras laterais. O D. rerio € um modelo atrativo tanto para o estudo de
toxicidade para humanos como para a biota, pois apresenta desenvolvimento e manipulagédo
facil em laboratdrio e transparéncia embrionaria (SCHOLZ et al., 2008).

O efeito bioldgico frente a exposicdo a contaminantes refletem a interacdo entre a
substancia e as células do organismo que podem ocasionar modificagdes morfoldgicas ou

fisioldgicas que a longo prazo podem impactar a capacidade reprodutiva da espécie (HINTON,
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1994). Nesse sentido, os biomarcadores histolégicos sdo facilmente identificados e analisados
a partir de dados de controle e referéncias (FATIMA; USMANI; HUSSAIN, 2014).

A presente pesquisa tem como objetivo a avaliagio ecotoxicoldgica dos corantes indigo
Blue e indigo Natural no que diz respeito aos aspectos de reproducéo de D. rerio, utilizando os
endpoints: quantidade de ovos viaveis apos reproducado, taxa de eclosdo, sobrevivéncia das
larvas eclodidas até o sétimo dia e histologia de génadas de fémeas e machos adultos. Ao final,
pretende-se responder as seguintes questdes: a) o corante indigo natural € uma opcao que néo
gera impactos ecotoxicologicos quando comparado ao sintético? b) No caso do
comprometimento reprodutivo da espécie em estudo, pode-se justificar pelo aspecto
ecotoxicoldgico ou apenas pelo impacto fisico que o uso dos corantes testados representa ao
ambiente aquéatico? c) retornando a condi¢bes de agua ndo contaminada, 0S organismos
apresentam potencial de recuperacdo bioldgica? Se sim, essa recuperacdo € suficiente para

retornar as condicdes iniciais equiparando-se ao grupo controle?

2 - METODOLOGIA

2.1 Manutencédo do organismo teste

O cultivo do organismo D. rerio estd foi realizado no Laboratério de Toxicologia e
Histologia de Contaminantes Ambientais (LATHIS) da UNESP Instituto de Ciéncia e Tecnologia
Campus Sorocaba (ICTS-UNESP) sob condi¢cdes ambientais recomendadas pela ABNT NBR
15088 (2011). A alimentagédo dos peixes foi realizada duas vezes ao dia com ragdo comercial
TetraMin® com 97% de proteina bruta, “ad libitum”. Em laboratoério, os individuos adultos foram
sendo mantidos em aquarios de 20 L, mantendo-se a proporcdo 1 g de peixe / litro de agua em sala
climatizada com fotoperiodo de 12h luz: 12h escuro, pH neutro entre 6,8 — 7,2, e temperatura
ambiente entre 25+2 °C.

A agua de cultivo foi preparada a partir de agua de torneira desclorada e previamente filtrada
(filtros acoplados nos aquarios de dgua de cultivo constituidos de carvéo ativado e por tela do tipo
silk screen com abertura de malha de 25 um). A agua de cultivo foi monitorada semanalmente
quanto aos parametros quimicos dureza, pH e concentracdo de oxigénio dissolvido, quepara
manter os valores de 44 mg.L™; entre 6,8 e 7,2; e acima de 4 mg.L™, respectivamente. Tais

parametros da agua também foram controlados no periodo dos testes.
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2.2. Teste de degradacdo dos corantes

Previamente foi realizado um estudo de degradacdo dos corantes para definir a
frequéncia das trocas de agua dos aquarios. Foram montados trés réplicas com aquério de dois
litros na concentragdo de 100mg/L de corante indigo Blue e trés réplicas em concentracdo de
100 mg/L de indigo Natural expostos na sala de fotoperiodo de 12hs. Os aquarios foram
mantido por 96hs e foram retiradas aliquotas de 24 em 24 horas para leitura da absorvancia em
espectrofotometro (marca HACH). Para realizagdo correta das leituras, previamente foi
realizada uma curva de calibracdo para cada corante a partir das concentragdes, 50, 100, 200,
400, 800 e 1600 mg/L.

2.3 Bioensaios ecotoxicologicos agudos de carater preliminar

Para os testes de ecotoxicidade utilizou-se uma concentragdo de 100 mg/L, que segundo
literatura € a concentracdo meédia de corantes encontrados em efluentes (ALBUQUERQUE,
2009). Com base nessa concentracao, um teste ecotoxicoldgico agudo preliminar foi realizado a
fim de identificar se esta era uma concentracdo ndo letal para exposi¢do do organismo adulto D.
rerio e assim utliza-la posteriormente no teste cronico. Para o teste agudo foram utilizadas seis
concentragdes (25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1600 mg/L). O controle experimental foi realizado
com agua reconstituida a partir de agua de torneira desclorada segundo recomendacfes da ABNT
15088 (2011). O experimento foi conduzido em duplicata por 96 horas e sendo realizada renovacao

da solucdes testes apds 48 hs, conforme recomendacdo da norma ABNT 15088 (2011).

2.4 Teste cronico

Com o intuito de avaliar os efeitos ecotoxicolégicos cronicos do corante sintético indigo
Blue e confrontar os resultados com o corante indigo Natural, bem como analisar a capacidade
dos organismos de recuperar-se biologicamente ap0s exposicdo, foram realizados os

experimentos conforme o fluxograma da Figura 1.
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Figura 1 - Desenho experimental.
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Fonte: Autoria propria.

Machos e fémeas adultos (com mais de 3 meses de idade) da espécie de peixe D. rerio
foram submetidos a um teste de exposicdo cronica com o corante sintético indigo Blue (pureza
95%, obtido da empresa Sigma Aldrich) e o corante indigo Natural obtido da planta Indigofera
tinctoria produzido na india (doado pela empresa de tingimento natural Ai Ginska), ambos 0s
contaminantes na concentracdo de 100mg/L, como referéncia de Albuquerque (2009). O teste
teve duragéo inicial de 21 dias, sequindo-se recomendagdes de OECD (2010) em regime semi-
estatico (com trocas da solucdo teste a cada 72h, apds analise de degradagdo descrita no item
2.2) para avaliacdo dos contaminantes e depois seguiu por mais 21 dias sem a presencga dos

mesmos para analise do potencial de recuperacao bioldgica dos organismos.

2.4.1 — Andlise Qualitativa da Histologia de Génadas de D. rerio

Para a analise histoldgica os organismos foram mantidos durante 21 dias separados por sexo,
sendo montadas 4 réplicas contendo 3 machos em cada (n=12) e 4 réplicas contendo 3 fémeas
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(n=12) para cada tratamento: exposi¢do ao Indigo Blue, exposicdo ao indigo Natural e situagio
controle (organismos expostos apenas a agua de cultivo). Apds 21 dias de experimento 0s
organismos de duas réplicas de cada sexo e de cada tratamento e controle foram eutanasiados e
fixados em formol a 10% por 12 horas em temperatura ambiente, seguindo-se a lavagem em agua
corrente por 10 min, depois foram mantidos em frasco &mbar com &alcool 70%. Posteriormente 0s
tecidos seguiram para o processador de tecidos automatico — San Pietro (marca O Patologista)
onde banhos de uma hora cada foram programados para: sete submersdes em alcool etilico
absoluto, trés submersdes em xilol e duas submers6es em parafina histoldgica. Para retirada da
parafina residual do processamento foi utilizada a placa aquecedora, para que 0s organismos
fossem reinseridos em parafina de maneira homogénea terminando a etapa de emblocamento com
a placa resfriadora resfriadora (ambas as placas também da marca O Patologista). Os tecidos para
analise em laminas histolégicas permanentes foram obtidos por cortes (4 um) com navalha de aco,
em microtomo (micron HM340E) e corados com hematoxilina-eosina (HE) e laminulas coladas
com Entellan. A analise qualitativa dos tecidos das génadas de fémeas e machos foi feita em
microscopio oOptico (marca MOTIC). As imagens foram obtidas com o programa ZEN no
microscopio Axio Scope Al. Os resultados foram analisados qualitativamente com baseados no s
parametros para analise de gbnadas da OECD (2010).

As duas réplicas restantes de cada tratamento permaneceram por mais 21 dias em agua
de cultivo ndo contaminada em condic¢des igual a do controle na primeira parte do experimento,
seguindo-se o regime semi-estatico, a dgua era trocada também de trés em trés dias. Ao final
do quadragésimo segundo dia de experimento os organismos das réplicas destinadas a
recuperacdo biologica foram eutanasiados e seguiram para 0S mesmos processos Necessarios a

analise histologica descritos anteriorermente.

2.4.2 - Analise dos efeitos reprodutivos imediatos: numero de ovos da postura, ovos
viaveis, taxa de eclosdo e sobrevivéncia de larvas

Para avaliagdo dos efeitos reprodutivos, duas réplicas para cada tratamento foram
mantidas com 4 machos (n=8) e duas réplicas para cada tratamento foram mantidas com 2
fémeas (n=4) ao longo dos 21 dias. Sendo que nos ultimos sete dias do experimento foram
adicionadas a alimentacdo artémias vivas para estimular a reproducéo. Ao fim do vigésimo
primeiro dia, 0s organismos testes foram introduzidos em aquarios de acasalamento com agua
contaminada pelos corantes em estudo, cada um com duas réplicas, e igualmente com o
controle. Em cada aquério de reprodugéo foram colocados dois machos e uma fémea conforme

recomendacdo da norma ABNT NBR 15499 (2015). Para a montagem dos aquérios de
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reproducdo foi utilizado o tecido tule, como prote¢do de fundo, evitando-se que ap06s postura
dos ovos o0s organismos adultos tivessem contato com os mesmos, eliminando o problema de
possivel predacdo. Aquecedores foram mantidos submersos para elevar a temperatura em 2 °C.
A juncdo de machos e fémeas adultos nos aquarios de reproducdo foi feita ao final da tarde e
o0s ovos foram recolhidos no dia seguinte.

Imediatamente ap0ds desova, 0s ovos foram recolhidos com auxilio de pipetas de pasteur,
um a um, retirando-se 0s ovos inviaveis (por exemplo: presenca de alguma deformidade ou
fungo) e coagulados (caracterizados por aspecto branco e opaco), realizando-se as contagens e
seguindo-se o0 processo de lixiviacdo para eliminacdo de fungos e protozodrios. Esse
procedimento de limpeza, denominado de lixiviacdo, foi feito utilizando-se uma rede de
aquario, na qual todos os ovos viaveis de cada aquario foram coletados, e mergulhados em
uma cubeta contendo solucgdo de agué de cultivo com 0,0025% de &gua sanitaria para banho
por um minuto, seguindo por lavagem em &gua de cultivo em quatro cubetas ficando dois
minutos em cada. Sdo considerados ovos vidveis 0s que apresentam-se translucidos ao longo
do desenvolvimento do embrido. Os ovos viaveis e larvas obtidos nessa etapa foram mantidos
no mesmo tratamento que se encontravam os genitores: Controle, exposicdo a 100mg/L de
indigo Blue, e exposicdo a 100mg/L de indigo Natural. Apds a eclosdo foi avaliada a
sobrevivéncia das larvas até o sétimo dia, sendo os principais endpoints dessa etapa sdo

destacados na Figura 2 a seguir.

Figura 2 — Endpoints avaliados ao final das reproducdes.
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Fonte: Autoria propria.

Os organismos adultos utilizados nesta etapa permaneceram vivos e retornaram ao
experimento por mais 21 dias todos eles em agua de cultivo trocada de trés em trés dias.
Repetiu-se no quadragésimo segundo dia de experimento a reproducdo para avaliacdo do

potencial de recuperacdo bioldgica, ovos e larvas seguirdo também para avaliacdo de eclosédo
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de ovos e sobrevivéncia de larvas até o sétimo dia, mantidos apenas em agua de cultivo, ndo

contaminada.

2.5 - Testes ecotoxicolégicos com embrides e larvas de Danio rerio obtidos em situacgéo

controle e posteriormente expostos aos contaminantes

Foram realizados teste com embrides obtidos de situacdo controle bem como testes
crénicos de curta duracdo com larvas (168 hs) com larvas também obtidas em situacdo

experimental em 4gua ndo contaminada conforme fluxograma da Figura 3.

Figura 3 - Testes com exposi¢do aos contaminantes a partri de diferentes estagios.
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Fonte: Autoria propria.

O teste com ovos (embrides) de D. rerio seguiu determinagdo da norma OECD 236/2013
expondo 0s organismos aos contaminantes em menos de duas horas apds sua postura. Foram
montadas quatro réplicas para cada tratamento e controle, com cinco ovos cada réplica.
Diariamente foi retirado os ovos coagulados e inviaveis e realizada a lixiviagdo anteriormente
descrita. Foi observada a eclosdo de ovos entre 48hs-72hs (tempo normal para ocorrer a eclosdo
segundo a norma ABNT NBR 15499).

As larvas recém eclodidas, por apresentarem saco vitelinico, ndo precisam ser
alimentadas até o sétimo dia. Por conta disso o teste cronico de curta duracdo com larvas segue
sem alimentacdo das mesmas. O teste de 168hs seguiu norma ABNT NBR 15499 (2015).
Larvas obtidas de acasalamento de D. rerio ndo expostos a contaminantes foram expostas nas
primeiras 24 horas de vida a 100mg/L de cada contaminante. Dez larvas foram dispostas em
cada réplica e quatro réplicas foram montadas para cada tratamento. A sobrevivéncia de larvas

foi avaliada diariamente até o sétimo dia.
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2.6 - Andlise estatistica

Os parametros quantitativos avaliados da etapa de reproducéo foram: a quantidade de ovos
postos por fémeas, taxa de eclosdo e sobrevivéncia das larvas eclodidas até o sétimo dia.

A resposta do experimento pela desova foi analisada com o teste do Qui quadrado aplicado
a ovos Viaveis e inviaveis, ovos eclodidos em relagdo a desova. Para o teste com larvas e embrides
a estatistica utilizada foi o teste de Kruskal Wallis, para analisar os parametros de sobrevivéncia e
de eclosdo. O programa utilizado para realizar as analises do Qui quadrado e Kruskal Wallis foi
o0 Biostat (Ayres, 2007).

3 -RESULTADOS
3.1 - Reproducao, postura de ovos, eclosdo e sobrevivéncia de larvas

Do estudo de degradacdo, observou-se que 0s corantes eram persistentes podendo ser
realizada a troca de dgua dos aquarios ao longo do teste crénico com uma frequéncia de trés em
trés dias, a fim de manter uma concentracdo constante de exposi¢do e evitando o acumulo da
amonia que os peixes eliminam.

O teste ecotoxicolégico agudo preliminar ndo apresentou efeitos letais em nenhuma das
concentragdes de exposigdes, sendo que a maior concentragdo (1600 mg/L) era 16 vezes superior
a concentracdo da proposta desta pesquisa (100 mg/L), o que abriu uma margem de seguranca para
dar sequéncia a exposicdo crénica. Com o teste preliminar assegurando que esta concentracdo de
100mg/L ndo é letal, deu-se continuidade aos testes crénicos na exposi¢do, tanto para o corante
indigo Blue quanto para o indigo Natural para comparar os efeitos em relagdo aos aspectos
reprodutivos.

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados obtidos apos reproducdo dos organismos
expostos por 21 dias aos contaminantes. Foram observados de imediato efeitos sobre a reproducéo
relativos ao aspecto e numero de ovos (totais e viaveis), tanto na reproducéo obtida nas replicas
do indigo Blue em que n&o apresentou nenhum ovo viavel, como nas réplicas do indigo Natural,
que apesar de apresentar desova com 115 ovos (0 que representa 21,8% quando comparada ao
controle), houve apenas 10 ovos viaveis ( 0 que representa 1,9% comparando ao nimero obtido

no controle).
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Tabela 1 - Resultados reprodutivos brutos ap6s exposi¢do aos contaminantes.

indigo
Parametros Controle Indigo Blue Natural
0V0S 625 48 115
0VO0s viaveis 528 0 10
0Vos inviaveis 97 48 105
larvas eclodidas 470 0 4
sobrevivéncia pos sete dias 466 0 3

Fonte: Autoria propria.

O corante sintético Indigo Blue apresentou efeitos acentuados sobre a reproducéo do D. rerio
pois ndo houve ovos viaveis, efeito semelhante observou-se com a exposicdo ao indigo Natural,
com somente 10% de viabilidade dos ovos em uma das réplicas e uma taxa de ecloséo de larvas

de apenas 40% destes ovos, conforme observa-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Taxa de ovos, ecloséo e sobrevivéncia de larvas por réplica apés exposicdo aos contaminantes.

indigo  Indigo
P6s exposicao aos Controle Blue Natural

contaminantes R1 [=%) R1 R2 R1 R2
C C IB IB IN I\

OVOS VIQvels 80% 88% 0% 0% 10% 0%
eclosao considerando
numero de ovos

viaveis 100% 81% 0% 0% 40% 0%
sobrevivéncia de
larvas 98% 100% 0% 0% 5% 0%

Fonte: Autoria propria.
Legenda: R1 Réplica 1, R2 Réplica 2, C — Controle, IB — indigo Blue, IN - indigo Natural.

Ap0s a recuperacdo biologica foram obtidos os seguintes resultados reprodutivos brutos
conforme Tabela 3. A quantidade de ovos foi 7,5 vezes maior para a recuperacao biolodgica pos
exposicdo ao indigo Blue; e 5,5 vezes maior para a recuperacio bioldgica pds exposicdo ao
indigo Natural, o que demostra o potencial de recuperagio dos organismos quando a exposi¢ao
aos corantes é cessada. A sobrevivéncia de larvas, comparando-se o numero de larvas vivas no
sétimo dia com o nimero de larvas eclodidas, foi de 97,6%, 98,6% e 98% para Controle, indigo

Blue e indigo Natural, respectivamente.
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Tabela 3 - Resultados reprodutivos brutos pds periodo de recuperacéo bioldgica.

Controle  Indigo Blue Indigo
Parametros Rec Rec Natural Rec

0V0S 777 359 635
0VO0s Viaveis 655 305 489
0Vvos invidveis 122 54 146
larvas eclodidas 577 282 446
sobrevivéncia pos

sete dias 563 278 442

Fonte: Autoria propria.
Legenda: Rec — ap0s recuperacdo bioldgica.

A taxa de ovos viaveis passou de 0 a mais de 80% para a reproducao realizada apos periodo
de recuperacéo biolégica do indigo Blue e de 10% a 76% para a reproducdo apds recuperacao
bioldgica do indigo Natural, como visto na réplica R2 IN (Tabela 4). As taxas de eclosdo e
sobrevivéncia das larvas foram superiores a 80% em todas as réplicas para ambas as recuperacoes

dos corantes deste estudo (Tabela 4).

Tabela 4 - Taxa por réplica de ovos, eclosdo e sobrevivéncia de larvas apds exposicao aos contaminantes.

P6s recuperacao
bioldgica

Indigo Indigo
Blue Natural

R1 R2 R1 R2 R1 R2
Réplica Cr Cr IBr IBr INr INr

Controle

OVOS VIaVElS 74%  93% 84%  86% T6%  78%

eclosdo considerando
namero de ovos viaveis 839 929 92% 92% 98%  85%

sobrevivéncia de larvas
98% 97% 97% 100% 99% 100%

Fonte: Autoria propria.
Legenda: R1 - Réplica 1, R2 - Réplica 2 , Cr — Controle da recuperacdo bioldgica, IBr — recuperacao bioldgica

do indigo Blue, IN — Recuperag&o biol6gica do indigo Natural.

Diante dos resultados foi aplicada a anélise estatistica Qui-quadrado para avaliacdo de
condi¢cdes que assegurassem a diferenca significativa nos resultados do controle e dos
contaminantes previamente observadas para as tabelas de dados brutos e de taxas. Foram
organizados os valores de p e qui-quadrado obtidos na Tabela 5. Sendo a relacdo | a que

compara os resultados ap6s primeiro periodo de 21 dias entre controle, exposicdo ao indigo
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Blue e exposicéo ao Indigo Natural; a relagdo 11 as analises feitas apos o periodo de recuperagio
bioldgica; a relacdo 11l comparando os controles antes e apds o periodo de recuperacao
bioldgica, os expostos ao Indigo Blue e ap6s recuperacio do mesmo e 0s expostos ao indigo

Natural e apds recuperacdo do mesmo.

Tabela 5 - Analise estatistica dos resultos das reproducdes.

Teste qui-quadrado

Relacao Dados para tabela de contingéncia valor de
valor de p X2
I 0Vos Vviaveis/ovos inviaveis <0,0001 367,531
ovos eclodidos/ovos ndo eclodidos <0,0001 277,278
I 0Vos Vviaveis/ovos inviaveis 0,0004 15,47
ovos eclodidos/ovos ndo eclodidos 0,0149 8,413
0Vvos Vviaveis/ovos inviaveis -Controle | e |1 0,9848 0,009
0Vvos Viaveis/ovos inviaveis - indigo Blue | e 11 <0,0001 162,7

] o R
0Vvos viaveis/ovos inviaveis - Indigo Natural | e

I <0,0001 204,059
Fonte: Autoria propria.

Legenda: | — relacdo entre os resultados apos primeiro periodo de 21 dias entre controle, exposicdo ao Indigo
Blue e exposicdo ao indigo Natural; 11 — relacfo entre os dados ap6s o periodo de recuperacio bioldgica; 111 —
relagdo comparando o controle antes e apds recuperacao bioldgica, entre os expostos ao indigo Blue e apds

recuperacao e entre 0s expostos ao indigo Natural e ap6s recuperagao.

Utilizando tabelas de contingéncia com o programa estatistico Bioestat obteve-se para
a relacdo I, p < 0,0001 dos aspectos avaliados demonstrando significancia dos resultados
obtidos entre o controle e os contaminantes.

Para a relacdo Il, apds o periodo de recuperacdo biolégica quando confrontados os
mesmos aspectos, ainda apresentam significancia estatistica, demonstrando que mesmo com o
aumento da taxa de ovos vidveis e aumento da taxa de eclosdo sinais de potencial para
recuperacdo bioldgica, quando comparando as Tabelas 2 e 4 0s organismos que haviam sido
expostos aos contaminantes ndo se recuperaram totalmente a ponto de equiparar-se a situacdo
controle.

Na relacéo 11, conforme esperado, 0s controles antes e apos recuperacao bioldgica ndo
apresentaram diferenca significativa, sendo o valor de p > 0,05. Mas quando comparando 0S
resultados obtidos entre 0s expostos aos contaminantes houve diferenga significativa o que
indica que ocorreu recuperacdo, mesmo a relacdo Il na Tabela 5 apontando que a recuperagéo

ainda nédo equipare-se ao controle..
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Do testes realizado com ovos obtidos e postos em condi¢do de controle e logo apés
postura (periodo inferior a duas horas dada a desova) expostos aos contaminantes foi avaliada
a taxa de eclosdo nas primeiras 72hs. Na Tabela 6 sdo apresentados o nimero de ovos que

eclodiram, considerando N=5 ovos.

Tabela 6 - Resultados do tester com embriGes expostos aos contaminantes.

Fonte: Autoria prépria.
Legenda: R1 — Réplica 1; R2 — Réplica 2; R3 — Réplica 3; R4 — Réplica 4.

Aplicando-se o teste de Kruskall Wallis avalia-se que ndo houve diferenca significativa entre

a eclosdo de ovos expostos aos contaminantes e o controle (p=0,0798).

Do teste com larvas obtidas e eclodidas em situagdo sem contaminante e depois expostas aos
contaminantes ainda nas primeira 24 horas de vida, seguem os resultados apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados teste r com larvas expostas aos contaminantes.

Réplica

Fonte: Autoria propria.
Legenda: R1 — Réplica 1; R2 — Réplica 2; R3 — Réplica 3; R4 — Réplica 4.

Apbs eclosdo, as larvas expostas aos corantes mantiveram sobrevivéncia de 7 dias sem

apresentar diferenca significativa apos aplicacdo do Teste de Kruskal Wallis (p=0,9986).

3.2 - Histologia de gbnadas

As analises histoldgicas de gbnadas das fémeas dos controles (ap6s 21 dias e apds 42 dias,
Figuras 4 e 7 respectivamente) das duas etapas do experimento crbnico (antes e apés
recuperacdo bioldgica) com os organismos adultos revelaram padrdo normal de distribuicdo e
maturacdo gonadal, mostrando células em diferentes fases de desenvolvimento de acordo com
OECD (2010) e ovarios em diferentes estaddios de maturacdo gonadal, fornecendo condicGes

ideais para o desenvolvimento assincrénico de ovdcitos, permitindo a desova continua
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conforme a maturagdo das células germinativas. Na Figura 4, é possivel observar diferentes
fases de desenvolvimento ovocitario, | (ovogonias); 1l (o6citos estoques de reserva), 111 (odcito
com vitelogénese lipidica) nessa fase podemos ver o ndcleo e nucléolo mais evidentes, IV
(odcito com vitelogénese lipidica e protéica), V (vitelogénese completa) e também é possivel

ver o foliculo pés-ovulatério caracteristico pelo seu aspecto disforme.

Figura 4 - Corte histologico de génada de fémea adulta de Danio rerio do grupo de controle ap6s teste

cronico de 21 dias.

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: Ovario apresentando odcito em diferentes fases de desenvolvimento: 11- o6citos estoques de reserva
(Fase I1), 111 — odcito com vitelogénese lipidica (fase I11), IV - oécito com vitelogénese lipidica e protéica (fase

1IV), V -vitelogénese completa (fase V), F — Foliculo pds-ovulatério, N — ndcleo, n - nucléolo. Escala: 100 pm.

As fémeas expostas cronicamente a 100 mg/L do corante sintético indigo Blue e do
corante indigo Natural, separadamente, sofreram alteracio no padrdo de maturacdo gonadal.
Para 0s organismos expostos ao corante indigo Blue (Figura 5), observa-se o predominio de
estagios finais de maturacao, o6cito com vitelogénese lipidica e proteica (Fase 1V) e o6cito com
vitelogénese completa (Fase V). Para 0s organismos expostos ao corante indigo Natural,

também foi observado predominio dos estagios finais de maturacdo (Figura 6).
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Figura 5 - Corte histol6gico de gbnada de fémea adulta de D. rerio ap6s teste cronico de 21 dias de exposicdo a

100mg/L do corante sintético indigo Blue.

Fonte: Acervo pessoal.
Legenda: Ovario apresentando o6citos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario com predominio de

fases avangadas de maturacdo IV e V. Escala: 100 pum.

Figura 6 - Corte histoldgico de gbnada de fémea adulta de D. rerio ap6s teste cronico de 21 dias de
exposicdo a 100mg/L do corante indigo Natural obtido da planta Indigofera tinctoria.
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Fonte: Acervo Pessoal.
Legenda: Ovario apresentando odcitos em diferentes fases de desenvolvimento ovocitario com predominio de

fases avangadas de maturacéo IV e V. Escala: 100 pm.
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A Figura 7 mostra que o controle mostrou 0os mesmos padrdes apos 42 dias de

experimento conforme esperado.

Figura 7 - Corte histolgico de gonada de fémea adulta de D. rerio do controle ap0s teste para avaliagdo

da recuperagdo bioldgica totalizando 42 dias em &gua de cultivo ndo contaminada.

Fonte: Acervo Pessoal.
Legenda: Ovario apresentando odcito em diferentes fases de desenvolvimento: 11- o6citos estoques de reserva
(Fase Il), 111 — o6cito com vitelogénese lipidica (fase I11), IV - o6cito com vitelogénese lipidica e protéica (fase

1V), V -vitelogénese completa (fase V). Escala: 100 pum.

As fémeas expostas por 21 dias ao corante indigo Blue e também as expostas ao corante
Indigo Natural que seguiram para um periodo de recuperacéo bioldgica (21 dias em &gua limpa)
apresentaram sinal de recuperacdo biologica pelo aumento de fases intermediérias.
Aproximando a um padrdo de distribuicdo e maturacdo gonodal com diferentes fases de
desenvolvimento normal mas ndo a ponto de se equiparar-se qualitativamente ao controle,

conforme pode ser observado nas figuras 8 e 9.
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Figura 8 - Corte histologico de gbnada de fémea adulta de D. rerio apds teste cronico de 21 dias de
exposicdo a 100mg/L do corante sintético indigo Blue mais 21 dias em agua de cultivo ndo contaminada para

avaliacéo da recuperagdo bioldgica.

Fonte: Acervo Pessoal.
Legenda: Ovario apresentando odcito em diferentes fases de desenvolvimento | - ovog6nia (células germinativas
—fase 1); 11- odcitos estoques de reserva (Fase 1), 111 —o6cito com vitelogénese lipidica (fase I11), IV - o6cito com

vitelogénese lipidica e protéica (fase 1V), V -vitelogénese completa (fase V). Escala: 100 pum.

Figura 9 - Corte histolégico de gbnada de fémea adulta de D. rerio apés teste cronico de 21 dias de

exposicio a 100mg/L do corante indigo Natural obtido da planta Indigofera tinctoria mais 21 dias em agua de

cultivo ndo contaminada para avaliacdo da recuperagdo

78]

biologica.

Fonte: Acervo Pessoal.
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Legenda: : Ovario apresentando oécito em diferentes fases de desenvolvimento | - ovogdnia (células germinativas
—fase 1); 11- odcitos estoques de reserva (Fase I1), 111 —o6cito com vitelogénese lipidica (fase 111), IV - o6cito com
vitelogénese lipidica e protéica (fase 1V), V -vitelogénese completa (fase V). Escala: 100 um.

Segundo os critérios de avaliacdo da OECD (2010) para avaliacdo de gbnadas expostos
na Tabela 8, foram observadas mudancas no estadiamento gonadal, mesmo critério do
diagndstico primario, tanto para as fémeas expostas ao corante sintético (indigo Blue) como ao
natural (indigo Natural), mudancas no estadiamento gonadal.

Os resultados das analises histologicas de gonadas de fémeas também podem ser
visualizados nas pranchas comparativas apresentadas nas Figuras 10 (escala: 100 um) e 11
(escala: 50 pum)

Figura 10 - Prancha | comparativa de génadas das fémeas de D. rerio.
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Fonte: Acervo Pessoal.
Escala: 100 um.
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Fonte: Acervo Pessoal.

Escala: 50 pm.

Figura 11 - Prancha Il comparativa de gbnadas das fémeas de D. rerio..
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As andlises histoldgicas de gbnadas de machos dos controles das duas etapas do
experimento crénico com os organismos adultos revelaram padrdo normal de desenvolvimento
(Figuras 12 e 15). Sem alteracbes apresentando todas as fases das células germinativas,
espermatogonia (fase inicial de diferenciacdo), espermatocito, espermatide e a fase final
(desenvolvimento completo), que é o espermatozoide.

Figura 12 — Corte histolégico de macho adulto de D. rerio do grupo controle ap0s teste cronico de 21

dias.

Fonte: Acervo Pessoal.
Legenda: SG — Espermatogdnia; SC — epermatdcito; ST- Espermatide; SZ — Espermatozoide. Escala: 20 pm.

A Figura 13 revela predominio de estagios avancados de maturagdo gonadal masculina
(espermatozoides) para machos expostos ao corante sintético, Indigo Blue. A Figura 14 revela
padréo de desenvolvimento gonadal normal para os machos expostos ao corante Indigo Natural.
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Figura 13 — Corte histoldgico de macho adulto de D. rerio apds teste cronico de 21 dias de exposi¢do a

100mg/L de corante sintético indigo Blue.

Fonte: Acervo Pessoal.

Legenda: ST- Espermatozoide. Escala: 20 um.

Figura 14 — Corte histolégico de macho adulto de D. rerio apés teste cronico de 21 dias de exposi¢do a

Fonte: Acervo Pessoal.

Legenda: SG — Espermatogénia; SC — epermatdcito; ST- Espermatide; SZ — Espermatozoide. Escala: 20 pum.
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A figura 15, a seguir, mostra gdnada masculina do controle apds 42 dias de experimento,

mantendo o padrdo normal de desenvolvimento gonadal de machos.

Figura 15 - Corte histologico de génada de macho adulto de D. rerio do controle apos teste para

avaliacao da recuperagdo bioldgica totalizando 42 dias em agua de cultivo ndo contaminada.

Fonte: Acervo Pessoal.

Legenda: SG — Espermatogdnia; SC — epermatocito; ST- Espermatide; SZ - Espermatozoide; Escala: 20 pum.

A Figura 16 revela o potencial da gonada, de macho anteriormente exposto ao corante
sintético, recuperar seu desenvolvimento nao apresentando predominio de espermatozoides, é
possive observar a presenca dos demais estagios de desenvovimento gonadal.

A Figura 17 mostra padrdo normal de desenvolvimento gonadal para machos que
anteriormente haviam sido expostos ao corante indigo Natural e posteriormente permaneceram
por vinte um dias apenas em agua de cultivo ndo contaminada.

Segundo os critérios de avaliacdo da OECD (2010) para avaliacdo de gonadas foram
observados dois diagndsticos para 0os machos expostos ao corante sintético (indigo Blue):
Alterada proporcdo de espermatozoOides ou espermatocitos e Diminuicdo da proporcdo de
espermatogonias. Nenhuma alteracdo observada nos machos expostos ao corante natural
(indigo Natural).



77

Figura 16 - Corte histolégico de gbnada de macho adulto de D. rerio apds teste cronico de 21 dias de

exposicdo a 100mg/L do corante sintético indigo Blue mais 21 dias em agua de cultivo nfo contaminada para

avaliacéo da recuperagdo bioldgica.

Fonte: Acervo Pessoal.

Legenda: SG — Espermatogdnia; SC — epermatdcito; ST- Espermatide; SZ - Espermatozoide. Escala: 20 um.

Figura 17 - Corte histoldgico de gbnada de macho adulto de D. rerio apos teste cronico de 21 dias de
exposicdo a 100mg/L do corante indigo Natural obtido da planta Indigofera tinctoria mais 21 dias em &gua de

cultivo ndo contaminada para avaliacdo da recuperagéo bioldgica.

Fonte: Acervo Pessoal.

Legenda: SG — Espermatogdnia; SC — epermatdcito; ST- Espermatide; SZ - Espermatozoide. Escala: 20 um.

As andlises histoldgicas de gdnadas de machoss também podem ser vistas na prancha

comparativas apresentada na Figura 18.



Figura 18 — Prancha comparativa das génadas de machos de D. rerio

_______ comole | indigo Blue indigo Natural

Fonte: Acervo pessoal.

Escala: 20 um.
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4 - DISCUSSAO

Para o Indigo Blue, informacdes sobre ecotoxicidade foram encontradas apenas na ficha
de seguranca da SIGMA ALDRICH (2014), na qual para algas da espécie Desmodesmus
subispicatus o valor de referéncia para inibicdo de crescimento € a CE50, 72h de 100 mg/L.
Dessa maneira, o valor selecionado citado por Albuquerque (2009) como a concentracdo na
qual o corante indigo é usualmente encontrado em efluente j& é referéncia de efeito para uma
dada espécie. Informacdes sobre a exposicdo de organismos aquaticos ao corante indigo
Natural, obtido da planta Indigofera tinctoria ndo foram encontrados. No capitulo 2 deste
trabalho foi constatado que quando em contato com outra alga, a R. subcapitata ndo houve
diferencas estatisticas no que diz respeito ao crescimento das algas expostas a ambos os corantes
na concentracgdo de 100mg/L.

Na auséncia de dados histoldgicos de exposicao de D. rerio a corantes foi ampliada a busca
para encontrar outra espécie de peixe exposta a corantes. Apenas uma pesquisa com peixes,
“Tilapia do Rio Nilo”, abordando analise histoldgica apds exposicdo cronica a corante foi
encontrada. Vyavahare et al. (2019) apds expor a “Tilapia do Rio Nilo” ao corante crystal violeta
analisou as branquias dos peixes, as quais apresentaram aumento da vaculolizacdo intracelular
enguanto os peixes do controle exibiam arquitetura normal de branquia. O mesmo autor avangou
no seu estudo e realizou o tratamento do corante cristal violeta com biocarvao feito do residuo
agricola, folhas de manga, e expos 0s organismos ao residuo do tratamento, os resultados
histoldgicos apresentaram arquitetura normal das branquias dos peixes revelando o sucesso do
tratamento e a importancia da realizacdo de teste ecotoxicoldgico antes e apds tratamentos. Este
estudo pioneiro de histologia relacionada a exposicéo cronica de peixes ao corante crystal violeta
mostra o potencial que corantes podem representar em concentracGes ndo letais a fauna aquética
(VYAVAHARE et al., 2019). O corante indigo Blue, apesar de ndo provocar efeito agudo no teste
preliminar de 96hs o qual as concentracfes foram elevadas ateé 1,6g/L demonstrou pelos resultados
de reproducéo e histologia que cronicamente a concentracdo de 100mg/L acarreta implicag0es que
podem afetar mecanismos de sobrevivéncia da espécie.

Com o organismo D. rerio foi encontrada apenas trés pesquisas relacionadas ao estudo
de corantes. Abe et al. (2017) realizaram teste com embriGes expondo-0s ao corante sintético
(BR51) e ao corante natural obtido de fungos (ERY), ambos vermelhos, e utilizou-se de

respostas morfoldgicas e comportamentais mostrando que o D. rerio € um modelo animal
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relevante para avaliar os efeitos sub-letais em caso de exposicao a estes contaminantes. Segundo
Abe et al. (2017) o teste FET (Fish Embrio Test) apontou malformac6es do saco vitelino
induzidas por ERY e BR51, enquanto o ensaio comportamental detectou prejuizo locomotor na
natacdo das larvas. Neste mesmo estudo identificou-se que o ERY pode ser facilmente
fotodegradado em um composto que ndo induza nenhum efeito adverso no inicio da vida do D.
rerio nas condi¢des testadas, enquanto o BR51 ndo se degrada apds exposicao a luz, sugerindo
um bom potencial de ERY, o corante natural obtido de fungo, para aplicacdo posterior como
eco corante amigo das industrias (ABE et al., 2017). Segundo Oliveira et al. (2015) os corantes
direct black 38, reactive blue 15, reactive orange 16 e vat green 3 induziram malformacdes
durante o desenvolvimento embrionario e larval em D. rerio. O terceiro estudo utilizando D.
rerio foi encontrado para estudo de corante ndo téxtil, porém capilar, onde embrides indicaram
malformacdes quando estes sdo expostos a Henna (LIU et al., 2007).

Segundo Alkimin (2016) no caso de metais existe uma escassez de resultados que
envolvam a reproducdo, em relacdo aos parametros nimero de ovos e larvas, e que os trabalhos
encontrados focavam o estudo do efeito do contaminante diretamente no ovo, como acumulo,
efeito na casca e/ou desenvolvimento e tempo de eclosdo, e em larvas, ma formacéo e
sobrevivéncia mas ndo abordavam a postura de ovos sendo este um padrdo reprodutivo
importante. No caso de estudos com corantes também observou-se escassez.

Por interferir na penetracdo de luz afetando diretamente a fauna aquatica, 0s corantes
podem representar uma problematica até por questde fisicas, por exemplo, 0 organismo teste
do presente trabalho, o D. rerio tem no choque de luz pela manha um estimulo para a desova.
Corantes como o indigo, de tonalidade escura, podem interferir nessa luminosidade que é um
mecanismo essencial para a desova do organismo deste estudo, outros corantes que impactam
a coloracdo aquética poderiam ser estudados neste aspecto.

Nas diferentes bases de pesquisa como Google Académico, Portal de Periddicos CAPES
e Science Direct os estudos mais recentes encontrados, publicados nos Gltimos cinco anos
envolvem estudos de toxicidade utilizando D. rerio como organismo para analise de fungicida,
horménio, qualidade de &gua potavel, parametros de preocupacdo com potencial risco de
atingir a vida humana. Nos estudos pesquisados observou-se que ndo ha uma metodologia
restrita para avaliar parametros reprodutivos. Pohl et al. (2018) mostrou que aguas residuais
com tratamento de ozonizagdo promovem melhores resultados de reprodugéo do que em
efluentes sem ozonizacdo e este estudo explora a expressdo génica, 0 comportamento e a
vitelogenina. Debofsky et al. (2018) se foca nos impactos reprodutivos relacionados a dieta de

D. rerio causados nas fémeas, observando ovario além da fecundidade e a mortalidade de
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embrides. Os estudos encontrados, portanto para outros poluentes que ndo corantes também nédo
exploravam a postura de ovos como um endpoint.

A reproducdo é essencial para a manutencdo da espécie, incorporando um importante
parametro de avaliagdo ecotoxicoldgica, quanto mais aspectos relacionados a reproducdo maior
a garantia de protegdo de espécies aquéticas. Este trabalho teve como primeiros resultados a
desova que apresentou diferentes resultados entre o controle e 0s organismos expostos ao
indigo Blue e ao indigo Natural. Segundo a norma ABNT NBR 15499 (2015) uma fémea
produz em média 300 ovos durante a desova, cerca de 70 a 90 % sdo ovos Viaveis estas
condicOes foram atingidas pelos controles antes (somando as duas réplicas = 625 ovos, 80%
viaveis) e apoOs recuperacdo bioldgica (somando as duas réplicas = 777, 74% viaveis)
garantindo a validacdo deste teste. A resposta de desova aos organismos expostos a 100mg/L
do corante indigo Blue (48 somando as duas réplicas, 0% viaveis) e da desova organismos
expostos a 100 mg/L do corante indigo Natural (115 somando as duas réplicas, 10% da réplica
1 apenas) mostram-se bem discripantes do controle, em especial o indigo Blue o qual nenhum
dos ovos se apresentou como viadvel. Destaca-se que essas reproducgdes foram realizadas com
0S organismos expostos as mesmas condic¢des na qual permaneceram por 21 dias. Portanto havia
0 questionamento, se 0 impacto na desova podia ter sido acarretado por um fator fisico, dada a
alteracdo da cor ou se havia uma alteracdo provocada nas gbnadas dos organismos adultos,
duvida sanada com a ferramenta que a histologia representa podendo analisar 0s organismos a
um nivel tecidual.

A falta de ovos viaveis de indigo Blue e a baixa de ovos viaveis de Indigo Natural n&o
permitiriam a analise da taxa de eclosdo de ovos em contaminacdo (100mg/L de cada corante
em cada tratamento) apenas a partir do momento de sua desova. Mas o teste com embrido
reproduzido em condi¢des de agua limpa (bem como seus genitores) e expostos aos
contaminantes logo ap6s sua postura permitiu analisar estatisticamente que a presenca de ambos
0s contaminantes ndo acarretaram impacto a taxa de eclosdo. O mesmo foi observado no teste
realizado com larvas recém eclodidas em ambiente descontaminado (bem como ambiente onde
estavam seus genitores) quando inseridas a partir das primeiras 24hs pos eclodidas aos
contaminantes, ao permanecerem nesta condicao por sete dias em contato com 100mg/L dos
corantes em estudo analises estatisticas ndo mostraram significancia em relagéo ao controle.
Ressalta-se que ndo foram avaliados parametros subletais nessas fases da vida larval (ndo foram
realizadas andlises histoldgicas de larvas, nem analisado comportamento natatério) nem nos
embrionaria (ndo foram avaliados em parametros qualitativos tais como batimento cardiaco e

presenca de somitos entre outros endpoints do FET teste).
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As analises histoldgicas dos organismos adultos trouxeram respostas que refletem os
resultados obtidos das desovas. Tanto as fémeas de D. rerio expostas cronicamente por 21 dias
a 100 mg/L de indigo Blue como as expostas a 100mg/L de indigo Natural terem revelado
predominio de fasses finais de maturagdo é um fator potencial para provocar problemas na
perpetuacdo de D. rerio, partindo-se do principio que chegara um determinado tempo que néo
haverdo odcitos suficientes para amadurecer.

Teng et al. (2017) estuda o efeito de bioacumulacdo do difenoconazole em D. rerio que
apresentou-se maior em fémeas do que em machos, por isso é importante levar os organismos
de mesma espeécie porém de diferentes sexos as mesmas analises histolégicas para ver qual dos
sexos pode sofrer maiores impactos expostos ao mesmo contaminante. No presente trabalho,
observou-se que as gonadas femininas de indigo Natural sofreram maior impacto pois para 0s
machos expostos a este corante natural nenhuma alteragéo foi observada. E para o indigo Blue
ndo so as fémeas apresentaram predominio de fases maduras como os machos expostos a este
corante sintético também apresentaram predominio de fases mais maduras de desenvolvimento
gonadal (espermatozoides).

A diminuicdo na proporcéo de fases iniciais de maturagéo gonadal, que funcionam como
células de reservas no caso de espécies com reproducdo continua constituem ameaca ao
processo reprodutivo da espécie. Organismos como o D. rerio sdo considerados elo da cadeia
alimentar e sua falta pode provocar efeitos nos diferentes niveis tréficos, como por exemplo,
auséncia de alimento nos niveis superiores e a auséncia de predacéo nos inferiores (ALKIMIN,
2016).

Em relacdo a recuperacdo biologica, quando os organismos que haviam sido expostos aos
corantes permaneceram por igual tempo expostos apenas a dgua de cultivo ndo contaminada,
demonstraram potencial de recuperar-se. Essa resposta pode ser observada nos resultados tanto
pela desova que os organismos tiveram apds o periodo de recuperacdo quanto pelas analises
histoldgicas. Mas quando confrontados 0os mesmos aspectos de ovos viaveis, taxa de eclosdo com
a condicdo controle, ainda apresentam significancia estatistica, demonstrando que mesmo com o
aumento da taxa de ovos viaveis e aumento da taxa de eclos@o, quando comparando as Tabelas 2
e 4 os organismos que haviam sido expostos aos contaminantes ndo se recuperaram totalmente a
ponto de equiparar-se a uma situagdo na qual os organismos nunca tiveram contato com 0s
contaminantes. O mesmo é observado qualitativamente na analise histologica das fémeas que
apesar de um aumento de ovogonias e 00citos estoques de reserva presentes na mesma proporcao
que uma situacdo controle. Em relacdo a resposta histoldgica de machos apds o periodo de
recuperacdo bioldgica, os que haviam sido expostos anteriormente a indigo Blue mostraram

reversibilidade.
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Segundo Luzio et al. (2016) que estudou a recuperacédo bioldgica de D. rerio apds exposi¢do
a estrogeénio, ressalta que apesar de sinais de recuperacdo so o estudo com periodos mais longos
poderiam concluir se a recuperacao total das gbnadas ocorre ou ndo. Seria este 0 caso de avaliacdo
para as gbnadas femininas, ha a possibilidade da reversibilidade total em periodos estendidos de
recuperagdo mas este estudo replicou 0 mesmo tempo de exposi¢do ao contaminante como tempo
de estudo para avaliar o potencial da recuperacéo.

Arini et al. (2015) estudou a recuperacdo de peixes apds exposicdo ao metal Cadmio,
sugerindo uma recuperagdo quase completa de peixes expostos ao Cadmio que podem refletir uma
regulacdo génica efetiva do peixe a contaminagdo residual deste metal. No entanto, esses
resultados foram obtidos em caso de remocdo completa da contaminacdo. No caso de uma
descontaminacdo progressiva do meio, o tempo de recuperacdo seria certamente mais longo
destacando-se a importancia da variavel tempo conforme a retirada do contaminante (ARINI et
al., 2015).

Kormaz et al. (2018) avaliou como biomarcadores enzimas de D. rerio que expostas por 96
horas a pesticidas tinham sua atividade prejudicada neste estudo os vinte dias destinados a
recuperagdo ndo foram suficientes para recuperagdo dos organismos expostos aos pesticidas. Ou
seja, dependendo do contaminante mesmo a exposi¢do a curto periodo a substancia em estudo
pode demandar um longo periodo para ocorrer indicadores de recuperacao.

Este estudo também demonstrou que estudo de efeitos subletais em organismos aquaticos
em resposta a exposicdo de corantes, seja ele sintético ou natural é um campo bem amplo a ser
explorado, constituidados os diferentes corantes usados hoje pela industria téxtil. Cerca de 10000
corantes diferentes sdo utilizados nos processos da cadeia téxtil, representando um descarte anual
de 200 mil toneladas por ano devido a ineficiéncia nos processos de tingimento (OGUGBUE &
SAWIDIS, 2011; SOUZA & FORGIARINI, 2007).
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5- CONCLUSAO

Conclui-se que tanto o corante sintético quanto o corante natural provocaram efeitos
significativos. Relacionando-se ovos viaveis/ovos inviaveis e ovos eclodidos/ovos totais ambos 0s
corantes apresentaram toxicida. Quanto as analises histoldgicas das gbnadas de D. rerio
demonstraram que os ovarios das fémeas tanto expostas ao Iindigo Blue como ao indigo Natural,
apresentaram predominio de fases avangadas de maturacdo. No caso das gbnadas masculinas, 0s
machos expostos ao Indigo Blue apresentaram predominéncia de espermatozoides. N&o foram
observadas interferéncias no desenvolvimento gonadal dos machos expostos ao indigo Natural, o
que sugere que para este sexo 0 corante natural ndo representa perigo na concentragdo estudada.

Os resultados histoldgicos demonstram que pela resposta verificada na desova que ha uma
interacdo entre os contaminantes a um nivel celular com os organismos.

As analises demonstraram capacidade de recuperacéo biologica.
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APENDICE - MEMORIAL FOTOGRAFICO

Figura 1 - Cultivo de R. Subcapitata.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 2 — Disposicéo aleatdrio durante os teste com R. subcapitata.

Fonte: Acervo pessoal..



Figura 3 — Tanque preparo de agua de cultivo.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 4 - Cultura de D. rerio mantida pela mestranda para esta pesquisa.

Fonte: Acervo pessoal..

Figura 5— Réplica 1 do ensaio preliminar (agudo).

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 6- Disposi¢do dos aquérios na sala com fotoperiodo controlado durante o ensaio crénico.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 7 - Disposicao - visdo frontal dos tratamentos com: indigo Natural (esquerdo), Controle (centro), indigo
Blue (direito).

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 8 — Aquarios montados para o dia da reproducéo.

Fonte: Acervo pessoal.



Figura 9 — Cortejo dos dois machos com a fémea de D. rerio.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 10 — Higienizac&o de ovos de D. rerio.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 11 — larvas eclodidas de D. rerio.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 12 — D. rerio ap6s exposi¢do aos contaminantes em periodo de recuperacéo bioldgica.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 13 — Amostras de D. rerio posicionados em cassetes plasticos para processamento hitologico

| S P T S

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 14 — Bloco contendo material histologico e D. rerio em detalhe para o corte em micrétomo

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 15 — Recipiente com as fitas de parafina contendo os cortes histoldgicos de amostra de D. rerio para a

coleta e posicionamento em lamina de vidro.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 16 — Laminas histol6gicas com amostras de tecido do D. rerio

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 17 — Cubetas de bateria de coloragdo com hematoxilina e eosina das laminas histoldgicas com amostras

de D. rerio.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 18 — Laminas histolégicas prontas em analise com microscopio.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 19 — Mestranda realizando analises histologicas em microscépio de luz.

Fonte: Acervo pessoal.



Figura 20 — Teste com embribes de D. rerio expostos aos tratamentos ap6s postura.
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Fonte: Acervo pessoal.

Figura 21 — Embrides de D. rerio do controle.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 22 — Lupa para facilitar visualizagdo de embrides e larvas de D. rerio.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 23 — Larva eclodindo no ambiente contaminado com corante

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 24 — Bal6es utilizados para fazer curva de calibracéo

Fonte: Acervo pessoal.



Figura 26 — Mestranda aprendendo a tingir com o corante natural durante o primeiro “Brasil Eco Fashion

Week” realizado em novembro de 2017 na cidade S&do Paulo — SP.
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Fonte: Acervo pessoal.

Figura 27 - Simpdsio Zebrafish

Fonte: Acervo pessoal.
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