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RESUMO

A industria téxtil é responséavel pela geracdo de grandes quantidades de
efluentes, os quais possuem elevada concentracdo de corantes. Estes
corantes, em geral, sdo de dificil tratamento e, quando lancados no
ambiente, podem provocar sérios efeitos adversos. Os sistemas
oxidativos, dentre eles os sistemas que utilizam enzimas, vém sendo
muito estudados como alternativa para o tratamento de efluentes téxteis,
dada a capacidade de degradacdo de compostos cromoforos, e por ndo
demandarem insumos quimicos de elevado impacto ambiental, quando
comparado aos processos tradicionalmente utilizados na inddstria téxtil.
Entretanto, estudos tém mostrado que alguns processos oxidativos
podem gerar compostos mais tdxicos que a espécie quimica inicial.
Neste trabalho, foi estudada a remocéo de cor de solucbes de corantes
téxteis (Azul Turqueza Remazol G, Preto Remazol B133%, Azul
Brilhante Remazol, Vermelho Brilhante Remazol 3BS-A 150% e
Vermelho CQ4BL) utilizando a enzima Horseradish peroxidase (HRP).
Foi avaliada a toxicidade destas solugBes de corante antes e ap6s o
processo de degradacdo enzimatica, frente aos organismos testes: o
microcrustaceo Daphnia magna, a alga Euglena gracilis e a bactéria
Vibrio fischeri. A enzima HRP promoveu remocédo de cor em 95% das
solugbes do corante téxtil Azul Brilhante, 90% do Azul Turqueza
Remazol G, 87% corante Preto Remazol B133% e apenas 20% do
Vermelho CQ4BL. Para o corante Vermelho Brilhante ndo foi
observada nenhuma remocdo de cor. A toxicidade aguda de todos os
corantes téxteis estudados, frente aos organismos D. magna e V.
fischeri, aumentou ap6s o tratamento enzimatico. As solucfes de corante
Azul Brilhante Remazol e Preto Remazol foram as que apresentaram
maior toxicidade aguda frente a D. magna (FT 16) e ao V. fischeri, (FT
32) apbés o tratamento enzimatico, respectivamente. No teste de
toxicidade com a alga Euglena gracilis o rendimento fotossintético ndo
foi inibido por nenhum dos corantes. Nos testes cronicos utilizando o
organismo D. magna, o corante Vermelho CQ4BL foi o Unico que ndo
alterou a fecundidade do organismo teste.

Palavras-chave: Indistria téxtil, Corantes, Horseradish peroxidase,
Toxicidade.
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ABSTRACT

The textile industry is responsible for the generation of large amounts of
effluent, which have high charge dyes. These dyes are usually difficult
to treat and when released into the environment may cause serious
adverse effects. The oxidative systems, including systems that use
enzymes have been widely studied as an alternative for the treatment of
textile effluents, in view of the degradation ability of the chromophores
compounds and does not demand it chemical inputs high environmental
impact when compared to the processes traditionally used in the textile
industry. However, studies have shown that some oxidative processes
can generate more toxic compounds that initial chemical species. In this
work, the color removal of textile dyes solutions using horseradish
peroxidase (HRP) (Remazol Turquoise Blue G - Blue 21, Remazol
Black B 133% - Reactive Black 5, Remazol Brilliant Blue - Reactive
Blue 19, Remazol Brilliant Red 3BS 150% - Reactive Red 239 and Red
CQ4BL - Red 195). The toxicity of such dye solutions was evaluated
before and after the enzymatic degradation process to compared to the
test organisms: micro crustacean Daphnia magna, the algae Euglena
gracilis and bacteria Vibrio fischeri. The HRP enzyme promoted color
removal in 95% solutions of the textile Brilliant Blue dye, 90%
Remazol Turquoise Blue G, Remazol Black B 133% dye 87% and only
20% Red CQ4BL. For Brilliant Red 3BS 150% dye was not observed
any color removal. In all textile dyes were evaluated studied the acute
toxicity of indicator organisms, D. magna and V. fischeri which were
observed in the increased toxicity after enzymatic treatment. The
Remazol Brilliant Blue dye solutions and the Remazol Black B 133%,
showed the highest toxicity against organism D. magna (16 FT) and V.
fischeri, (FT 32) after enzymatic treatment, respectively. In toxicity tests
with algaeEuglena gracilis photosynthetic yield was not inhibited by
any of the dyes. In chronic tests using the D. magna, the dye Red
CQ4BL was the only one that did not affect the fertility of the test
organism.

Keywords: Textile industry, dyes, Horseradish peroxidase, toxicity
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1. INTRODUCAO

Os efeitos das acgBes antrOpicas representam uma grande
preocupagdo com a poluicdo e as consequentes mudancas do
ecossistema do planeta (AZEVEDO; CHASIN, 2009).

Dentro do contexto do fendmeno da poluicdo ambiental, cabe a
indUstria téxtil um lugar de destaque, principalmente, em funcéo de seu
elevado consumo de agua e da geragdo de grandes volumes de residuos,
contendo elevada carga organica e intensa coloracdo, proveniente dos
corantes que, muitas vezes, apresentam potencial carcinogénico e
mutagénico (SOUZA, 2006).

De acordo com Baban et al. (2003) cerca de 10 a 15% do total
de corante usado nos processos de tingimento ndo se fixam as fibras e
sdo eliminados nos efluentes. Estes corantes téxteis, quando langados no
ambiente causam grande impacto, principalmente por serem de dificil
degradacgéo (PEIXOTO et al., 2013).

Devido a preocupacdo com o impacto ambiental e a necessidade
da utilizacdo de corantes pelas indUstrias téxteis durante os Gltimos anos,
varios estudos tém surgido para desenvolver novas tecnologias que
permitam degradar compostos presentes em rejeitos industriais téxteis
(REIS, 2009; PEIXOTO et al., 2013).

No que diz respeito ao tratamento de efluentes, os processos
oxidativos vém sendo vistos como uma tecnologia promissora, pois
promovem a degradacdo de substancias organicas recalcitrantes aos
processos tradicionais. Dentro desta classe de tratamento, destacam-se
0S processos enzimaticos. Cada vez mais & reconhecido o uso das
enzimas em processos de remediacdo para tratamento de poluentes
especificos. Estas podem atuar em compostos recalcitrantes para
remové-los por precipitacdo ou transformagdo em outros produtos, de
facil biodegradacdo (DURAN; ESPOSITO, 2000). Recentes publicacbes
tém reportado alta eficiéncia de algumas enzimas no tratamento de
efluentes, principalmente, lacases e peroxidases (SILVA et al., 2012;
PACHECO; SOARES, 2014, ALMEIDA et al., 2012). Entretanto, é
importante destacar que estes processos podem gerar compostos
intermediarios potencialmente mais toxicos que 0s compostos originais
presentes no efluente.

Tradicionalmente, o monitoramento de efluentes tem sido
realizado através dos pardmetros fisico-quimicos, entretanto, estes
parametros sdo indicadores globais, pois através destes ndo é possivel a
determinacdo quimica de todos os componentes existentes na amostra de
agua para avaliar possiveis efeitos aos seres vivos (CUBAS; MORAES,
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2011; RUBINGER, 2009). Com o objetivo de suprir estas limitacGes e
complementar os resultados de analises fisico-quimicas, tém sido
desenvolvidos e aplicados ensaios com organismos Vivos como
indicadores de efeitos toxicos (CUBAS e MORAES, 2011,
RUBINGER, 2009; FENT, 2003).

Segundo Silva Filho et al. (2007) a formagdo de metabdlitos
durante a degradacdo de corantes pode ser monitorada por meio dos
testes que utilizam organismos sensiveis as substancias tdxicas como
bioindicadores. O estabelecimento de correlagdes entre a toxicidade de
compostos presentes em efluentes e a toxicidade do efluente apds um
tratamento, frente a organismos indicadores nos ensaios biologicos, é
uma ferramenta muito Gtil que permite avaliar a remocdo de substancias
toxicas (DAMATO et al., 2006).

De acordo com Cubas e Moraes (2011) ndo ha uma necessaria
relagdo entre os valores de pardmetros fisico-quimicos e avaliagdes de
toxicidade, sendo assim, é de fundamental importancia a realizacdo de
ensaios de toxicidade, presentes na legislacdo e ainda ndo adicionados
na grade analitica na maioria das empresas. Os testes de toxicidade estdo
presentes tanto na legislacdo nacional (CONAMA), que discorre sobre
testes agudos e crénicos, quanto na legislacdo Estadual (FATMA), em
gue sdo citados somente os testes agudos.

Costa et al. (2008) enfatizam que os testes de toxicidade ndo
substituem as analises quimicas tradicionais, pois possuem funcgdes
distintas e complementares. Enquanto as analises quimicas identificam e
guantificam as concentracfes das substancias toxicas, os testes de
toxicidade avaliam o efeito destas substancias sobre sistemas biolégicos.

Muitas espécies vém sendo empregadas internacionalmente em
testes de toxicidade. Dentre os principais grupos de organismos
utilizados em ensaios laboratoriais, destacam-se: microalgas,
microcrustaceos, equinoides, poliquetas, oligoquetas, peixes e bactérias,
representando os mais diversos ecossistemas e niveis troficos
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). De acordo com Gomes
(2007), diferentes espécies possuem susceptibilidades diferentes, de
acordo com o seu metabolismo, habitos alimentares, comportamento,
fase de desenvolvimento e muitos outros aspectos. Para uma avalia¢do
mais adequada, Guimardes et al. (2004) recomendam o0 uso de uma
bateria de ensaios que utilizem organismos representantes de diferentes
niveis da cadeia alimentar.

Devido a facilidade de execucdo, curta duracdo e baixo custo,
0s ensaios de toxicidade aguda foram os primeiros a serem
desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados ecotoxicolégicos
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(RUBINGER, 2009). Entretanto, os testes crénicos sdo importantes e
complementares aos testes agudos, pois a auséncia de efeito agudo ndo
caracteriza auséncia de efeito sobre a biota (BRENTANO, 2006).

Tendo em vista que 0s processos oxidativos podem gerar
compostos mais tdxicos que a substancia inicial, e que as analises fisico-
guimicas ndo conseguem prever o potencial toxico desses compostos, €
de fundamental importdncia avaliar a toxicidade de substancias e
efluentes frente a organismos-teste.

Os estudos sobre a degradacdo de corantes por enzimas
peroxidases presentes na literatura, em geral, sdo superficiais, e, 0s
estudos sobre os compostos gerados na degradacdo destes corantes ainda
sd0 bastante escassos, mesmo para 0s corantes mais utilizados pelas
indUstrias. Sendo que, ndo foi encontrado nenhum estudo a respeito da
toxicidade cronica dos corantes estudados.

Este trabalho traz um estudo detalhado sobre os fatores que
influenciam na remocdo de cor de solugbes de quatro corantes
comumente utilizados pela indlstria téxtil pela enzima Horseradish
peroxidase (HRP), e caracteriza toxicologicamente as solucfes de
corantes e seus produtos de degradacao.






2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo estudar a remocdo de cor de
solucbes dos corantes téxteis (Azul Turqueza Remazol G - Blue 21,
Preto Remazol B133% - Reative Black 5, Azul Brilhante Remazol -
Reactive Blue 19, Vermelho Brilhante Remazol 3BS-A 150% - Reactive
Red 239 e Vermelho CQ4BL - Red 195) utilizando a enzima
Horseradish peroxidase (HRP) e avaliar a toxicidade resultante deste
processo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a influéncia da concentracdo de enzima,
concentracdo de peroxido de hidrogénio, pH, temperatura e
concentracdo de corante nas reagdes de degradagio de corantes
utilizando a enzima HRP;

e Determinar as melhores condicGes de reagdo para a remocéo de
cor das solugdes de corantes com o uso da HRP;

e Realizar o estudo da cinética de degradagdo das solucbes de
corante, determinando o modelo cinético que o represente;

e Caracterizar toxicologicamente os corantes antes e ap6s 0
tratamento enzimatico, através de testes de toxicidade aguda,
frente aos organismos: Daphnia magna, Vibrio fischeri e
Euglena gracilis, e testes de toxicidade crbnica, frente ao
microcrustaceo Daphnia magna.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Industria Téxtil

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria Téxtil e de
Confecgdo (ABIT, 2012), a indlstria téxtil € o segundo maior
empregador da inddstria de transformacdo no Brasil, perdendo apenas
para alimentos e bebidas (juntos), e representa 16,4% dos empregos e
5,5% do faturamento da Industria de Transformacdo. Existem cerca de
30 mil empresas formais em todo o Pais; sendo este o quarto maior
parque produtivo de confec¢do do mundo e o quinto maior produtor
téxtil.

Santa Catarina é o segundo maior polo téxtil e do vestuario do
Brasil. Neste polo, estd estabelecida a maior empresa brasileira
fabricante de camisetas de malha e a segunda maior do mundo, sendo,
também, o maior produtor de linhas para croché e fitas elasticas da
América Latina, destacando-se na producdo de artigos de cama, mesa e
banho. A regido do Vale do Itajai e o Norte catarinense se destacam no
segmento téxtil bem como no de confeccdes. Neste Gltimo, acrescenta-
se também a regido Sul de Santa Catarina (FIESC, 2011).

A inddstria téxtil cresceu muito nos ultimos anos e apresenta
significativa importancia para a economia do Brasil, com geragdo de
riquezas e empregos. Porém, ela se destaca, também, pelo elevado
consumo de &gua e pela geracdo de grandes volumes de efluentes, os
guais, quando ndo corretamente tratados, podem causar sérios
problemas de contaminacdo ambiental (FREIRE; FREITAS, 2010;
KUNZ et al., 2002).

3.1.1 Efluentes Téxteis

De acordo com Forgiarini (2006), do ponto de vista ambiental, a
indUstria téxtil apresenta grande potencial de poluicdo, dado o elevado
consumo de corantes durante a etapa de tingimento, e ao consumo de
aditivos (ligantes, fixadores, antiespumantes, espessantes, amaciantes,
resinas, antiestaticos, antichamas e antifungos) durante as etapas de pré-
tingimento e armazenagem.

A Industria Téxtil é uma das grandes geradoras de poluicdo
através de seus efluentes aquosos altamente coloridos (GONCALVES,
2007). Os efluentes provenientes dessa indistria apresentam, além de
elevados niveis de coloracéo, alta demanda quimica de oxigénio (DQO)
e solidos suspensos. Dentre estes, o problema da coloragéo, em especial,
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tem atraido a atencdo de pesquisadores, ambientalistas e governos
(FORGIARINI, 2006).

Quando ndo tratados adequadamente, os efluentes téxteis podem
modificar o ecossistema, diminuindo a transparéncia da agua e a
penetracdo da radiacdo solar, o que pode modificar a atividade
fotossintética e a solubilidade dos gases (ZANONI; CARNEIRO, 2001).

A implementacdo de Leis e Normas Ambientais cada vez mais
restritivas, e a criagdo de mercados cada vez mais competitivos vem
exigindo que as empresas sejam mais eficientes do ponto de vista
produtivo e ambiental, ou seja, 0 aumento da producgdo industrial devera
estar aliado a um menor gasto de insumos e menor geracéo de poluentes
(FREIRE e FREITAS, 2010).

Os principais compostos recalcitrantes presentes no efluente
téxtil sdo representados pelos corantes sintéticos, entreos quais , 0S
corantes azo sao considerados os mais prejudiciais devido ao seu carater
mutagénico e carcinogénico (KUNZ et al., 2002).

3.1.2 Corantes Téxteis

A origem dos corantes téxteis € incerta, mas ha indicacdes de
seu uso pelo homem desde os primordios das civilizagBes. Sua presenga
foi detectada em amostras de tecidos de tumbas egipcias e antigos
hieroglifos datados de 2500 a.C (ZANONI; CANEIRO, 2001).

Atualmente, mais de 90% dos corantes empregados sao
sintéticos. A maior parte dos corantes fabricados vai para a inddstria
téxtil; mas as indUstrias de artefatos de couro ou de papel, indUstrias
alimenticias, de cosméticos, tintas e plasticos também sdo usuarios
importantes (ALMEIDA, 2006).

A molécula do corante utilizada para tingimento da fibra téxtil
pode ser dividida em duas partes principais, o grupo cromdforo,
responsavel pela cor, e o grupo funcional que permite a fixacdo nas
fibras do tecido (DURAN; ESPOSITO, 2000; KUNZ et al., 2002).

Existem varios grupos cromoforos utilizados atualmente na
sintese de corantes, como: antraquinona, nitro e azo. No entanto, o
grupo mais representativo e largamente empregado pertence a familia
dos azocorantes, grupo caracterizado por apresentarem um ou mais
grupamentos —N=N - ligados a aromaticos (KUNZ et al., 2002;
VASQUES, 2008).
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3.1.2.1 Classificagéo dos Corantes téxteis

A classificacdo dos corantes quanto a sua fixacdo na fibra,
segundo Guarantini e Zanoni (2000) é dada por:

e Corantes Reativos - sdo corantes contendo um grupo
eletrofilico (reativo) capaz de formar ligacdo covalente com
grupos hidroxila das fibras celuldsicas, com grupos amino,
hidroxila e tidis das fibras proteicas, e também com grupos
amino das poliamidas. Existem numerosos tipos de corantes
reativos, porém os principais conttm o grupamento azo e
antraquinona como grupos cromoforos e 0s grupos
clorotriazinila (clorotriazina) e sulfatoetilsulfonila (vinilsulfona)
como grupos reativos. Neste tipo de corante, a reacdo quimica
se processa diretamente através da substituicio do grupo
nucleofilico pelo grupo hidroxila da celulose
Este grupo de corantes apresenta como caracteristica uma alta

solubilidade em &gua e o estabelecimento de uma ligacdo covalente
entre o corante e a fibra, cuja ligacdo confere maior estabilidade na cor
do tecido tingido quando comparado a outros tipos de corante, em que 0
processo de coloracdo se opera através de ligagcdes de maior intensidade.

e Corantes Diretos - Este grupo de corantes caracteriza-se como
compostos sollveis em agua capazes de tingir fibras de celulose
(algodao, viscose, etc.) através de interacGes de Van der Waals.
A afinidade do corante é aumentada pelo uso de eletrdlitos, pela

planaridade na configuracdo da molécula do corante ou a dupla ligacdo
conjugada que aumenta a adsorcdo do corante sobre a fibra. Esta classe
de corantes é constituida, principalmente, por corantes contendo mais de
um grupo azo (diazo, triazo e etc.) ou pré—transformados em complexos
metalicos.

e Corantes Acidos - O termo corante &cido corresponde a um
grande grupo de corantes anibnicos portadores de um a trés
grupos sulfénicos. Estes grupos substituintes ionizaveis tornam
o0 corante solivel em &gua, e tém importancia fundamental no
método de aplicacdo do corante em fibras proteicas (14, seda) e
em fibras de poliamida sintética. No processo de tintura, o
corante previamente neutralizado (solucdo contendo cloreto,
acetato, hidrogenossulfato, etc.) se liga a fibra através de uma
troca ibnica envolvendo o par de elétrons livres dos grupos
amino e carboxilato das fibras proteicas, na forma néo-
protonada. Estes corantes caracterizam-se por substancias com
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estrutura quimica baseada em compostos azo, antraquinona,

triarilmetano, azina, xanteno, quetonimina, nitro e nitroso, que

fornecem uma ampla faixa de coloragéo e grau de fixacéo.

e Corantes de Enxofre - E uma classe de corantes que, apds a
aplicacdo, se caracterizam por compostos macromoleculares
com pontes de polissulfetos (- Sn-), os quais sdo altamente
insolUveis em agua. Em principio, sdo aplicados apds pré-
reducdo em banho de ditionito de sédio, o que lhes confere a
forma soldvel, sdo reoxidados, subsequentemente, sobre a fibra
pelo contato com ar. Estes compostos tém sido utilizados,
principalmente, na tintura de fibras celuldsicas, conferindo
cores preta, verde oliva, azul marinho e marrom, apresentando
boa fixagéo. Entretanto, estes corantes, usualmente, apresentam
residuos altamente toxicos.

e Corantes Azobicos - Sdo compostos coloridos, insollveis em
agua, que sdo, na realidade sintetizados sobre a fibra durante o
processo de tingimento. Neste processo, a fibra é impregnada
com um composto soltvel em agua, conhecido como agente de
acoplamento (e.g. naftol), que apresenta alta afinidade por
celulose. A adi¢do de um sal de diazdnio (RN2 +) provoca uma
reacdo com o agente de acoplamento ja fixado na fibra e produz
um corante insoldvel em agua.

O fato de usar um sistema de producdo do corante diretamente
sobre a fibra, através da combinagdo de um corante precursor sem
grupos sulfénicos e a formacdo de um composto solivel, permite um
método de tingimento de fibras celuldsicas (especificamente alongadas)
com alto padrdo de fixagdo e alta resisténcia contra luz e umidade.

Corantes azoicos compreendem uma importante classe de com-
postos organicos sintéticos. Representam cerca de 50% da producédo
mundial de corantes e sdo amplamente utilizados em diferentes tipos de
indastrias, tais como curtumes, industrias téxteis, alimenticias, de
cosméticos e de papel, sendo a indlstria téxtil o maior consumidor
(SLEIMAN et al., 2007).

3.2 Tratamento de Efluentes/Corantes Téxteis

A industria téxtil tem sido alvo de muitas pesquisas,
principalmente, no que concerne ao tratamento de seus efluentes.
Efluentes téxteis apresentam alta complexidade, pois possuem diferentes
composicBes fisicas e quimicas, grande diversidade de corantes
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sintéticos e distintas potencialidades de toxicidade, tornando-os um dos
mais dificeis de tratamento e um dos mais poluentes (MARTINS et al.,
2011).

Na grande maioria das vezes, esta¢cBes convencionais de
tratamento bioldgico de efluentes possuem remocdo insuficiente de
corantes, uma vez que sdo substancias organicas nao biodegradaveis.
Desse modo, a remocgdo necessaria da matéria organica e da cor, para
atendimento da legislacdo ambiental, exige a implantacdo de unidades
de tratamento mais caras, tais como floculagdo-precipitacdo, adsorcéao
em carvao ativado, evaporacdo, oxidacdo quimica, combinados ou nédo
ao processo bioldgico. Entretanto, muitas dessas tecnologias somente
transferem o corante de fase, ndo resolvendo essencialmente o problema
(MARCELINO et al., 2103). Apesar destes sistemas apresentarem uma
eficiéncia relativamente alta, apresentando bons resultados na reducédo
carbonéacea e permitindo a remogéo de, aproximadamente, 80% da carga
de corantes, eles tém como inconveniente a alta produgdo de lodo, a
necessidade de disponibilizacdo de grandes areas para implantacdo do
processo de tratamento e de aterros sanitarios industriais para disposi¢do
do lodo. O problema relacionado com o acimulo de lodo torna-se
critico, uma vez que o teor de corantes adsorvido é bastante elevado,
impedindo qualquer possibilidade de reaproveitamento. Diante do
conhecimento do perigo potencial que esses efluentes téxteis apresentam
para 0 meio ambiente, faz-se necessario o desenvolvimento de processos
alternativos e eficientes de tratamento. (KUNZ et al.,2002;
HASSEMER; SENS, 2002).

De acordo com Chacko e Subramaniam (2011), a remocao de
cor, especialmente a partir de efluentes téxteis, tem sido um grande
desafio ao longo das uUltimas décadas, pois, até agora ndo existe um
tratamento Unico e economicamente atraente que pode efetivamente
descorar esses efluentes. Sendo assim, o estudo e desenvolvimento de
processos alternativos e de alta eficiéncia para o tratamento de efluentes
industriais é de extrema importancia (KUNZ et al., 2002; SILVA et al.,
2012).

3.2.1 Tratamento de Efluentes/Corantes Téxteis por Processos
Enzimaticos

A utilizacdo de enzimas no tratamento de efluentes téxteis,
comparados aos processos ditos convencionais, oferece, como principais
vantagens, a aplicacdo a compostos toxicos ou recalcinantes e a
operacionalidade em faixas mais amplas de concentragdo de
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contaminantes, de pH, de temperatura ou de salinidade. Outras
vantagens sdo a auséncia de producdo de biomassa, a ndo ocorréncia de
variagbes bruscas da carga organica e a auséncia de periodo de
aclimatacdo (FORGIARINI, 2006, ANSELMO et al., 2008). Couto e
Toca-Herrera (2006) destacam que a procura de tecnologias de oxidacéao
eficientes e verdes aumentou o interesse na utilizacdo de enzimas para
substituir os convencionais métodos néo bioldgicos.

Recentemente, a abordagem enzimética tem atraido muito
interesse na descoloracdo/degradacdo de corantes téxteis e outros
corantes industrialmente importantes de &guas residuais (HUSAIN,
2006). O’Brien e O’Fagain (2000) destacam que a abordagem
enzimatica tem muitas vantagens em relacdo aos procedimentos
convencionais (tais como extragdo por solventes e adsor¢do em carvdo
ativado), que séo eficazes mas que demandam alto custo, incompleta
purificacdo, a formacdo de subprodutos perigosos e aplicabilidade
apenas a uma gama de concentracdo limitadas.

A maior parte dos processos de degradacdo de poluentes
orgénico envolve reacGes de oxidacdo, sendo entdo natural que as
enzimas ligadas a esta classe despertem um interesse especial por parte
dos pesquisadores (ANSELMO et al., 2008).

3.3 Enzimas

Enzimas sdo catalizadores biolégicos que aumentam a
velocidade das reagdes quimicas ao diminuirem a energia de ativagdo.
As enzimas sd0, em sua maioria, proteinas. Essas proteinas sao
formadas por sequéncias de aminoacidos unidos por ligacGes peptidicas.
A variedade de aminodcidos existentes e sua combinagdo s&o
responsaveis pela grande diversidade das enzimas.

As enzimas, como catalisadores bioldgicos, apresentam diversas
vantagens relativas aos seus congéneres quimicos, em particular a régio-
e estéreo-seletividade que conduzem a formacdo que produtos
enantiomericamente puros. Estes biocatalisadores sdo também eficientes
do ponto de vista energético, pois operam a temperaturas e pressoes
moderadas (CABRAL et al., 2003).

De acordo com Devlin (2011) as enzimas sdo catalisadores
eficientes, que atuam ndo s6 aumentando a velocidade de converséo de
substrato em produto, mas também reconhecendo uma estrutura quimica
especifica na presenca de estruturas semelhantes, para produzir um
produto especifico.
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3.3.1 Classificagdo das Enzimas

Em 1883 para a designacao de enzimas, o Duclaux propds o uso
do sufixo “ase” para acrescentar a um termo que designa a substancia a
gual atua esta enzima. Esta é a base de um sistema de nomenclatura
usado até hoje (CABRAL et al., 2003).

Em 1961, a comissdo para enzimas (Enzyme Commission —
EC) da Unido Internacional de Bioquimica estabeleceu uma
classificacdo e nomenclatura de enzimas, que desde entdo, tém sido
regularmente revisadas (CABRAL et al., 2003).

As enzimas sdo divididas em seis grupos, de acordo com o tipo
de reacdo que catalisam, conforme a tabela 1. Cada um desses grupos é
ainda subdividido em classes e subclasses, numeradas de tal forma que
cada enzima possa ser identificada sem ambiguidade (BORZANI et al.,
2001).

Tabela 1. Nomenclatura e classificacéo das enzimas

1° digito Classe da enzima Tipo de reacdo catalisada

1 Oxido-redutase Reacdo de oxi-reducdo

2 Transferase Transferéncia de 1 atomo ou
grupo entre moléculas

3 Hidrolase Reacdes de hidrolise

4 Liase Remocdo de um grupo de
uma molécula (sem ser por
hidrélise)

5 Isomerase Reacdes de isomerizacdo

6 Ligase Reacbes de sintese acopladas
a hidrolise de 1 molécula de
ATP

Cada enzima possui um codigo que contém 4 elementos
precedidos das letras EC. O primeiro digito indica a classe a qual a
enzima pertence, e 0s seguintes referem-se respectivamente a subclasse,
subsubclasse e ao ordenamento da enzima dentro da categoria
(CABRAL et al., 2003).

3.3.2 Peroxidases
As peroxidases sdo hemoproteinas  produzidas por

microrganismos e por plantas que catalisam rea¢fes de oxidacdo e
requerem a presenca de perdxidos, como o perdxido de hidrogénio.
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Incluem-se neste grupo a peroxidase de rabano silvestre (Horseradish
peroxidase - HRP) de origem vegetal e as lignina-poroxidases (LiP), as
cloro-peroxidases (CPO) e as manganés-peroxidases (MnQ) que séo, em
geral, de origem fdngica, geralmente dos fungos classificados como
fungos de decomposicdo branca (ANSELMO et al., 2008). A fonte
comercial mais utilizada de peroxidase é a raiz forte, que é geralmente
cultivada e colhida em paises de clima frio (MACIEL et al., 2006).

A peroxidase de raiz forte ou a HRP (EC 1.11.1.7) € a
peroxidase vegetal mais conhecida e melhor caracterizada até o
momento. E uma glicoproteina heme que contém ferro (l11)
protoporfirina IX como o grupo prostético e possui massa molecular de
40000 g/mol (DUNFORD, 1999; MONTIBELLER, 2012). A estrutura
da enzima esta apresentada na Figura 1.

Figura 1. A) Grupo prostético heme das peroxidases; B) Estrutura
tridimensional da HRP mostrando o grupo heme (de cor vermelha) no sitio ativo
da molécula entre dois atomos de célcio (esferas azuis).

A B

Fonte: VEITCH, 2004.
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O ciclo catalitico da HRP ocorre por meio de um mecanismo
complexo em trés etapas, conforme apresentado na Figura 2. Na
primeira etapa, a enzima nativa na forma férrica é oxidada por H,0,
formando um composto oxidado intermediario (Composto-1) na forma
oxi-ferril. Na segunda etapa a forma oxidada da enzima (Composto-1) é
entdo reduzida a sua forma nativa (Composto-Il) pela transferéncia de
um elétron do substrato (ex: lignina) formando um radical livre. Na
terceira etapa a transferéncia de elétron de uma molécula de substrato
para enzima faz com que esta retorne a sua forma inicial. O (composto
1) refere-se a forma inativa da enzima (NICELL; WRIGHT, 1997;
SCHMITT, 2010; FORGIARINI; 2006).

Os radicais livres formados durante o ciclo séo reativos e
tendem a iniciar uma reacdo espontdnea, em cadeia, em que as
moléculas aromaticas sdo ligadas formando um produto poliaromatico
com solubilidade reduzida (2AHe — A;H,s ), 0 que explicaria a
precipitacdo do corante pela acdo de peroxidases (SILVA, 2012).

Figura 2. Ciclo catalitico da peroxidase.

H»:UU
o3t (cumpnsl‘u I)
RH
R
RH Fet
(cumpnsmlljﬁ» Fe?* (composto IIT)

exc,
H,0,

Fonte: FORGIARINI, 2006.
3.3.2.1 Peroxidases no Tratamento de Corantes Téxteis

A baixa especificidade e o alto potencial redox das peroxidases
permitem 0 seu uso na degradagdo de muitos compostos poluentes
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organicos, como compostos aromaticos organoclorados, corantes
sintéticos, pesticidas, residuos industriais das refinarias de petroleo e da
indUstria de polpa e de papel, dentre outros (ANSELMO et al., 2008).
De acordo com Bhunia et al. (2001) a peroxidase de rabano (HRP) é
conhecida por degradar certos compostos organicos recalcitrantes, como
fendis e fendis substituidos.

Bhunia et al. (2001) mostraram pela primeira vez que a HRP ¢
eficaz em degradar e precipitar corantes azo6icos industrialmente
importantes. A HRP mostrou especificidade para uma larga variedade
de corantes azo: azul remazol, violeta remazol, azul cibacron, vermelho
cibacron e violeta cristal.

Os estudos de Mohan et al. (2005) e Maddhinni et al. (2006)
mostraram a capacidade da enzima HRP em degradar corantes na fase
aquosa. Ambos os estudos investigaram a remocdo de corantes
catalisada por HRP extraida a partir de raizes de rabano. Mohan et al.
(2005) utilizaram um azo corante acido (Acid Black 10 BX) e o
Maddhinni et al. (2006) utilizaram o corante direto amarelo 12.

Forgiarin (2006) avaliou o potencial da enzima HRP, para a
descoloragdo dos corantes: Turqueza Remazol G 133%, Azul Lanaset
2R e Preto Remazol B e de um efluente téxtil. Os percentuais de
reducdo de cor encontrados foram de 59% em 45 min para corante
Turqueza Remazol G 133%, 94% em 5 min para o Azul Lanaset 2R, o
corante Preto Remazol B ndo apresentou descoloracdo superior a 10% e
para o efluente téxtil obteve-se uma redugdo de cor de 52%.

Silva (2008) realizou o descoramento dos corantes téxteis: Azul
Drimaren X-3LR (DMBLR), Azul Drimaren X-BLN (DMBBLN),
Rubinol Drimaren X-3LR (DMR) e Azul Drimaren CL-R (RBBR)
utilizando a enzima HRP, os percentuais de descoramento alcangados
foram de 99, 77, 94 e 97%, respectivamente.

Silva et al. (2010) utilizaram HRP extraida de nabo (Brassica
campestre ssp. rapifera) para avaliar o grau de remogdo de cor de
efluentes sintéticos. Os corantes reativos Turqueza Remazol G 133%
(CTR) e Remazol Brilliant Blue (RBBR) na concentra¢do de 50 mg/L
apresentaram descoloracao de 37 e 58%, respectivamente. A remogao da
cor de uma tricomia de corantes reativos contendo Remazol Brilliant
Blue R, Remazol Vermelho Ultra (RVU) e Remazol Brilliant Orange 3R
na concentragao total de 50 mg/L foi de 40%.

Zhang et al. (2012) utilizaram HRP industrializada na
degradacdo do corante Orange Il atingindo degradacdo de 95,8%. Os
estudos realizados por Jamal et al. (2011) utilizando peroxidases de
diferentes fontes indicam que os sistemas com estas enzimas podem ser
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criados para descolorir um amplo espectro de corantes téxteis e ndo-
téxteis, e misturas de corantes sob diversas condices.

3.3.2.2 Condicdes Otimas da Atividade da Enzima HRP

O desempenho da reagdo catalisada por HRP para a remocéo do
corante é dependente do tempo de reacdo, concentracdo de corante,
concentracdo de enzima, concentracdo de H,0O, e pH da fase aquosa
(MOHAN et al., 2005)

Diferentes estudos indicam diferentes condi¢bes 6timas para
remocdo de cor de corantes téxteis utilizando a enzima HRP. As
condi¢des 6timas para degradacgdo de azo corantes por HRP encontradas
por Mohan et al. (2005) foram pH 2, tempo de 90 min, concentracdo de
peroxido de hidrogénio de 0,6 pL/L e concentragdo de enzima de 4,41
U/mL.

Nos estudos de Bhunia et al. (2000), a atividade 6tima da
enzima ocorreu em pH 2,5.

As condicBes Otimas de atuacdo da enzima HRP encontradas
por Forgiarin (2006) para o corante Turqueza Remazol G 133% foram:

pH na faixa de 4,0 a 5,0, quantidade de en2|ma de 5x1073 mL de
enzima/mL de solugdo (29,85 U/mL), 2x10 mmol/L de HO

concentracao de corante de 100 mg/L e temperatura de 30°C.

As melhores condigdes reacionais encontradas por Silva (2008)
para os corantes estudados (Azul Drimaren X-3LR, Azul Drimaren X-
BLN, Rubinol Drimaren X-3LR e Azul Drimaren CL-R) foram:
concentracdo do corante: 120 mg/L, temperatura: 35 °C, concentracdo
de H,0,: 0,55 mM e tempo de reacdo: 1 hora.

Zhang et al. (2012) encontraram como condic¢Bes Gtimas de
descoloramento do corante Orange Il pela enzima HRP: pH 9,0, tempo
de reag¢do 40 min, HRP 0,80 U / mL, e 0,70 mM de H,0..

3.3.2.3 Toxicidade dos Efluentes/Corantes Tratados com a Enzima
HRP

Silva (2008) avaliou a toxicidade dos corantes Azul Drimaren
X-3LR (DMBLR), Azul Drimaren X-BLN (DMBBLN), Rubinol
Drimaren X-3LR (DMR) e Azul Drimaren CL-R (RBBR) antes e apds o
tratamento enzimatico utilizando Daphnia pulex e Artemia salina como
bioindicadores de toxicidade. Os resultados toxicol6gicos utilizando
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Daphnia pulex ndo foram conclusivos, indicando que esse bioindicador
ndo foi adequado para avaliar a toxicidade dos corantes estudados. Nos
experimentos com a Artemia salina foi possivel observar uma reducédo
da toxicidade para os corantes DMBLR, DMR e RBBR ap06s tratamento
enzimatico, e um aumento da toxicidade ndo significativo para o corante
DMBBLN.

Forgiarin (2006) avaliou a toxicidade, antes e ap6s o tratamento
enzimatico, por HRP, de corantes e de um efluente téxtil, empregando-
se 0s microcrustaceos Artemia salina e Daphnia magna e o teste de
inibicdo do crescimento da raiz de cebola (Allium cepa). A avaliacdo da
toxicidade dos corantes téxteis evidenciou uma toxicidade mais elevada
apos o tratamento enzimatico. A toxicidade do efluente téxtil apresentou
uma reducdo apds o tratamento enzimatico, frente a todos os testes
avaliados.

Os resultados dos estudos citados acima mostraram que 0 uso
de um processo de tratamento enzimatico utilizando a enzima HRP é
uma abordagem viavel para a degradacdo de muitos corantes téxteis,
entretando as condigdes Gtimas encontradas sdo bastante divergentes e
ndo se tem um consenso sobre o grau de toxicidade dos produtos
resultantes deste tratamento enzimatico.

3.4 Ecotoxicologia Aquatica
3.4.1 Historico e Conceitos

A preocupacdo com a presenca e a deteccdo de agentes tdxicos
em ecossistemas aumentou drasticamente nos Gltimos anos,
principalmente no ambiente aquatico. A contaminacdo aquética por
muito tempo foi avaliada utilizando somente as analises quimicas como
ferramenta, mas muitos anos de experiéncia demonstraram a
inadequacéo de tal abordagem (MARTINS et al., 2007).

Diante disto, foram desenvolvidos os estudos a respeito dos
efeitos causados por substancias quimicas aos organismos vivos. Estes
estudos tém sido chamados por alguns autores de toxicologia aquatica
e/ou ecotoxicologia, € 0s ensaios tém sido chamados de testes
toxicoldgicos, testes ecotoxicoldgicos, testes de toxicidade aquatica ou
ainda de bioensaio ou ensaios biol6gicos.

Os primeiros testes de toxicidade com efluentes industriais
foram realizados entre 1863 e 1917, porém somente na década de 1930
foram implementados alguns testes de toxicidade aguda com
organismos aquéticos, com o objetivo de estabelecer a toxicidade de
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substancias quimicas e despejos liquidos (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006).

Segundo Rand, Wells e McCarty (1995) a ecotoxicologia é
muitas vezes utilizada de forma equivocada como sindénimo de
Ecotoxicologia ambiental. Enquanto a ecotoxicologia ambiental engloba
aos efeitos de compostos quimicos ambientais e outros agentes sobre 0s
seres humanos, a ecotoxicologia estuda os efeitos desses compostos
sobre ecossistemas e seus componentes ndao humanos (AZEVEDO;
CHASIN, 2009; RAND, WELLS; MCCARTY, 1995).

A ecotoxicologia é uma ciéncia jovem em comparacdo com a
toxicologia nos mamiferos. Enquanto o objetivo da toxicologia para 0s
mamiferos é a de proteger 0s seres humanos da exposicéo a substancias
toxicas e materiais em concentracdes que sdo, ou podem estar,
associadas a efeitos adversos, 0 objetivo da ecotoxicologia é proteger as
populacdes e comunidades de vérias espécies da exposicdo a diversas
substancias téxicas em concentracdes que sdo, ou podem estar,
associadas a efeitos adversos (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995).

A ecotoxicologia apresenta-se como uma  ciéncia
multidisciplinar que engloba varias areas de estudo, principalmente
ecologia, biologia e quimica (organica, analitica e bioquimica), mas
também anatomia, genética, fisiologia, microbiologia, ciéncias dos
solos, das aguas e atmosféricas, epidemiologia, matematica, estatistica,
fisica e direito (PERIN, 2005; RUBINGER, 2009).

De acordo com PERIN (2005) a ecotoxicologia é uma ciéncia
que procura dar respostas as perguntas que surgem quando se tenta
prever o destino da qualidade de vida humana ante o impacto dos
compostos tdxicos provenientes da atividade antropica. PRITCHARD
(1993) destaca que desde a sua criacdo, a toxicologia aquética tem
proporcionado uma visdo critica sobre o estado do meio ambiente e tem
servido como alerta aos perigos potencialmente causados por poluentes
ambientais.

Martins et al. (2007) e Costa et al. (2008) destacam que a
utilizacdo de métodos bioldgicos para a avaliagdo da contaminacdo
aquéatica tem se mostrado uma alternativa importante, uma vez que
somente com as analises quimicas ndo é possivel avaliar o potencial de
risco ambiental dos contaminantes. Magalhdes e Pereirdo Filho (2008)
afirmam que somente os sistemas bioldgicos (organismos ou partes
deles) podem detectar os efeitos toxicos das substancias.

Os parametros de soma, utilizados nas andlises quimicas, como
DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) e COT (Carbono Organico Total) contribuem de forma



48

restrita na caracterizacdo quimica das daguas, pois estas analises
abrangem diferentes grupos de substdncias com caracteristicas e
comportamentos quimicos semelhantes, entretanto ndo permitem
distinguir as substancias individuais e nem avaliar os efeitos das
substancias sobre os seres vivos (KNIE; LOPES, 2004). Estas analises
fornecem apenas parte do conhecimento necessario para avaliar o
potencial toxico de poluentes. (FENT, 2003).

Do ponto de vista analitico e econémico seria inviavel a
determinacdo quimica de todas as substancias presentes num efluente
industrial, visto que sdo amostras de natureza quimica complexa,
constituidos por uma grande variedade de substancias quimicas. Mesmo
com a identificacdo e a quantificacdo dessas substincias ndo seria
possivel estimar os efeitos que elas apresentam sobre a biota, pois a
atividade bioldgica de uma substancia pode depender de suas interagdes
com os outros componentes do efluente. Até mesmo a combinacdo de
substancias ndo tdxicas isoladamente podem, em conjunto, afetar as
condicdes de vida dos organismos (COSTA et al., 2008; RUBINGER,
2009).

Por ndo haver uma necessaria relacdo entre os valores de
parametros fisico-quimicos e avaliagBes de toxicidade, é de fundamental
importdncia a realizacdo de ensaios de toxicidade, presentes na
legislagdo e ainda ndo adicionados na grade analitica na maioria das
empresas (CUBAS; MORAES 2011). No estudo realizado por Cubas e
Moraes 2011, as amostras de efluentes que apresentaram valores dos
parametros fisico-quimicos adequadas as legislacfes ambientais, foram
as que apresentaram maior fator de toxicidade. COSTA et al. (2008)
enfatizam que os testes de toxicidade ndo substituem as analises
quimicas tradicionais, pois possuem funcgdes distintas e complementares.
Enquanto as andlises quimicas identificam e quantificam as
concentracdes das substancias tdxicas, os testes de toxicidade avaliam o
efeito dessas substancias sobre sistemas bioldgicos. Além das
propriedades fisico-quimicas das substancias, deve-se considerar a
magnitude, a duracéo e a frequéncia da exposi¢do, as vias de introdugdo
e a suscetibilidade dos organismos (AZEVEDQ; CHASIN, 2009).

Os testes de toxicidade, segundo Rodrigues et al. (2009),
apresentam-se como ferramentas importantes em estudos ambientais
devido as limitacOes existentes nos estudos baseados em evidéncias
puramente quimicas, das quais destacam-se: a elevada variedade de
substancias presentes em efluentes liquidos, baixa capacidade de
detecgdo analitica e as interferéncias pelos fenbmenos quimicos de
antagonismo e sinergismo que dificultam, sobretudo no processo de
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interpretacdo de resultados. Cubas e Moraes (2011) destacam que a
principal vantagem dos ensaios de toxicidade com relacdo as analises
guimicas estd no fato de que os testes de toxicidade levam em
consideragdo as interagdes dos compostos e/ou efluentes analisados
entre si e com 0 meio ambiente.

De acordo com Knie e Lopes (2004) e Rodrigues et al. (2009)
algumas substancias podem produzir efeitos toxicos em niveis inferiores
aos limites de deteccdo analitica. Sendo assim, evidéncias bioldgicas,
ecotoxicoldgicas, quimicas, fisicas e fisico-quimicas devem ser
empregadas de forma integrada, para a obtencdo de informacdes
objetivas, que subsidiem as decisfes nas ac¢fes de protecdo do meio
ambiente. Rodrigues et al. (2009) destaca que os testes ou ensaios de
toxicidade sdo instrumentos da area de Ecotoxicologia, que devem ser
utilizados para a integracdo de dados bioldgicos, quimicos e fisico-
guimicos.

Os testes de ecotoxicidade podem ser utilizados para
demonstrar a probabilidade de toxicidade de uma fonte de poluigéo para
a biota dentro de um corpo de &gua receptor. Baseando-se no
pressuposto de que se um agente é tdxico para uma ou mais espécies em
um sistema de teste, é provavelmente tdéxico para importantes
componentes do ecossistema e, portanto, capaz de causar impacto
ambiental negativo (MAGALHAES; PEREIRAO FILHO, 2008). De
acordo com Knie e Lopes (2004) os bioensaios permitem dedugdes
indiretas sobre o potencial toxico de substancias para 0 meio ambiente e,
com muita cautela, do seu perigo para 0 homem.

A ecotoxicologia representa uma ferramenta poderosa para
advertir sobre a contaminagdo dos ambientes aquaticos e o0
comprometimento da manuten¢do da vida aquatica (MAGRIS et al.,
2006).

Para Brentano (2006) considera-se como objetivos da
ecotoxicologia avaliar a toxicidade de poluentes em laboratério e no
meio ambiente; compreender os mecanismos de acdo de substancias
toxicas e avaliar o risco que substancias ou compostos quimicos toxicos
apresentam para 0 meio ambiente.

De acordo com Gomes (2007) os objetivos dos estudos de
ecotoxicidade, incluem:

- comparagdo de sensibilidade especifica de varios organismos aos
mesmos poluentes;

- determinacdo dos efeitos estimulantes ou inibidores de diferentes
substancias e efluentes;

- avaliagdo da bioacumulag&o de substancias;
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- avaliacdo da biodegradacéo de substancias e de efluentes;
- hierarquizacao de poluentes ou fontes de poluigdo prioritarias;
- monitorizagdo da qualidade das aguas.

Knie e Lopes (2004) atribuem, ainda, as seguintes utilizacGes
para os testes ecotoxicoldgicos:

- avaliacdo do risco potencial de substancias quimicas ao meio
ambiente;

- fiscalizacdo de efluentes;

- licenciamento de produtos quimicos;

- avaliacdo dos efeitos causados por acidentes com produtos quimicos;

- controle da eficiéncia de estacdes de tratamento de &guas residuarias;

- identificac&o de fontes poluidoras;

- investigacdo de sinergismos e antangonismos de substancias;

- avaliagdo, por meio de eluatos, de solos contaminados;

- avaliacdo, por meio de eluatos, da aptiddo de residuos sdlidos para
disposi¢do em aterros.

Perin (2005) destaca que os ensaios de toxicidade sdo
ferramentas Uteis, que permitem determinar uma relacdo causa-efeito,
mas como todos os testes tem suas limitacdes, ndo sdo, no geral,
suficientemente realistas, pois os resultados obtidos séo validos somente
sob condi¢des ambientais utilizadas em laborat6rio e ndo nos permitem
estender as conclusdes a outras espécies ou a outros sistemas naturais
complexos existentes no meio ambiente. Em testes de toxicidade em
laboratério a bioacumulagdo em cadeias alimentares ndo € considerada e
os efeitos sobre as populagdes ou respostas da comunidade podem
diferir daqueles apresentados no meio ambiente (FENT, 2003). O fato
dos testes serem executados em ambiente artificial, como um
laboratério, ndo permite, sob avaliacdo cientificamente correta,
extrapolar os resultados diretamente ao ecossistema, ficando restrito
unicamente ao organismo-teste especifico e as condicfes que levaram ao
resultado do ensaio, as extrapolagdes devem ser feitas com cautela
(KNIE; LOPES, 2004).

Segundo Silva (2002) ja foi evidenciado na literatura que o0s
organismos-teste reagem de forma diferente para um mesmo composto,
em testes realizados em laboratério ou em meio natural, portanto, a
utilizacdo de métodos de ensaio, que se aproximem das condicoes reais,
pode trazer respostas mais precisas do efeito causado ao ecossistema.
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3.4.2 Principios dos Testes Ecotoxicoldgicos

Os testes de toxicidade para avaliar os efeitos causados a(s)
espécie(s) teste consistem na exposicdo dos organismos aquaticos
representativos do ambiente a varias concentracbes de uma ou mais
substancias, ou a fatores ambientais, durante um determinado periodo de
tempo (RUBINGER, 2009).

O grau da toxicidade pode ser avaliado através do efeito que a
dose ou concentracdo de uma certa substancia causard a determinado
organismo num dado intervalo de tempo. Esses efeitos podem ser
classificados em agudos e crénicos de acordo com tempo de exposicao
do organismo teste a substancia (SILVA, 2002).

Os testes de toxicidade podem produzir como resposta uma
variedade de critérios, como o nimero de organismos mortos (ou
sobreviventes), nimero de organismos imoveis, sucesso reprodutivo (de
producdo de ovos e eclodibilidade), caracteristicas do corpo
(comprimento e peso), condicdo de 6rgdos, numero de anormalidades
teratogénicas ou incidéncia de tumores, inducdo ou inibigao da atividade
de enzimas, e nimero e abundancia de espécies em uma comunidade
ecoldgica (RAND; WELLS; McCARTY, 1995)

3.4.3 Testes de Toxicidade Aguda

Devido a facilidade de execugdo, curta duragdo e baixo custo,
0s ensaios de toxicidade aguda foram o0s primeiros a serem
desenvolvidos e, portanto, constituem a base de dados ecotoxicolégicos
(RUBINGER, 2009).

Os testes de toxicidade aguda sdo utilizados para determinar a
toxicidade relativa de uma amostra sobre um organismo aquatico
selecionado mediante a exposicdo de curto prazo a varias concentracoes
da substancia em estudo. O tempo de exposicao geralmente compreende
24-48h (dependendo do ciclo de vida do organismo) (BRENTANO,
2006; RAND; WELLS; MCCARTY, 1995; RODRIGUES et al., 2009).
Para Rubinger (2009) o intervalo de tempo destes testes, em geral, é de
0a 96 h. O teste agudo com Daphnia magna dura 48 h (ABNT 2004a) e
com o peixe Danio rerio dura 96 h (ABNT 2004b)

Nos testes de toxicidade aguda normalmente o efeito observado
é a letalidade ou outra manifestacdo do organismo que a anteceda, como
0 estado de imobilidade (MAGALHAES:; PEREIRAO FILHO, 2008).
Critérios comuns para determinar os efeitos agudos em peixes séo a
mortalidade, para invertebrados, imobilidade e perda de equilibrio, e
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para algas o crescimento (RAND; WELLS; McCARTY, 1995). Os
efeitos observados nos testes agudos sdo imediatos e geralmente
irreparaveis (KNIE; LOPES, 2004).

Os ensaios agudos sdo, como regra geral, relativamente baratos
e faceis de realizar, por este motivo tém sido muito empregados em
programas de monitoramento de rotina (BRENTANO, 2006;
OLIVEIRA-FILHO et al., 2008). Perin (2005) ressalta que os efeitos
agudos despertam grande interesse em casos de poluicdo causadas por
acidentes.

3.4.4 Teste de Toxicidade Cronica

Na década de 1960, a necessidade de avaliar, mais
acuradamente, o potencial de risco de substancias tdxicas a biota
aquatica em longo prazo proporcionou o desenvolvimento de testes de
toxicidade cronica (RUBINGER, 2009).

Os testes cronicos, de acordo com Brentano (2006) sdo
importantes e complementares aos testes agudos, pois a auséncia de
efeito agudo ndo caracteriza auséncia de efeito sobre a biota. O fato de
gue um produto quimico ndo apresentar efeitos adversos sobre os
organismos aquaticos em teste de toxicidade aguda ndo indica
necessariamente gque nao é toxico para esta espécie e para outras
(RAND; WELLS; MCCARTY, 1995).

Testes de toxicidade cronica permitem a avaliacdo dos possiveis
efeitos adversos da substancia quimica sob condi¢es de exposi¢do em
longo prazo numa concentracdo subletal (RAND; WELLS; MCCARTY,
1995).

A toxicidade cronica corresponde a resposta a um estimulo
prolongado ou continuo, por um longo periodo de tempo, podendo
abranger parte ou todo ciclo de vida do organismo (COSTA;
DALBERTO, 2010; GOMES, 2007; SILVA, 2002). De acordo com
Rand, Wells e McCarty (1995) em um ensaio de toxicidade cronica
completa, 0 organismo teste é exposto a um ciclo inteiro de reproducéo
(ex. ovo de ovo) em, geralmente, cinco concentragdes dos materiais de
teste. De modo geral esses efeitos sdo subletais e sdo observados em
situacBes em que as concentracbes do agente toxico permitem a
sobrevida do organismo, embora afetem uma ou varias de suas fungdes
biologicas, tais como reproducdo, desenvolvimento de ovos,
crescimento e maturacdo (COSTA; DALBERTO, 2010). Os ensaios de
toxicidade crénica mais difundidos mundialmente s&o os com Daphnia
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sp,. com duragdo de 21 dias, e com Ceriodaphnia sp., de 7 dias de
duracdo (ARAGAO; ARAUJO, 2006).

A execucdo de um teste cronico permite revelar um efeito mais
sensivel sobre os organismos, em longo prazo, devido a agentes tdxicos
presentes em pequenas doses e se mostra apropriado quando os testes
agudos ndo revelam toxicidade. A acdo lenta de poluentes sobre a
biocenose é um aspecto importante a ser considerado (BRENTANO,
2006).

3.4.5 Organismos Utilizados

Nos ensaios de toxicidade aquatica para obter resultados
relevantes e ecologicamente significativos ndo apenas o teste
apropriado, mas também, os organismos apropriados devem ser
utilizados (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995).

De acordo com Pritchard (1993) os organismos aquaticos tém
desempenhado papéis importantes como sistemas de alerta e
monitoramento de cargas poluentes no meio ambiente. No entanto, eles
tém potencial para fazer ainda mais, podendo ser utilizados também
como ferramentas essenciais no estabelecimento dos mecanismos
fisioldgicos e bioquimicos da toxicidade.

Seja qual for o organismo teste selecionado estes devem
pertencer a lotes homogéneos e de mesma idade, devendo ser mantidos
em aclimatagdo por uma semana antes do inicio do teste, nas mesmas
condi¢des de dgua e temperatura a serem utilizadas no experimento. Os
organismos devem estar livres de doencas ou malformacdes, nédo
devendo receber tratamento contra doencgas durante o teste ou nas duas
semanas anteriores ao mesmo (RUBINGER, 2009).

Vaérias espécies vém sendo empregadas internacionalmente em
testes de toxicidade, gerando subsidios importantissimos para uma
melhor avaliacio e caracterizacdo dos efeitos agudos e cronicos de
diversos agentes toxicos (MAGALHAES; PEREIRAO FILHO, 2008).

Uma das limitagdes encontradas para o emprego de organismos
vivos como indicadores de toxicidade é a diferenca de sensibilidade
apresentada pelos organismos frente aos compostos quimicos ou
efluentes. Alguns esforgcos tém sido feitos com o objetivo de encontrar
uma espécie de organismo que seja sensivel a todos ou a maior parte dos
compostos quimicos. Porém, tais trabalhos tém mostrado a diferenca
entre as respostas de toxicidade obtidas para um mesmo composto sobre
organismos de espécies diferentes (GOMES, 2007). A sensibilidade das
espécies varia muito entre os diferentes grupos taxondmicos perante as
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mesmas substancias quimicas, e mesmo dentro de um taxon, existem
diferencas considerdveis de sensibilidade entre as espécies (KNIE;
LOPES, 2004).

Normalmente, em decorréncia da diferente sensibilidade das
espécies-testes, varios bioensaios sdo usados paralelamente, em forma
de bateria de testes para aumentar a probabilidade de detectar os efeitos
nocivos das substancias quimicas (KNIE; LOPES, 2004).

Diferentes espécies possuem suscetibilidades diferentes aos
compostos quimicos de acordo com seu aparato metabdlico, com seus
habitos alimentares, seu comportamento, fase de desenvolvimento,
dentre outros aspectos. Organismos estressados em funcdo de exposicao
prévia a outros agentes toxicos também podem ser mais suscetiveis aos
compostos quimicos (SILVA; SANTOS, 2007). Segundo PERIN (2005)
a resposta de um organismo a um agente estressor esta ligada também
ao patriménio genético, as condi¢des de bem-estar no momento da
chegada do estressor e a capacidade de o individuo conseguir se
defender das acdes tdxicas. Individuos jovens e imaturos geralmente séo
mais suscetiveis aos agentes quimicos do que adultos, provavelmente
em funcdo das diferengas no grau de desenvolvimento dos mecanismos
de detoxificacdo (SILVA; SANTO, 2007).

De acordo com Gomes (2007) os fatores ambientais definidos
pelas caracteristicas bioticas e abidticas podem alterar a toxicidade de
compostos quimicos no ambiente aquatico. Os fatores biéticos incluem
o tipo de organismo (alga, inseto ou peixe, etc.), estagio de
desenvolvimento (larva, juvenil, adulto), tamanho, estado nutricional e
de saude e alteragdes sazonais no estado fisiologico. Os fatores abioticos
gue podem atuar modificando a toxicidade incluem todas as
caracteristicas fisicas e quimicas da agua que circunda o organismo
vivo, como a temperatura, o pH, o teor de oxigénio dissolvido na agua, a
salinidade e a dureza, o conteldo de matéria organica e material
particulado em
suspensdo e a velocidade de escoamento da agua.

O efeito toxico de um efluente sobre um organismo de
determinada espécie ndo pode ser simplesmente extrapolado para outras
espécies (GOMES, 2007). Para uma avaliagdo mais adequada
recomenda-se o uso de uma bateria de ensaios que utilizem organismos
representantes de diferentes niveis da cadeia alimentar (GUIMARAES
et al., 2004). De acordo com Umbuzeiro et al. (2010) quanto mais dados
toxicoldgicos forem gerados sobre uma substancia, menores serdo 0s
fatores de incerteza, e, portanto mais precisos os critérios de qualidade
adotados.
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De acordo com Knie e Lopes (2004) os principais critérios na
escolha de um organismo-teste incluem;

- Disponibilidade: O sistema de teste deve estar sempre disponivel, desta
forma, deve ser possivel cultivar ou manter os organismos-teste sob
condicdes controladas no proprio laboratorio;

- Sensibilidade: Os organismos devem ter uma sensibilidade equilibrada
a um largo espectro de substancias. Os organismos hipersensiveis
podem provocar resultados falsos-positivos, causados por fendmenos
ndo relevantes a toxicidade da amostra, como uma eventual mudanca na
temperatura;

- Reprodutibilidade: A reacdo de um sistema bioldgico a uma substancia
nociva deve ser reproduzivel sob as mesmas condicGes;

- Padronizabilidade: As condigdes de cultura ou manejo dos
organismos-teste e 0 método do teste devem ser padronizados, de modo
a permitir realizar o mesmo experimento em outros laboratérios e obter
resultados comparaveis;

- Praticabilidade: Biotestes devem ser efetuados de maneira a
racionalizar o gasto de tempo, espago fisico e recursos humanos e
materiais;

- Rapidez: O tempo compreendido entre o contato do organismo-teste
com a amostra até a provocacdo de uma reagdo mensuravel deve ser o
mais curto possivel. Este intervalo tem um papel importante
principalmente no screening de substancias quimicas ou efluentes, no
atendimento de acidentes ou na sua aplicacdo como sistema de alerta na
forma de biomonitores.

- Justiciabilidade: Os resultados dos testes ecotoxicolégicos, quando
aplicados no licenciamento e na fiscalizagdo, devem ser concludentes, e
diante da justica, incontestaveis. Para este quesito contribuem a
reprodutibilidade e a padronizagéo do teste.

Considerando-se a dificuldade em encontrar uma espécie com
todas as caracteristicas desejaveis, existem muitas espécies padronizadas
gue podem ser utilizadas, sendo extremamente importante a realizacéo
de bioensaios com espécies representativas do ambiente de estudo, pois
respondem melhor as condi¢fes encontradas nos ambientes naturais
onde vivem. (MAGALHAES; PEREIRAO FILHO, 2008; RAND;
WELLS; McCARTY, 1995). Segundo Gomes (2007) e Magalhdes e
Pereirdo Filho (2008) a padronizagdo dos organismos bioindicadores é
um fator de fundamental importancia em programas de monitoramento,
pois torna possivel a comparacdo dos resultados entre laboratérios do
mundo inteiro.
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Alguns cientistas defendem a utilizagdo exclusiva de espécies
nativas ou endémicas para avaliar a qualidade de aguas ou efluentes,
entretanto, de acordo com Knie e Lopes (2004) o uso de espécies locais
levaria a utilizacdo de muitos métodos e organismo diferentes num
mesmo pais como o Brasil. A utilizacdo de testes diferentes para cada
regido traria problemas como: a ndo compatibilidade na comparagéo dos
resultados e a dificuldade para o poder legislativo em elaborar e aplicar
leis uniformes para todo o pais.

Normalmente, os efeitos tdxicos diretos na sobrevivéncia,
crescimento ou reproducdo sdo determinados por meio de bactérias,
algas, pulgas d'agua e peixes (FENT, 2003). Magalhdes e Pereirdo Filho
(2008) citam como principais grupos de organismos utilizados em
ensaios laboratoriais: microalgas, microcrustaceos, equindides,
poliquetas e oligoquetas, que representam os mais diversos ecossistemas
e niveis troficos.

De acordo com Perin (2005) ndo é de se surpreender que o
Gnico consenso até agora encontrado seja que ndo existe uma Unica
espécie apta a descrever todos os efeitos de todas as possiveis
substancias tdxicas. Desta forma, necessita-se utilizar, para cada caso de
estudo, uma variedade de organismos-teste, realizando experimentos
com pelo menos uma bactéria, uma alga e um invertebrado, por
exemplo.

3.4.5.1 Bactérias — Vibrio Fischeri

De acordo com Rubinger (2009) as bactérias utilizadas como
organismos-teste podem ser agrupadas como decompositores dentro da
cadeia trofica de ecossistemas aquaticos. Estes organismos atuam na
degradacéo de sustancias organicas resultantes de organismos mortos ou
de seus metabdlitos em substancias mais simples, de forma que estas
possam ser facilmente reassimiladas por organismos produtores e
também pelos consumidores do tipo filtradores.

Vibrio fischeri (Figura 3) € uma bactéria marinha luminescente,
gram-negativa e anaerobia facultativa. Em condi¢cbes ambientais
favoraveis, emite luz naturalmente, necessitando para isto oxigénio em
concentracdes acima de 0,5 mg/L (KNIE; LOPES, 2004).
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Figura 3. Cultura de Vibrio fischeri sob luz negra.

O ensaio de toxicidade aguda com V. fischeri foi desenvolvido
por Bulich em 1979 e patenteado comercialmente pela Beckman
Instruments Inc., em 1982, como Sistema Microtox® (HAMADA,
2008). Neste ensaio uma cultura das bactérias é exposta a amostra do
teste por um periodo de 15 min, e a quantidade de luz que emitida pelas
bactérias é medida por um fotdbmetro especial. Quanto mais toxica a
amostra, menor sera a quantidade de luz produzida pelas bactérias
(UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004).

Os testes, de acordo com a CETESB (2001) devem ser
realizados de forma a se obter uma curva dose-resposta estatisticamente
aceitavel, que permita a interpolacéo dos valores de CE20 e CE50, que
sdo as concentragbes efetivas do agente toxico que causam,
respectivamente 50% e 20% de reducdo na quantidade de luz emitida
pelo microrganismo-teste (V. fischeri), apds sua exposicao a esse agente
durante um determinado periodo de tempo.

De acordo com Umbuzeiro e Rodrigues (2004) o teste tem uma
escala de sensibilidade similar a de outros biotestes aquaticos de
toxicidade, como os feitos com a espécie de agua doce Pimephales
promela (peixe-isca), com a Daphnia (pulga d"agua), e com a espécie
Oncorhynchus mykiss (truta-arco-iris).

Diversas vantagens do procedimento podem ser indicadas:
requer somente volumes pequenos de amostra (5 mL); as bactérias sdo
de facil conservacdo e armazenamento; é muito rapido (15 min) e
reproduzivel. A desvantagem do método, dado que as bactérias sdo
organismos marinhos, é a necessidade de adicionar solugdo osmotica
para fins de ajuste ao testar amostras com menos de 2% de salinidade, o
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gue pode interferir na resposta toxica de algumas espécies quimicas
(UMBUZEIRO; RODRIGUES, 2004).

3.4.5.2 Algas - Euglena gracilis

As algas em um ecossistema aquatico fazem parte do grupo de
produtores primarios, 0s seja, sdo a base do ciclo de vida aquatico.
Participam da manutencdo do equilibrio destes ambientes através de
suas funcbes em ciclagem de nutrientes dos ciclos biogeoquimicos, em
especial nos do carbono, oxigénio, nitrogénio, fosforo e silicio. Também
fazem parte da dieta de varios outros tipos de organismos, tanto
aquaticos quanto terrestres (RUBINGER, 2009).

Como espécies representativas do nivel tréfico inferior, as algas
sdo organismos ecologicamente importantes, pois servem como fonte de
alimento fundamental para outras espécies aquaticas e ocupam, assim,
uma posic¢ao Unica entre os produtores primarios: sdo um elo importante
na cadeia alimentar e essenciais a “economia” dos ambientes aquaticos
como alimento (VIDOTTI; ROLLENBERG, 2004).

A utilidade das algas como organismo-teste tem por base o seu
curto ciclo de vida, facilitando os estudos de exposicdo com varias
geracdes, alem das altas taxas de crescimento, da facilidade em manter
culturas no laboratério e da capacidade de crescer em meios sintéticos
bem definidos (GOMES, 2007).

De acordo com Vidotti e Rollenberg (2004) é preciso
potencializar 0s recursos cientificos, tecnolégicos e financeiros,
coordenando os esforcos nas areas ligadas a utilizacdo das algas e a
pesquisa basica, para que as propriedades destes organismos possam ser
plenamente aproveitadas, priorizando a qualidade da vida humana e
respeitando os ecossistemas.

As algas denominadas euglenas sdo pertencentes ao filo
Euglenophyta. Estes organismos estdo presentes quase que
exclusivamente em aguas doces e possuem uma Unica célula com uma
pelicula externa de constituicdo proteica. As euglenas podem ser
autétrofas, produzindo agucares através da fotossintese, ou heterdtrofas,
consumindo particulas alimentares por fagocitose. Estas algas
apresentam muitos plastos contendo clorofilas a e b e carotenos, e
armazenam O6leos e polissacarideos como reserva (REVIERS, 2006;
VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Euglena é um género de algas unicelulares da divisdo
Euglenozoa da classe Euglenophyceae, dentre as, cerca de, 1000
espécies existentes destaca-se a Euglena gracilis (Figura 4) (REVIERS,
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2006). Este organismo controla a sua posi¢do vertical na coluna de agua,
utilizando gravi e fototaxia (NTEFIDOU et al., 2003).

Figura 4. Exemplar de Euglena gracilis (A) e seu esquema estrutural (B).
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Fonte A: http://www.fcps.edu/islandcreekes/ecology/euglena.htm
Fonte B: Adaptado de: http://light.simanonok.com/

A E. gracilis tem sido usado extensivamente para avaliar os
efeitos adversos das diferentes substancias toxicas e estressores
ambientais (AZIZULLAH, RICHTER; HADER, 2011). Entretanto
devido ao fato da Euglena ser um flagelado de &gua doce
seu uso € limitado a agua potavel e corpos de agua levemente salobra
(KUHN et al., 2006). Einicker-Lamas et al. (2002) afirmam que a E.
gracilis € um excelente modelo para o estudo da intoxicagdo por metais
pesados nas células eucaridticas e que seria muito interessante o
desenvolvimento de um sistema de bio-monitorizacéo dos efluentes das
indUstrias, a fim de minimizar as agressdes ao meio ambiente, utilizando
este organismo como um dos bioindicadores.

A fotossintese realizada pela alga E. gracilis pode ser utilizada
como pardmetro ecolégico em testes para monitorar a toxicidade de
agua e efluentes, uma vez que responde com sensibilidade as mudancas
ambientais. Parametros relacionados a fotossintese podem ser medidos
com o auxilio de fluorimetros de amplitude modulada, comumente
chamados de PAM. O PAM, fornece medi¢des rapidas e precisas de
diversos parametros fotossintéticos associados a fluorescéncia da
clorofilaa (MINARDI, 2012).
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De acordo com Pinto (2012) o principio de medicdo do PAM é
baseado em mudancas no nivel de fluorescéncia da clorofila a, associada
ao fotosistema Il (PSII), apds a aplicacdo de pulsos de luz saturada.

A utilizacdo desta técnica permite a elaboragdo de Curvas
Répidas de Luz (RLC), na qual variacBes na fluorescéncia emitida em
resposta aos crescentes pulsos de luz podem estimar a Taxa de
Transporte de Elétrons (ETR) do PSIlI (WHITE; CRITCHLEY 1999) e
também o rendimento da atividade fotossintética, conhecido como
“Yeld” (Y).

Tais métodos permitem a determinagdo de diversos parametros
de fluorescéncia da clorofila a, de forma rapida e ndo invasiva, 0s quais
podem ser usados com sucesso para detectar alteracfes metabolicas em
diversas espécies (BAKER e ROSENQVIST, 2004).

3.4.5.3 Microcrustaceos - Daphnia magna

O emprego de Daphnia spp. como organismo indicador, de
acordo com Damato et al. (2006) é uma pratica bastante comum em
estudos de efluentes industriais uma vez que estas podem apresentar
sensibilidade muito elevada a um agente téxico ou poluente especifico.

A Daphnia é um artrépode de pequenas dimensfes, 0s
individuos adultos atingem de 5 a 6 mm, enquanto 0s pequenos chegam
a apenas 1 mm (PERIN, 2005). Sdo conhecidas muitas espécies de agua
doce e poucas marinhas.

O género Daphnia é o grupo mais antigo e mais comumente
utilizados em ensaios de toxicidade. Dentro deste género, as espécies
Daphnia similis e Daphnia magna tém sido as mais utilizadas em testes
de toxicidade aguda e cronica (BREATRICI, 2006).

De acordo com Ruppert e Barbes (1996) apud Flohr et al.
(2012) a Daphnia magna (Figura 5) é classificada taxonomicamente no
filo Arthropode, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem
Diplostraca e subordem Cladocera. As daphnias sdo comumente
conhecidas como pulga d’ 4gua.
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Figura 5. Exemplar de Daphnia magna (A) e seu esquema estrutural (B).
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Fonte A: http://www.mblaquaculture.com/content/organisms/daphnids.php
Fonte B: Adaptado de
http://www.odec.ca/projects/2010/patexa2/Daphnia%20Magna.htm

D. magna faz parte do subgénero Ctenodaphnia, o qual foi
reportado possuir 10 cromossomos (2n=20) (BEATON; HEBERT,
1994). De acordo com Routtu et al. (2010) ndo possui cromossomos
sexuais, sendo a determinagdo do sexo induzida por fatores ambientais,
de modo que o mesmo gendtipo pode ser tanto masculino quanto
feminino.

Daphnia magna é um microcrustaceo planctonico de dgua doce
gue atua na cadeia alimentar aquatica como consumidor primario entre
0S metazoarios, alimentando-se por filtracdo de material organico
particulado, principalmente de algas unicelulares (CUBAS; MORAES,
2011; KNIE; LOPES, 2004). Estes organismos sdo componentes
importantes da cadeia alimentar, servindo de alimento para larvas e
crustaceos bentbnicos e peixes planctdfagos (SILVA, 2002).

Em condigdes normais a D. magna se reproduz por
partenogéneses. Uma populacdo adulta é constituida por fémeas adultas
e jovens de varias idades, cuja bagagem genética é igual (PERIN, 2005).
O fato dos descendentes serem geneticamente idénticos favorece a
uniformidade de respostas nos ensaios, eliminando um parametro
importante quando se trabalha com organismos vivos, que é a variavel
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genética (KNIE e LOPES, 2004; PERIN, 2005). De acordo com Cubas e
Moraes (2011) outras vantagens da escolha deste organismo como
organismo teste incluem: facilidade de cultivo e manutencéo de culturas,
necessidade de pequena infraestrutura, ciclo de vida curto (0 que
permite utilizar as daphnias em testes cronicos), reproducdo frequente
(que garante suprimento constante) e a sensibilidade (esta espécie reage
sensivelmente a ampla gama de agentes nocivos) (BRENTANO, 2006;
KNIE; LOPES, 2004).

A reproducdo sexuada (que significa a possibilidade de troca de
informagBes genéticas) acontece como resposta a estimulos ambientais
negativos (como por exemplo: variagdes na temperatura e no
fotoperiodo, excesso ou falta de alimento e superpopulacédo), pelos quais
alguns organismos neonatos sob influéncia hormonal tornam-se machos
morfologicamente semelhantes, mas de dimensfes muito reduzidas,
corpo mais afilado e nado mais rapido, que acasalam com as fémeas
adultas (KNIE; LOPES, 2004; PERIN, 2005). De acordo com Ruppert,
Fox e Barnes (1996) os ovos fertilizados sdo grandes, e sé sdo
produzidos dois em uma ninhada, um de cada ovario, sendo que as
paredes da camara incubatéria sdo transformadas em uma céapsula
protetora em forma de sela que recebe o nome de efipodo. Estes
efipodos afundam ou aderem a objetos podendo suportar o
ressecamento, o congelamento e até mesmo a passagem pelo intestino
dos peixes e das aves e dos mamiferos que se alimentam de peixes. O
efipio se desenvolve sozinho quando as condi¢cbes ambientais forem
favoraveis.

Na maior parte dos testes agudos e crbnicos de toxicidade
aquatica utilizando a D. magna a resposta observada é o nimero de
individuos imdveis. De acordo com Knie e Lopes (2004) sdo
considerados imdveis os individuos aparentemente mortos, aqueles
incapazes de nadar na coluna d’agua até 15 segundos apos leve agitacao
do recipiente e os que estdo flutuando na superficie, ainda que
apresentem movimento.

3.4.5.4 Peixes — Danio rerio

Os ensaios com peixes como organismos-teste visam em geral
compreender como um agente tdxico afeta organismos de maior grau de
estruturagdo como os vertebrados. Os organismos testes mais
frequentemente utilizados sdo espécies autdctones pertencentes a familia
Characidae; as espécies Pimephales promelas e Danio rerio,
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Brachydanio rerio da familia Cyprinidae e a espécie Poecilia reticulata
da familia Poecilidae (RUBINGER, 2009).

O Danio rerio (Figura 6) € uma espécie de peixe tropical,
ovipara, onivora, de comprimento médio de 4 a 5 cm, sendo
vulgarmente conhecida como paulistinha, pois suas cores lembram a
bandeira paulista, ou zebrafish (peixe zebra), por seu padrdo de
coloracdo, prateado com listras azul-escuras, apresentando no dorso a
cor verde-oliva (ABNT, 2004b; KNIE; LOPES, 2004).

Figura 6. Exemplar de Danio rerio.

Fonte: http://lwww.fishchannel.com/images/fish-news/zebra-danio-da-500.jpg

Esta espécie é originaria da India e do Paquistdo, sendo comum
em diversas partes do mundo, no Brasil, € uma espécie exdtica, vendida
como ornamental (ABNT, 2004b). Esse peixe pode ser encontrado em
cardumes em pequenos e grandes rios, aguas estagnadas, campos
alagados de arroz, e canais, mas também ¢é abundante nos arroios dos
contrafortes das montanhas (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

De acordo com Knie e Lopes (2004) o D. rerio vive em média 3
anos. Estes peixes apresentam comportamento pacifico e sdo muito
ativos. Na natureza vivem em cardumes, e por isso podem ser mantidos,
sem problemas, em nimero relativamente grande num mesmo aquario.
E uma espécie simples de obter, econdmica, de facil manutencio e, sob
condicdes apropriadas, consegue proporcionar um grande nimero de
ovos transparentes e ndo aderentes e de facil manuseamento. Uma fémea
tem posturas de aproximadamente 50 a 200 ovos por dia (ANDRADE,
2004). Pough, Janis e Heiser, (2008) destacam que a habilidade natural
do “zebrafish” de viver sob uma ampla variedade de condigdes
ambientais torna facil a sua domesticacdo em cativeiro.

O ensaio de toxicidade aguda com D. rerio baseia-se, em geral,
na exposicdo de peixes adultos a uma amostra por um periodo de 48



64

horas, podendo ser prolongado até 96 horas. A resposta observada é o
numero de organismo morto.

Com base em ensaios ecotoxicolégicos com agentes quimicos
diferenciados, Bertoletti (2009) afirma que espécies de peixes
introduzidas, como o D. rerio e o Poecilia reticulata, podem substituir
as espécies nativas nos ensaios de ecotoxicidade aguda com peixes para
substancias ou efluentes liquidos.

Segundo Cazarin et al. (2004) existe uma tendéncia mundial
para reavaliar a utilizacdo de animais nos experimentos, concretizada a
partir de um programa denominado de 3Rs (Reduction, Refinement,
Replacement), que objetiva além de diminuir o nimero de animais,
minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas para a substitui¢do
dos testes in vivo, neste contexto, atualmente é recomendado a
aprovagéo de Comité de Etica em pesquisas que utilizem peixes.

3.4.6 Expressdo dos Resultados

No inicio do desenvolvimento dos testes de toxicidade aguda,
0s dados foram expressos como o limite de tolerancia mediana (TLsp) @
concentracdo de material de teste ao qual 50% dos organismos de ensaio
sobreviver durante um tempo de exposicao especificado (em geral, 24-
96 h). Este termo tem sido substituido por concentracdo letal mediana
(CLsg) ou Concentracdo Efetiva Média (CEsy) (RAND; WELLS;
McCARTY, 1995).

A CLso é uma indicagdo da concentracdo que causa efeito letal
em 50% dos organismos ap6s um determinado periodo de exposicdo. Ja
a CEg indica a concentracdo que causa imobilidade a 50% dos
organismos ap6s um determinado periodo de exposi¢do (DIAS et al.,
2006; MAGALHAES; PEREIRAO FILHO, 2008).

A CEsp e ClLsg é determinada através de métodos estatisticos
(como interpolacdo grafica, Probitas ou Trimmed Spearman-Karber).
Quando se tratar de amostras de concentragdo conhecida os valores
devem ser expressos em mg/L e no caso de amostras de concentracao
desconhecida, como efluentes liquidos, por exemplo, os valores devem
ser expressos em porcentagem (%) (KNIE; LOPES, 2004).

Perin (2005) ressalta que a determinacdo do valor de CLs ndo é
suficiente para garantir que uma substancia ndo provoque danos, faz-se
necessario estima a dose correspondente a uma mortalidade toleravel.

Os resultados podem ser expressos também em Fator de
toxicidade (FT). O FT é representado por um ndmero inteiro, o qual
corresponde a menor diluicdo da amostra que ndo cause efeito toxico
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aos organismos (ABNT, 2004). O valor de FT para o organismo teste
Daphnia magna é determinado através da observacdo direta da
mobilidade do organismo na série de diluicBes-teste, ndo sendo
necessarios calculos estatisticos. O FT corresponde a menor dilui¢do da
amostra em que ndo ocorre a imobilidade em mais de 10% dos
organismos. (KNIE; LOPES, 2004). De acordo com a USEPA (2002) a
maior concentracdo de amostra em que a sobrevivéncia nao €
significativamente diferente do controle pode ser chamada, também, por
concentracdo de efeito adverso nao observado - NOAEC.

Segundo Knie e Lopes (2004), para as bactérias V. fischeri, o
FT é a primeira diluicio onde a porcentagem de inibicdo da
luminescéncia é inferior a 20%.

3.4.7 Legislacéo

No Brasil, os ensaios ecotoxicologicos ja fazem parte de
exigéncias presentes tanto na legislacdo federal como na estadual. O
orgao federal que define as diretrizes da politica nacional do Meio
Ambiente é o Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA e o
orgdo estadual responsavel, dentre outras atividades, pela fiscalizacdo e
gue busca evitar que recursos naturais como florestas, rios e todo tipo de
mananciais de 4agua, dunas, areia e argila, entre outros, sejam
degradados ou explorados irracionalmente é a FATMA (Fundagdo do
Meio Ambiente). A FATMA é o 6rgdo ambiental da esfera estadual do
Governo de Santa Catarina que tem como missdo maior garantir a
preservacgdo dos recursos naturais do estado.

As andlises ecotoxicoldgicas ja eram citadas na Resolugdo
CONAMA 357/2005 que dispbe sobre a classificagdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para 0 seu enquadramento, bem como
estabelece as condicbes e padrdes de lancamento de efluentes, e da
outras providéncias. A Resolugdo CONAMA 357/2005 determina que
as possiveis interacbes entre as substincias e a presenca de
contaminantes ndo listados na mencionada Resolucdo, passiveis de
causar danos aos seres vivos, deverdo ser investigados utilizando-se
ensaios  ecotoxicoldgicos, toxicolégicos ou outros  métodos
cientificamente reconhecidos.

A partir de 2011, entrou em vigor a Resolucgdo CONAMA
430/2011 que dispde sobre as condicbes e padrdes de langamento de
efluentes e foi criada com o intuito de complementar e alterar
parcialmente a Resolucdo CONAMA 357/2005. Na secéo Il do Capitulo
I que dispde sobre as condigdes e padrdes de langamento de efluentes €
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estabelecido, no Art. 18, que o efluente ndo devera causar ou possuir
potencial para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo
receptor, de acordo com os critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo
6rgdo ambiental competente. Além disto, no § 1° consta que nos ensaios
ecotoxicologicos devem ser utilizados organismos aquéticos de pelo
menos dois niveis tréficos, sendo que no § 4° é afirmado que a critério
do 6rgdo ambiental, com base na avaliacdo dos resultados de série
historica, poderd ser reduzido o ndmero de niveis tréficos utilizandos
para os testes de ecotoxicidade, para fins de monitoramento.

A portaria n°017/02 da FATMA estabelece, entre outras
providéncias, os limites maximo de toxicidade aguda para efluentes de
diferentes origens. O artigo 2° estabelece que a toxicidade aguda do
efluente deverda ser realizada em laboratério, mediante a elaboracdo de
testes ecotoxicologicos padronizados, cujos resultados deverdo ser
expressos em fator de diluicdo (FD), o qual representa a primeira de
uma série de diluicdes de uma amostra na qual ndo se observa efeitos
toxicos agudos aos organismos-testes. Na Tabela 2 estdo apresentados
os limites maximos de toxicidade aguda dos efluentes de diferentes
origens, expressos em FD, para o microcrusticeo D. magna e para
bactéria bioluminescente V. fisheri.

A portaria n°017/02 da FATMA estabelece também que para as
atividades ndo inseridas na Tabela 2 ficam estabelecidos os limites
maximos de toxicidade aguda o FDd e FDbl de 8 (12,5%).
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Conforme apresentado anteriormente foram encontrados alguns
estudos na literatura cientifica sobre a remoc¢do de cor dos corantes
téxteis pela enzima HRP, entretanto as condi¢des 6timas de remocéo de
cor e os resultados de rendimento encontrados para as reagdes foram
bastante varidveis. Além disto, os estudos encontrados foram
superficiais, ndo abordando de forma abrangente a influéncia dos varios
fatores que afetam o rendimento destas reagdes. Quanto aos estudos de
toxicidade dos corantes, foram encontrados apenas estudos da
toxicidade aguda com relacdo ao corante Azul Brilhante Remazol e
Azul Turqueza, os quais utilizavam a Daphnia magna, Artemia salina
e/ou Allium cepa (cebola). Sendo que, nenhum estudo crénico com os
corantes estudados foi encontrado.

Portanto, com esta pesquisa, espera-se apresentar de forma mais
ampla a influéncia dos diferentes fatores nas rea¢fes de remocao de cor
de quatro importantes corantes téxteis pela enzima HRP e trazer uma
significativa contribuicdo com relacdo a questdes ambientais e a
utilizacdo e o tratamento de corantes téxteis. Dando especial atencdo a
toxicidade que os produtos de degradacdo destes corantes podem
apresentar, de forma a garantir que seu descarte em efluentes téxteis néo
sejam um risco a biota aquatica e que ndo cause um dano ambiental.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS
4.1.1. Corantes

No desenvolvimento do trabalho foram utilizados os corantes
reativos: Azul Turqueza Remazol G (Reative Blue 21), Preto Remazol
B133% (Reative Black 5), Azul Brilhante Remazol (Reactive Blue 19),
Vermelho Brilhante Remazol 3BS-A 150% (Reactive Red 239) e
Vermelho CQ4BL (Reative Red 195). Suas estruturas quimicas estao
apresentadas nas Figuras 7 a 11.

Os quatro primeiros corantes foram cedidos pela empresa téxtil
Karsten e o ultimo pela empresa téxtil Dohler S.A. Foram solicitados, a
estas empresas, corantes de ampla utilizagdo em processos de
tingimento, e que tivessem estrutura quimica conhecida. Na Tabela 3
estdo apresentadas as principais caracteristicas dos corantes estudados.

Figura 7. Estrutura quimica do corante Azul Brilhante Remazol (Reactive Blue
19).
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Figura 8. Estrutura quimica do corante Azul Turqueza Remazol G (Reative Blue
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Figura 9. Estrutura quimica do corante Preto Remazol B133% (Reative Black
5).
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Figura 10. Estrutura quimica do corante Vermelho CQ4BL (Reative Red 195).
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Figura 11. Estrutura quimica do corante Vermelho Brilhante Remazol (Reative
Red 239).
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4.1.3 Organismos-teste

Para os testes de toxicidade aquatica, foram utilizados o
microcrustaceo Daphnia magna, a alga Euglena gracilis e a bactéria
bioluminescente Vibrio fischeri.

4.1.3.1 Euglena gracilis - Organismos e Manutengéo

As cepas de E. gracilis foram cultivadas no Laboratorio de
Fotoquimica e Fotobiologia da UNIVILLE utilizando culturas obtidas a
partir da colecdo de cultura de algas da Universidade de Goéttingen,
Alemanha (cepa Z).

O cultivo e os testes foram realizados com cepas de E. gracilis
em meio mineral e orgénico preparado conforme descricdo feita por
Checcuci et al. (1976). A manutencdo da cultura ocorreu a temperatura
de 20 °C com foto periodo de 12 h sob exposicdo da luz 20 W m*“.

4.1.3.2 Daphnia magna - Organismos e Manuten¢do

A metodologia de cultivo do organismo-teste Daphnia magna
Straus, 1820 (Cladocera, Crustacea) seguiu o preconizado pela NBR
12.713 (ABNT, 2004a), de acordo com 0s procedimentos descritos por
Brentano (2006), com algumas modificacdes.

Os organismos-teste foram cultivados em agua natural, com pH
variando de 7,0 a 8,0 e dureza variando de 175 a 225 mg/L CaCOs.

A 4gua reconstituida, ap6s preparada, foi mantida sob aeracédo
para solubilizacdo total dos sais, saturagcdo do oxigénio dissolvido e
estabilizacdo do pH.

Os organismos foram mantidos em lotes de até 25 adultos por
litro, em recipiente de 4.000 mL, com fotoperiodo de 16 h de luz e
temperatura de 18°C a 22°C.

Para manutencdo da cultura, foram utilizados organismos com
até 60 dias. Como alimento, utilizou-se a alga verde Desmodesmus
subspicatus, fornecendo a quantia de aproximadamente 10° células/mL
por organismo adulto, diariamente, ou com intervalo de, ho maximo,
dois dias consecutivos.
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4.1.3.3 Vibrio fischeri - Organismos e Manutencio

Foi utilizada a bactéria liofilizada V. fischeri da marca Bioluz,
UMWELT Ltda., a qual foi hidratada no momento do teste com agua
purificada.

4.2. Determinacdo da Atividade Enziméatica da Horseradish
Peroxidase (HRP)

A atividade do extrato enzimatico foi determinada de acordo
com a metodologia utilizada por Farias (2013), utilizando como
substrato ABTS [acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)].

O ABTS é oxidado pela enzima peroxidase na presenca de
peroxido de hidrogénio, formando o cation (ABTS"), conforme
apresentado na Figura 12. A velocidade de formagdo deste cétion é
proporcional a atividade enzimatica, podendo ser monitorada por
espectrofotometria UV-Vis a 420 nm.

Figura 12. Reagdo de conversdo do ABTS no céation ABTS® catalisado pela
HRP.

0y SU S’L”Lso H,0; C)SJ\/\'):N-'\I:< '\)\St:.m5

ABTS ABTS’
FONTE: KADNIKOVA; KOSTIC, 2002.

A reagdo de oxidacao f0| conduzida utilizando 2,19 mL de
tampao fosfato pH 6 (0,05 molL™), 0,300 mL de extrato enzimatico,
0,255 mL de ABTS 20 mM e 0,255 mL de peroxido de hidrogénio
(H,0;) 10 mM. Monitorou-se a oxidagdo do substrato durante 5 min, em
um espectrofotometro a 420 nm (g420nm= 3, 6x10* M™.Ccm™).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima que converte 1 umol de ABTS em seu radical
cation por minuto.

4.3 Espectro de Absorcédo UV-Vis dos Corantes
Foram obtidos os espectros de absorbancia na regido da luz -

Visivel de 400 a 800 nm (em espectrofotdmetro SHIMADZU, modelo
1601PC), de solugdes dos corantes a 50 mg/L, a mesma concentracao



75

utilizada na maior parte dos experimentos. A concentracéo de corante 50
mg/L foi escolhida por ser uma concentracdo de corante tipicamente
encontrada nas aguas residuais de industrias téxteis (CRISTOVAO,
2010).

Apds serem encontradas as melhores condicBes de remocdo de
cor de cada corante, os espectros de absorbancia foram novamente
obtidos.

4.4 Determinacdo da Velocidade Inicial e da Reducéo de Cor

A determinacdo de reducéo de cor em percentual foi calculada
através da formula utilizada por Agarry e Ajani (2011):

. Abs, — Abs;
Descoloragdo ———
Abs,

x100 (Equagdo 1)

Onde: Abs; € a absorbancia da solucdo inicial e Abss é a absorbéncia da
solucdo final (ap6s o tratamento).

As absorbancias das solugbes do corante Azul Brilhante
Remazol foram determinadas em 593 nm, do corante Azul Turqueza em
621 nm, do corante Preto Remazol em 597 nm e do corante Vermelho
CQ4BL em 541 nm.

A velocidade inicial de remogéo de cor foi calculada conforme
a equacdo:
/ Abs,

10min .

10min

_1-Abs

inicial —

(Equacéo 2)

Onde: Absig min € a absorbancia da solucdo ap6s 10 min de reacédo.
4.5 Estudos de Remocao de Cor

Os experimentos de remogdo de cor foram realizados em
condi¢des de batelada em erlenmeyers de 125 mL com volume reacional
de 100 mL e concentracdo de corante de 50 mg/L (exceto nos estudos de
influéncia da concentracdo do corante)
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Para os estudos foram variadas as condi¢es de reacdo:
concentracdo de enzima, concentracdo de perdxido de hidrogénio, pH e
temperatura conforme os planejamentos experimentais.

O pH das solugdes foi mantido com 10 mL de solugdo tampé&o
dos tampdes citrato pH 3, citrato-fosfato pH 4 ou 5, ou fosfato pH 6,0,
7,0 ou 8,0, em concentracdo 0,05 mol/L. A temperatura foi mantida com
banho termostatizado, e os resultados expressos como média + Desvio
Padréo

Todos o0s experimentos de remocdo de cor, exceto o
planejamento fatorial 2*, foram realizados em triplicatas.

4.6 Estudo dos Fatores de Maior Influéncia na Remoc¢do dos
Corantes

A fim de determinar a influéncia de inimeras variaveis nos
resultados de um determinado processo ou sistema, uma ferramenta
eficaz é a aplicacdo de um planejamento experimental.

Foi realizado um planejamento fatorial 2* com trés repeticdes
no ponto central, gerado pelo software Statistica 7.0, como primeiro
passo em busca das melhores condi¢Bes experimentais para a remogao
de cor dos corantes téxteis pela enzima HRP. Os fatores analisados e 0s
niveis estdo especificados na Tabela 5. Os valores utilizados para 0s
niveis foram escolhidos com base em testes preliminares.

Tabela 5. Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 2*.

Niveis
Fatores -1 0 +1
[E] - Concentracdo de Enzima 2,10 21,04 39,97

(UimL)
[H,0,] - Concentragio de H,0, 3x10° 2x10* 3x10*
(mM)

pH 4 5 6

T (°C) 20 30 40

Os 4 fatores foram analisados em dois niveis e com triplicata no
ponto central, totalizando 19 experimentos, conforme indicado na
Tabela 6.
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Tabela 6. Planejamento experimental dos fatores de maior influéncia para
remogao dos corantes.

Fatores
Ensaio [E] [H.O,] pH Temperatura
1 -1 - -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 1 -1
4 1 1 1 -1
5 -1 -1 -1 -1
6 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 1 1
12 1 1 1 1
13 -1 -1 -1 1
14 1 -1 -1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

A velocidade inicial (em 10 min) e a porcentagem de remog&o
de cor em 60 min foram utilizadas como resposta. Os resultados obtidos
foram tratados com o auxilio do programa Statistica (7.0) para obtencéao
do Grafico de Pareto e do diagrama do planejamento experimental.

Este planejamento foi realizado para os cinco corantes
estudados. A partir deste momento, em virtude dos resultados obtidos,
0s demais testes de remocdo de cor dos corantes seguiram de maneiras
diferentes. O corante Vermelho Brilhante, por ndo apresentar remogéo
de cor neste estudo, ndo foi utilizado nas demais analises.

4.7 Estudo Cinético da Degradacdo Enzimatica dos Corantes
4.7.1 Avaliacgdo da Influéncia da Concentracéo de Enzima

De acordo com os resultados obtidos na etapa anterior, 4.6, foi
realizada a avaliacdo da influéncia da quantidade de enzima nas reacdes.
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Neste estudo, a concentracdo de enzima foi variada em cinco
diferentes valores, mantendo as outras variaveis do processo constantes,
conforme a Tabela 7.

Tabela 7. Condigdes das reacdes do estudo da influéncia da quantidade de
enzima nas reagdes de remocgéo de cor.

Azul Azul Preto Vermelho
Brilhante  Turqueza Remazol CQ4BL
Concentragdo de 2,63 2,63 10,52 10,52
Enzima (U/mL) 5,26 5,26 21,04. 21,04
10,52 10,52 31,56 31,56
15,79 15,79 42,08 42,08
21,04 21,04 52,60 52,60
Concentragdo de  2x10™ 2x10™ 2x10™ 2x10™
H,0, (MM)
pH 6 4 4 4
Temperatura (°C) 25 25 25 25

Para os corantes Preto Remazol e Vermelho CQ4BL, por ndo
terem alcangados resultados satisfatorios de remocgdo de cor no
planejamento experimental (com o corante Preto Remazol foi obtido no
maximo 77,7% e como corante Vermelho CQ4BL, 19,1%) optou-se por
estudar concentracfes mais altas de enzima.

As absorbancias das solugBes foram medidas por 300 min,
sendo que nos primeiros 120 min, foram feitas leituras a cada 10 min e,
a seguir, de 30 em 30 min.

4.7.2 Avaliacdo da Influéncia da Concentracdo de Perodxido de
Hidrogénio

Foram selecionadas 3 concentragfes de enzima e cada uma
destas concentracdes foi estudadada com seis diferentes concentragdes
de peroxido de hidrogénio, conforme a Tabela 8. As demais condigdes
do estudo foram as mesmas utilizadas no item 4.7.1.
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Tabela 8. CondigOes das reagfes do estudo cinético da degradagdo enzimatica
dos corantes e otimizagdo da quantidade de peréxido de hidrogénio.

Concentracéo de Concentragéo H,0,
Enzima (MM x 107°)
(U/mL)

1,25

Azul Brilhante 5,26 2,50
10,52 5,00

15,79 10,00

20,00

40,00

1,25

Azul Turqueza 5,26 2,50
10,52 5,00

15,79 10,00

20,00

40,00

1,25

Preto Remazol 21,04 2,50
31,56 5,00

42,08 10,00

20,00

40,00

1,25

Vermelho CQ4BL 31,56 2,50
42,08 5,00

52,60 10,00

20,00

40,00

4.7.3 Avaliagdo da Influéncia do pH e da Temperatura

Neste experimento, foram estudadas a influéncia da temperatura
e do pH sobre a remocédo de cor pela enzima HRP. Foram estudadas as
seguintes temperaturas: 20, 30 e 40 °C, em pH 3, 4, 5, 6, 7, e 8,
totalizando 18 experimentos para cada corante.

As demais condigBes utilizadas nestes experimentos foram as
consideradas Otimas em relagdo aos experimentos anteriores. As
condicdes encontram-se especificadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Condic8es das reagfes do estudo cinético da degradacdo enzimética
dos corantes e otimizagdo do pH e da temperatura.

Azul Azul Preto Vermelho
Brilhante Turqueza Remazol CQBL
Concentracdo de Enzima 10,5 5,25 31,56 21,56

(U/mL)

Concentracio de H,0, 1x10% 25x10° 5x10° 5x 107
(mM)

Foram feitas leituras de absorbancia das solugdes em intervalos
de 10 min por um periodo de tempo total de 60 min.

4.7.3.1 Estudo da Cinética de Degradagéo

Para os estudos da cinética de degradacdo, foram utilizadas as
condices de reacéo: concentracdo de enzima, concentracdo de perdxido
de hidrogénio, pH e temperatura que apresentaram melhor descoloracdo
em 60 min no experimento anterior. As reacdes foram acompanhadas
minuto a minuto durante os 10 min iniciais e, a seguir, em intervalos de
10 min até um tempo total de 60 min.

4.7.3.1.1 Estudo da Cinética de Degradacéo — Primeira Ordem
Os processos de primeira ordem simples sdo caracterizados pela

velocidade da reacdo ser diretamente proporcional & concentragdo de
apenas um dos reagentes (A), descrita matematicamente pela equagéo 3.

—rA= —dc, =kC, (Equagédo 3)
dt
Separando e integrando, obtém-se a equacéo 4.
InC, =InC, —kt (Equacio 4)

onde Cy: concentracdo inicial, Ca: concentracdo no tempo t e k: a
constante de velocidade da reagéo.

Desta forma, um grafico de In [Ca] contra t resulta em uma reta
de inclinagdo negativa e com coeficiente angular —k.
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4.7.3.1.2 Estudo da Cinética de Degradacéo — Segunda Ordem

No caso da cinética de degradacdo de segunda ordem, a
Equacdo 5 representa a relagdo matematica entre concentracdo e tempo
de reacdo

—dc «
=t A —K,C, (Equacéo 5)

Separando e integrando, obtém-se a equagao 6.

11w (Equacdo 6)

A C0

Um gréfico de 1/C, contra t resulta em uma reta crescente com
coeficiente linear 1/C, e coeficiente angular k.

4.7.3.1.3 Estudo da Cinética de Degradacdo — Pseudo Primeira
Ordem

Segundo El Haddad et al. (2014), a Equacdo que descreve 0
modelo de pseudo primeira ordem é:

Log(C,-C,) = Log(C, -C,) - (K,'/2,303)t (Equagdo 7)

onde, C, € a concentracao de corante no equilibrio.

Um grafico de log (Ca — C.) contra t resulta em uma reta
crescente.

4.7.3.1.4 Estudo da Cinética de Degradacdo — Pseudo Segunda
Ordem

Ainda de acordo com El Haddad et al. (2014), a Equacdo 8
descreve o modelo de pseudo primeira ordem.

t 11
=t
C, K,ICZ C

e

(Equacédo 8)
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Se 0 processo corresponder a uma cinética de pseudo segunda ordem, o
grafico t/Ca em funcéo de t fornecera uma relacéo linear, na qual C.° e
K,’ poderdo ser determinados a partir do coeficiente angular e do
coeficiente linear do gréfico.

O método utilizado para a determinacdo da ordem de reacéo foi
0 do ajuste da melhor reta obtida entre os modelos de primeira ordem e
de segunda ordem.

4.7.4 Estudo sobre a Influéncia da Relacdo Concentragdo de
Perdxido de Hidrogénio: Concentracdo de Corante

Estudou-se as concentragdes de corante de 25 mg/L e 100
mg/L. Cada uma destas concentracbes foram avaliadas utilizando a
guantidade de perdxido de hidrogénio considerada 6tima (Tabela 10), e
quantidade proporcional (concentracdo de corante: concentragdo de
perdxido de hidrogénio) ou seja, a quantidade considerada étima para as
solugdes a 50 mg/L. As demais condiges dos ensaios foram as
consideradas 6timas para as solugdes de corante a 50 mg/L. Foram lidas
as absorbancias das solucBes em intervalos de 10 min por 60 min.

Tabela 10. Melhore condi¢Oes das reacdes de descoloracdo de solugdes dos
corantes téxteis a 50 mg/L.

Azul Azul Preto  Vermelho
Brilhante Turqueza Remazol CQ4BL
Concentracdo  de 10,5 5,25 31,56 21,04

Enzima (U/mL)
Concentragdo de 1x10* 25x10° 5x10° 5x10°

H20, (mM)
pH 6 4 4 4
Temperatura (°C) 30 30 40 30

4.7.5 Estudo sobre a Influéncia da Concentracdo de Corante sobre
as Condicgoes da Reagéo

Foi avaliada a influéncia da concentracdo de corante na
remocdo de cor em 60 min. As concentragBes de corante estudadas
foram: 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0 mg/L e as demais condicles
utilizadas sdo as mesmas descritas na Tabela 10.
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4.8 Testes de Toxicidade

Antes da realizacdo dos ensaios de toxicidade, as amostras
foram submetidas a ajuste de pH para 6,0-7,0 com HCI ou NaOH. As
amostras utilizadas no teste com V. fischeri tiveram sua salinidade
ajustada.

4.8.1 Teste de Toxicidade Aguda utilizando o Organismo Daphnia
magna

O teste agudo com o organismo-teste Daphnia magna seguiu 0
descrito na NBR 12.713 (ABNT, 2004a), sendo utilizados neonatos de
Daphnia magna, com 2 a 26 h de idade.

Cada amostra foi testada utilizando 6 dilui¢fes na razdo 2. Cada
diluigdo foi preparada em duplicata da seguinte forma: colocou-se 25
mL da solucdo teste em um béquer, em seguida, adicionou-se 10
organismos, incubou-se por 48 h e entdo observou-se a quantidade de
organismos imoveis.

No controle e como diluente foi usado agua de diluicdo,
também chamada meio 1SO, descrito na norma ISO 6341 (ISO, 1996).
Para o controle dos testes, a imobilidade aceita foi de, no méximo, 10%.

Mensalmente, 0s organismos-teste D. magna passaram pelo
teste de sensibilidade frente a substancia de referéncia, dicromato de
potéssio (K,Cr,05), visando garantir a validacao dos testes realizados.

Os resultados foram expressos em Fator de Diluicdo (FD), que
equivale a menor diluicdo em que a imobilidade é superior a 10% e em
CEsp, que indica a concentracdo que causa imobilidade a 50% dos
organismos testados.

O parametro FD é utilizado para o enquadramento dos efluentes
nos Estados de Santa Catarina (Portaria 017/02 FATMA) e Parana
(Portaria 019/06 IAP).

4.8.2 Teste de Toxicidade Aguda utilizando o Organismo Vibrio
fischeri

No ensaio de toxicidade com a bactéria V. fischeri, compara-se
a medicdo de sua luminescéncia natural antes e ap6s um intervalo de
exposicdo a uma amostra. Na presenca de substancias toxicas, a

N

da célula (PARVEZ et al., 2006).
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O teste foi realizado de acordo com a ABNT NBR 15411-
3:2012, utilizando como tempo de exposicdo 30 min. Foram testadas 7
diluicBes na razdo 2, utilizando como diluente solucdo de NaCl 2%. Os
resultados foram expressos em Fator de Diluicdo (FD), que equivale a
menor diluicdo dentre uma série de diluicbes analisadas, na qual a
inibicdo da luminescéncia é inferior a 20%.

4.8.3 Teste de Eficiéncia Fotossintética no PAM utilizando o
Organismo Euglena gracilis

Os parametros relacionados a fotossintese foram medidos
através de um fluorimetro de amplitude de pulso modulada WATER-
PAM, Walz, Effeltrich, Alemanha. Este equipamento faz leituras de
fluorescéncia relacionadas & clorofila a do fotossistema Il. De acordo
com Pinto (2012) o principio de medicdo do PAM ¢é baseado em
mudancas no nivel de fluorescéncia da clorofila, ap6s a aplicacdo de
pulsos de luz saturada. As culturas testadas foram adaptadas no escuro
por 1 h antes dos testes.

Foram feitas dilui¢cbes 1: 2 de alga (Euglena gracilis) e das
solucbes de corante (100 mg/L) antes e ap6s o tratamento. Estas
solugBes foram submetidas & analise no PAM apds 2 e 7 dias de
incubacéo.

Para as analises foram retirados 5 mL de amostra, as quais
foram transferidas para a cubeta do equipamento PAM. As amostras
foram, entdo, submetidas a emissdo dos pulsos de luz saturante para
avaliacdo da atividade fotossintética.

A emissdo de um pulso de luz saturante permite detectar a
fluorescéncia méxima Fm, indicando reducdo completa do receptor de
elétrons no fotosistema Il (FSII). A Luz-resposta das curvas foi
determinada para todas as amostras antes e apds o tratamento. As algas
foram expostas a intensidade da iluminagdo crescente (gerado por uma
lampada halégena interna) em 10 passos de 0 a 3111 molm?/s. Ap6s 20
s de cada etapa de iluminacdo, um pulso saturante foi aplicado e o
rendimento fotossintético do fotossistema 11 (Fo (fluorescéncia inicial) /
Fm (fluorescéncia maxima)) e a ETR (taxa de transporte de elétrons)
foram medidos automaticamente (PINTO, 2012).

Em seguida, os dados foram plotados contra o PAR incidente
(radiagdo fotossinteticamente ativa em molm?/s).
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4.8.4 Teste de Toxicidade Cronica utilizando o Organismo Daphnia
magna

O teste de toxicidade crbnica foi realizado de acordo com a
metodologia utilizada por Brentano (2006). Para realizacdo dos testes,
foram utilizados organismos da espécie Daphnia magna jovens, com 2 a
26 h de idade.

Os organismos foram separados em 9 grupos com 10 individuos
cada. Os grupos foram denominados: Controle, Azul Brilhante, Azul
Brilhante ap6s o tratamento, Azul Turqueza, Azul Turqueza ap6s 0
tratamento, Vermelho CQ4BL, Vermelho CQ4BL apds o tratamento,
Preto Remazol e Preto Remazol ap6s o tratamento. Cada ensaio foi
realizado com 3 concentragbes de amostra (1, 5 e 10 mg/L), exceto o
controle (em que foi utilizado somente agua reconstituida - meio M4).
Todas as diluicdes necessérias foram realizadas com meio M4. Os
ensaios foram acompanhados por 21 dias.

Para cada ensaio, utilizaram-se 10 réplicas, dispondo
individualmente 10 organismos jovens de Daphnia magna em
recipientes plasticos de 50 mL. Cada recipiente recebeu 25 ml de
solucdo-teste. Os testes foram mantidos nas mesmas condigdes
ambientais que os lotes de cultivo, com fotoperiodo de 16 h de luz e
temperatura de 20 °C + 2. Os organismos foram alimentados trés vezes
por semana, em dias intercalados, sendo fornecido como alimento a alga
cloroficea  Scenedesmus  subspicatus. Os organismos foram
acompanhados durante o teste com observacGes trés vezes por semana,
nos mesmos dias em que eram alimentados. Nestes momentos
observavam-se a sobrevivéncia e nimero de jovens gerados por fémea.
Nas leituras, a partir da primeira semana também substituia-se a
solucdo-teste.

Visando avaliar a toxicidade das amostras testadas, dois
pardmetros foram analisados na execugdo do teste: longevidade e
fecundidade. A longevidade foi avaliada pela sobrevivéncia,
expressando o numero de daphnias sobreviventes no periodo. A
fecundidade foi avaliada pela contagem total dos neonatos gerados pelas
fémeas, e entdo, foi calculada a média de filhotes produzidos por fémea.
Para o célculo desta média, no caso de haver morte de adultas, ndo
considerou-se esta mde e excluiu-se o nimero de filhotes que ela
produziu até entdo. No caso de existir um macho entre 0s organismos-
teste adultos que estavam sendo testados, apenas os dados de avaliacéo
da longevidade foram utilizados como resultado, ndo incluindo este
individuo nos célculos de fecundidade.
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4. 9 Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos de remocdo de cor foram
avaliados através da analise de variancia (ANOVA), seguidos pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05) com o auxilio do
software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., USA). Nos testes de planejamento
experimental, este mesmo software foi utilizado para analise e
representacdo dos resultados. Para os calculos da LC50 dos
experimentos de toxicidade foi utilizado o programa SigmaPlot 12.

4.9.1 Determinacgdo da Concentracao Eficaz Média (CEsp)

Os dados referentes aos ensaios agudos deste trabalho foram
tratados de acordo com Gelber et al. (1985) onde, estima-se a
concentracdo da substancia-teste que causa efeito a 50% (porcentagem
gue oferece uma maior reprodutibilidade e uma estimativa pontual) da
populacdo alvo testada, durante um periodo de tempo indeterminado.

Para a determinacdo da concentragdo eficaz média (CEsg) foi
utilizada a Equacédo 9 que interpreta os dados experimentais (TAHEDL,
HADER, 1999; WILLEMANN, 2002; MILLAN DE KUHN et al.,
2006).

y = Yo b
C

CE,,

Onde y ¢ a variavel de resposta (porcentagem de organismos mortos), ¢
é a concentracdo da substancia, Yy, € a resposta quando a concentragéo
tende a infinito e b é um fator de escala.

Os dados foram processados usando o software Sigma-Plot para
0 Windows SP. 12, (Systat Software Inc.). Este modelo corresponde a
Equacdo 10, proposta por Emmens (TAHEDL; HADER, 1999) para
interpretar as relacbes corrllcentra(;éo-efeito.

SS=> (y,—V)’ (Equagio 10)
i=1

(Equacéo 9)

O software ajusta os valores de uma regressao ndo linear. O
programa Sigma-Plot utilizado para elaborar o gréfico e obter a curva
sigmoidal, usa o algoritmo de Levenberg-Marquardt (Equacéo 2) para
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determinar os parametros das variaveis independentes que ddo o melhor
ajuste entre a equacdo e os dados. Este algoritmo determina os valores
dos parametros iterativamente, de modo que a soma das diferencas ao
quadrado entre os valores observados e preditos da variavel dependente
€ minimizada, sendo i o valor observado e y; o valor previsto. Os
parametros CExp, b € yo (ver Equacdo 9) séo otimizados para minimizar
algoritmo (SS). Os intervalos de confianca do conjunto de parametros
otimizados sdo calculados a partir da matriz de covariancia com um
nivel de erro de 5%.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudos de Remocéo de Cor do Corante Azul Brilhante

5.1.1 Estudo dos Fatores de Maior Influéncia na Remocéo de Cor do
Corante — Azul Brilhante

O corante conhecido como Azul Brilhante Remazol (Reactive
Blue 19) é um corante antraquinona vinilsulfona, bastante resistente a
oxidacdo quimica devido a sua estrutura antraquinona ser estabilizados
por ressonancia (FANCHIANG e TSENG, 2009). Sendo assim, alguns
estudos tém sido realizados com enzimas, fungos e bactérias com
objetivo de remover ou degradar este corante.

O objetivo deste estudo foi conhecer as variaveis mais
importantes do processo de remocgdo de cor do corante Azul Brilhante
pela enzima HRP. Os fatores analisados e os niveis estdo especificados
na Tabela X, e na Tabela 11 sdo mostrados todos 0s ensaios conforme a
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade
inicial (em 10 min) e porcentagem de remocao de cor, em 60 min.

Tabela 11. Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial 2*,

Niveis
Fatores -1 0 +1
[E] - Concentracdo de Enzima 2,10 21,04 39,97
(U/mL)
[H,0,] - Concentragdo de H,0, 3x10° 2x10* 3x10™
(mM)
pH 4 5 6

T (°C) 20 30 40
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Tabela 12. Resultados de velocidade inicial e remocéo de cor do corante Azul
Brilhante em funcéo das condicdes de reagéo.

Velocidade Remocéo

inicial (min™) de cor

Experimento [E] [H0] pH T (%)
1 -1 -1 101 0,0284 33,10
2 1 -1 101 0,0406 37,40
3 -1 1 -1 01 0,041 51,50
4 1 1 101 0,0904 89,30
5 -1 -1 1 -1 0,0177 33,80
6 1 -1 1 -1 0,0423 34,40
7 -1 1 1 -1 0,0145 44,40
8 1 1 1 -1 0,0863 93,40

9 -1 -1 1001 0,0027 6,00
10 1 -1 1001 0,053 51,10

11 -1 1 1001 0,0061 6,10
12 1 1001 0,0902 88,10
13 -1 -1 1 1 0,0174 44,10
14 1 -1 1 1 0,005 48,50
15 -1 1 1 1 0,0127 37,30
16 1 1 1 1 0,0879 95,50
17 0 0 0 0 0,0888 94,60
18 0 0 0 0 0,089 94,40
19 0 0 0 ©0 0,0892 94,80

Sendo, [E]: concentracéo de enzima, [H,0,]: concentracdo de perdxido de
hidrogénio e T: temperatura.

Os Graficos de Pareto, nas Figuras 13 e 14, mostram os efeitos
das variaveis experimentais para as respostas: velocidade inicial e
remocdo de cor (%), respectivamente. O diagrama de Pareto ilustra,
graficamente, a influéncia das varidveis independentes sobre as
variaveis respostas, considerando-se significativas aquelas em que as
colunas horizontais ultrapassam as linhas tracejadas, representativas
para intervalo de confianca de 95 % (p<0,05).
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Figura 13. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés

repetigBes no ponto central para o corante Azul Brilhante Remazol utilizando
como resposta a velocidade inicial.
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Figura 14. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés

repeticbes no ponto central para o corante Azul Brilhante Remazol utilizando
como resposta a remogao de cor (%).
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Para o corante Azul Brilhante, a Unica variavel que influenciou
significativamente a velocidade inicial de remocéo de cor e a remogdo
de cor em 60 min, no planejamento experimental utilizado, foi a
concentracao de enzima.

Como os fatores pH e temperatura ndo apresentaram influéncia
na remocado de cor dentro da faixa do estudo utilizada no planejamento
inicial, para os demais testes foi utilizado pH 6, por ser mais préximo a
neutralidade, e a temperatura de 25 °C (exceto nos experimentos em que
0 objetivo era avaliar a influéncia do pH e da temperatura nas reacfes de
remocéo de cor).

Embora esteja bem estabelecido que a atividade das enzimas é
dependente do pH e da temperatura, para os valores estudados no
planejamento inicial, estas variaveis ndo demonstraram efeitos
significativos.

O coeficiente de determinagdo obtido foi igual a 0,678, sendo
assim, esta equacdo ndo conseguiu descrever de forma satisfatoria os
resultados experimentais.

A andlise dos valores das respostas é facilitada usando o
diagrama do planejamento fatorial da Figura 15. Para analise do
diagrama, como sé podem ser utilizados trés efeitos, descartou-se a
temperatura, pois a soma de seus efeitos para as duas variaveis resposta
analisadas foi a menor.

Figura 15. Diagrama do planejamento fatorial 2* do corante Azul Brilhante
Remazol para as varidveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remoc&o de cor
em 60 min.

a)
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Para a varidvel resposta velocidade inicial, os maiores
resultados foram obtidos utilizando a concentracdo de enzima e a
concentracao de peroxido de hidrogénio no nivel +1 e o pH no nivel -1.
Ao avaliar a varidvel resposta remocéo de cor em 60 min, os melhores
resultados foram obtidos utilizando a concentracdo de enzima, a
concentracdo de perdxido de hidrogénio e o pH nos niveis +1. Estes
resultados indicam que, com a utilizacdo de pH 4, a descoloragéo inicial
ocorre de forma mais répida, entretanto a eficiéncia da remocéo de cor
em 60 min é maior em pH 6.

5.1.2 Estudo da Influéncia da Concentracdo de Enzima — Corante
Azul Brilhante Remazol

A concentracdo de enzima € um fator que apresenta grande significancia
nos processos de remocgao de cor, determinando a velocidade da reacdo
e ndo a descoloracdo em si. De modo geral, quanto maior a
concentracdo de catalisador mais rapida é a reacdo. A influéncia da
concentracdo de enzima foi avaliada em cinco niveis, mantendo os
outros fatores constantes (pH 6, temperatura de 25 °C e concentracdo de
peréxido de hidrogénio de 2 x 10 mM), os resultados estdo expressos
na Figura 16.

Figura 16. Gréfico de remogdo de cor do corante Azul Brilhante por tempo para
diferentes concentragdes de enzima utilizadas.

100
90 - N ==
g @ -
s 70—
E 60 - ——2,63U/mL
T 50 8523 U/mL
) i
& gg 10,52 U/mL
2 3
g 5 —=1579U/mL
10 21,04 U/mL

100 120 180 240 300

Tempo (min)




94

E possivel observar que a cinética da reacéo é influenciada pela
concentracdo de enzima, entretanto para as duas concentracBes mais
altas de enzima ndo foi possivel observar diferencas nas remogdes de
cor alcangadas a partir de 30 min. A partir de 60 min de reacdo 0s
resultados de remocéo de cor obtidos com as concentragdes de enzima:
10,52, 15,79 e 21,04 U/mL foram estatisticamente iguais entre si, e
ultrapassaram 90% de descoloragdo. A concentracdo de enzima 5,23
U/mL teve seus resultados estatisticamente iguais a este grupo somente
ap6s 180 min de reacéo.

Para a avaliacdo da influéncia da quantidade de perdxido de
hidrogénio, foram utilizadas as concentra¢des de enzima de 5,26, 10,52,
15,79 U/mL. A concentracdo de enzima de 2,63 U/mL ndo foi utilizada
por ter levado a uma reagdo muito lenta, e a concentragdo de 21,04
U/mL por apresentar cinética de reacdo semelhante as solugGes com
15,79 U/mL.

5.1.3 Estudo da Influéncia da Concentracdo de Perodxido de
Hidrogénio — Corante Azul Brilhante

Como a atividade da HRP é dependente de perdxido de
hidrogénio, torna-se fundamental estudar sua influéncia nas reacdes.
Uma quantidade muito baixa deste reagente pode limitar a eficiéncia da
reacdo, e 0 excesso de peréxido de hidrogénio no meio reacional, como
demonstrado por Silva (2008), Mohan et al. (2005), Souza et al. (2007)
e Pereira et al. (2015), pode inibir a atividade enzimatica. De acordo
com Kalsoom et al. (2013), concentracOes elevadas de peroxido de
hidrogénio sdo prejudiciais para 0 processo, provavelmente, por
danificar a propria enzima.

Para o estudo da influéncia da quantidade de peréxido de
hidrogénio nas reacGes, foram utilizadas solu¢bes com 5,26 U/mL,
10,52 U/mL e 15,79 U/mL de enzima, variando-se a concentragdo de
peréxido de hidrogénio em 6 niveis (Figuras 17, 18 e 19).
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Figura 17. Gréfico de remogdo de cor do corante Azul Brilhante por tempo para
concentracdo de enzima de 5,26 U/mL.
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Figura 18. Gréafico de remogdo de cor do corante Azul Brilhante por tempo para

concentracdo de enzima de 10,52 U/mL.
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Figura 19. Gréfico de remogdo de cor do corante Azul Brilhante por tempo para
concentragdo de enzima de 15,79 U/mL.
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Concentracdes de perdxido de hidrogénio iguais ou inferiores a
5 x 10 mM mostraram-se insuficientes para promover altas remogdes
de cor do corante Azul Brilhante, independentemente da quantidade de
enzima utilizada.

A concentracdo de enzima mostrou-se ser um fator
determinante sobre a influéncia da concentragdo de peroxido de
hidrogénio nas reacBes de remocdo de cor. Apenas com a utilizacdo de
5,26 U/mL de enzima foi possivel observar a inibicdo que pode
acontecer pelo excesso de peroxido de hidrogénio. Com esta
concentracdo de enzima, até o tempo de 180 min, a remocéo de cor das
solucdes com 4 x 10* mM de peréxido de hidrogénio foi
significativamente menor do que nas solugdes que possuiam metade ou
um quarto desta concentracao.

Quando sdo utilizadas baixas concentracdes de perdxido de
hidrogénio, tem-se um pico maximo de descoloracao e, em seguida, uma
gueda no rendimento da reacdo. Quanto maior a quantidade de enzima,
mais rapido é consumido o perdxido de hidrogénio e mais rapida é a
queda no rendimento da reagao.

De acordo com Hong-Mei e Nicell (2008), a susceptibilidade da
enzima HRP a inativacdo pelo excesso de peroxido de hidrogénio pode
estar relacionada com a producdo de formas cataliticamente inativas
chamadas verdohaemoprotein (P-670) e compostos IIl. A inativacdo
pode ser, também, causada devido a interacdo de enzimas com radicais
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livres produzidos durante a reacdo catalitica e produtos poliméricos
oriundos da juncdo subsequente desses radicais livres. A Figura 20
apresenta o ciclo catalitico da HRP demonstrando o efeito do peréxido
de hidrogénio na ativacdo e inativacdo desta enzima.

Figura 20. Ciclo catalitico das hemeperoxidases
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Fonte: Odier; Artaud, 1992.

Foi escolhido como melhor tratamento as seguintes condicfes
de reacdo: 10,5 U/mL de enzima e 1 x 10® mM de peréxido de
hidrogénio. Nestas condicdes, foi possivel obter descoloracdes acima de
90% em 60 min. No estudo da influéncia do pH e da temperatura das
reacOes de descoloracdo foram utilizadas estas condigdes.

5.1.4 Estudo da Influéncia do pH e da Temperatura — Corante Azul
Brilhante Remazol

O aumento da temperatura tende a aumentar a velocidade das
reacdes, entretanto, a temperaturas elevadas, acima da temperatura
otima, as enzimas podem desnaturar e, consequentemente perder sua
atividade. Efeito semelhante pode ocorrer com relagdo ao pH, onde pHs
extremos tendem a desnaturar as proteinas. Além disto, uma mesma
enzima pode ter diferentes pHs e temperaturas 6timas para diferentes
substratos. Desta forma, é importante estudar as melhores condicdes de
reacdo para os diversos substratos possiveis.
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Os resultados do estudo da influéncia do pH e da temperatura
para o corante Azul Brilhante estdo apresentados nas Figuras 21 a 24.

Figura 21. Influéncia do pH na remocéo de cor do corante Azul Brilhante a
temperatura de 20 °C.
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Figura 22. Influéncia do pH na remogéo de cor do corante Azul Brilhante &
temperatura de 30 °C.
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Figura 23. Influéncia do pH na remocéo de cor do corante Azul Brilhante a
temperatura de 40 °C.
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Figura 24. Influéncia da temperatura e do pH na remogéo de cor do corante
Azul Brilhante no tempo de 60 min.
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A cinética de remocdo de cor deste corante é fortemente
influenciada pelo pH do meio. Para o fator temperatura, ndo é possivel
estabelecer um padrdo de influéncia, ja que apresentou influéncia no
rendimento das reacGes em apenas alguns pHs. Dependendo do pH do
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meio de reacdo, o aumento de temperatura ird influenciar positiva ou
negativamente, ou ndo provocara alteragao no rendimento da reacdo. Em
pH 5, independe da temperatura utilizada, foram obtidas remocGes de
cor superiores a 90% em 10 min de reacdo. Ao utilizar pH 6, foram
alcancadas remocdes de cor superiores a 90% somente a partir de 30
min. Para 0s pHs 3 e 4, 0o aumento de temperatura ocasionou a
diminuigdo da remocdo de cor; em pH 8, 0 aumento de temperatura
ocasionou um aumento na eficiéncia de remocéo de cor, e nos pHs, 5 e
6, que obtiveram as maiores remoc¢fes de cor, a temperatura ndo
influenciou a remocéo de cor final das solugdes.

Com base nestes resultados, e nos resultados dos experimentos
anteriores, foram escolhidas como melhores condi¢des para as reagdes
de remocéo de cor do corante Azul Brilhante a 50 mg/L: 10,5 U/mL de
enzima, 1 x 10* mM de peréxido de hidrogénio, pH 5 ou 6 e
temperatura de 20 ou 30 °C. Para fins de padronizagdo, utilizou-se a
temperatura de 30 °C e o pH 6 foi escolhido por estar mais perto da
neutralidade. Nestas condic¢@es, alcangou-se uma remocao de cor maior
gue 90% aos 30 min de reacdo, e de cerca de 96% apds 60 min.

Outros estudos ja abordaram a descoloracdo do corante Azul
Brilhante pela HRP. Silva et al., (2010) obtiveram 58% de descoloragédo
e Silva et al. (2012) alcancaram cerca de 66% de remocéo de cor deste
corante. Ambos os estudo foram realizados com solugdes deste corante a
50 mg/L e com a HRP extraida de nabo (Brassica campestre ssp.
rapifera).

5.1.5 Estudo sobre a Influéncia da Relacdo Concentracdo de
Perdxido de Hidrogénio:Concentracéo de Corante — Corante Azul
Brilhante Remazol

Para estudar a influéncia da relacdo concentracdo de perdxido
de hidrogénio:concentragdo de corante sobre as condi¢Bes da reacdo
foram variadas a concentragdo do corante para 25 e 100 mg/L. Para cada
concentracdo foram realizados dois experimentos, um utilizando a
mesma quantidade de peréxido de hidrogénio da solugo 6tima, 1 x 10™
mM, e o0 segundo usando a mesma propor¢do concentracdo de
corante/concentracdo de peroxido utilizado na solucdo O6tima. Nas
Figuras 25 e 26 estdo representados os resultados obtidos. As demais
condi¢Bes da reacdo foram as definidas como as melhores condices
para remocdo do corante Azul Brilhante.
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Figura 25. Gréfico de remogdo de cor em funcéo do tempo para solugdes de 25
mg/L do corante Azul Brilhante variando a concentracdo de perdxido de
hidrogénio.
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Figura 26. Grafico de remocéo de cor em fungdo do tempo para solugdes de 100
mg/L do corante Azul Brilhante variando a concentracdo de peroxido de
hidrogénio.
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Nas solu¢es com concentragdo de corante de 25 mg/L, ambas
as concentragdes de peréxido de hidrogénio testadas produziram
remogdes de cor estatisticamente iguais em todos os tempos estudados,
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por este motivo ndo é possivel observar no grafico os pontos referentes a
concentracdo de peroxido de hidrogénio de 5 x 10° mM. Para as
solugbes com concentragdo de corante de 100 mg/L a baixa
concentracdo de peréxido de hidrogénio, 1 x 10 mM, foi incapaz de
produzir alta descoloragéo.

A concentracdo de peroxido de hidrogénio requerida para ter
um alto rendimento de reagdo de descoloracdo do corante Azul
Brilhante mostrou-se ser dependente da concentracdo de corante
utilizada. Desta forma, para obter altos rendimentos de descoloracdo
pode-se usar, 5 x 10° mM de peréxido de hidrogénio para descolorir
solucdes de concentracdo de corante de 25 mg/L e 2 x 10* mM de
peroxido de hidrogénio se a concentracdo de corante for de 100 mg/L, o
que indica uma relacdo peroxido de hidrogénio (mM)/Concentracdo de
corante (g) igual a 0,002 mM/g de corante azul brilhante.

5.1.6 Estudo sobre a Influéncia da Concentracdo de Corante —
Corante Azul Brilhante Remazol

A concentracdo do substrato presente na reagdo afeta
diretamente as reacfes mediadas por enzimas. Se o valor de
concentracdo de enzima é mantido constante e a concentracdo do
substrato é aumentada gradualmente, a velocidade da reacdo devera
aumentar e atingir o valor maximo. Uma vez que a saturacdo é atingida
(velocidade méaxima da enzima, Vmax), qualquer outra adicdo de
substrato ndo ir4 aumentar a velocidade de reacdo (KALSOOM et al.,
2013).

Os resultados do estudo da influéncia da concentragdo do
corante Azul Brilhante na eficiéncia da remocao de cor séo apresentados
na Figura 27. Cada uma destas concentra¢Oes foi avaliada utilizando a
quantidade de enzima, pH e temperatura definidas como melhores
condi¢des nos experimentos anteriores, e quantidade de peroxido de
hidrogénio proporcional (concentracdo de corante: concentracdo de
peroxido de hidrogénio) a quantidade considerada 6tima para as
solugBes a 50 mg/L.
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Figura 27. Gréfico de remocdo de corante (em porcentagem e em mg/L) em
funcdo da concentracdo do corante Azul Brilhante para o tempo de 60 min.
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De acordo com Rauf e Ashraf (2012), geralmente,
concentragcbes mais elevadas de corantes afetam adversamente 0s
processos de descoloracdo a base de enzimas puras, e podem afetar
negativamente o crescimento microbiano e diminuir a eficiéncia dos
processos de degradacdo de corantes a base de microorganismos. Este
efeito de inibicdo ndo foi encontrado nestes experimentos. A remocao de
cor em percentagem foi estatisticamente igual em todas as
concentracBes de corantes estudadas. Para as concentragbes de 12,5 a
200 mg/L, quanto maior a concentracdo de corante utilizada maior a
quantidade de corante removido (mg/L).

A relacdo entre a concentracdo de corante e a quantidade de
corante removido (mg/L), nas condi¢bes usadas no estudo, pode ser
representada por uma funcéo linear, onde a concentracdo de corante
removido é diretamente proporcional a concentracdo de corante na
amostra, com equacdo: y= 0,971x + 0,0483 (Equacdo 12) R* = 1
(gréfico apresentado no Apéndice C).
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5.2 Estudos de Remocgéo de Cor do Corante Azul Turqueza

5.2.1 Estudo dos Fatores de Maior Influéncia na Remocao do
Corante — Azul Turqueza

Na Tabela 13, sdo mostrados todos os ensaios conforme a
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade
inicial (em 10 min) e porcentagem de remoc¢do de cor para o corante
Azul Turqueza.

Tabela 13. Resultados de velocidade inicial e remocéo de cor do corante Azul
Turgueza remazol em funcéo das condicdes de reagdo.

Velocidade Remocé&o de cor

Experimento [E] [H,0,] pH T inicial (min™) (%)
1 -1 1 -1 -1 0,05849 55,78
2 1 1011 0,07546 84,19
3 -1 1 101 0,05697 58,05
4 1 1 101 0,07515 83,13
5 -1 -1 -1 0,03546 20,06
6 1 -1 1 -1 0,04682 51,22
7 -1 1 1 -1 0,03485 15,05
8 1 1 1 -1 0,04591 48,48
9 -1 1101 0,05621 9,57
10 1 10101 0,07652 86,47
11 -1 101 0,05591 7,14
12 1 101 0,07424 85,87
13 -1 -1 1 1 0,03773 27,96
14 1 -1 1 1 0,05000 50,91
15 -1 1 1 1 0,03561 16,87
16 1 1 1 1 0,04682 60,33
17 0 0 0 0 0,06061 70,45
18 0 0 0 0 0,06091 68,24
19 0 0 0 0 0,06121 65,93
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Os Gréficos de Pareto, nas Figuras 28 e 29, respectivamente,
mostram os efeitos das variaveis experimentais para as respostas:
velocidade inicial e remogé&o de cor (%).

Figura 28. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés
repeticdes no ponto central para o corante Azul Turqueza utilizando como
resposta a velocidade inicial.
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Figura 29. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés
repeticbes no ponto central para o corante Azul Turqueza utilizando como
resposta & remocéo de cor (%).
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Para o corante Azul Turqueza, a variavel que mais influenciou a
velocidade inicial de remocdo de cor foi o pH e, em seguida, a
concentracdo de enzima. J& para a variavel resposta remogao de cor em
60 min, a varidvel de maior influéncia foi a concentracdo de enzima,
seguida pelo pH. Em ambas as varidveis respostas analisadas, a
concentracdo de enzima e o pH apresentaram efeitos significativos,
sendo que, a concentracdo de enzima apresentou efeito positivo e o pH
efeito negativo. Desta forma, para os demais testes utilizando o corante
Azul Turqueza, o pH utilizado foi 4 e a temperatura escolhida, por ndo
apresentar influéncia significativa, foi de 25 °C.

A andlise dos valores das respostas é facilitada usando o
diagrama do planejamento fatorial da Figura 30.

Figura 30. Diagrama do planejamento fatorial 2* do corante Azul Turqueza para
as varidveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remocéo de cor em 60 min.
a) b)

Para anélise do diagrama foram utilizados somente os trés
efeitos de maior significancia, descartando, portanto, a concentracéo de
perdxido de hidrogénio. Da mesma forma que ocorreu com 0 corante
Azul Brilhante, os maiores resultados de velocidade inicial e de remocéo
de cor ficaram préximos a maior concentracdo de enzima e ao menor
pH.
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5.2.2 Estudo da Influéncia da Concentragdo de Enzima — Corante
Azul Turqueza Remazol

A influéncia da concentracdo de enzima foi avaliada em cinco
niveis, mantendo constantes os outros fatores que, possivelmente,
afetam o processo (pH 4, temperatura de 25 °C e concentracdo de
peréxido de hidrogénio de 2 x 10 mM), os resultados estdo expressos
na Figura 31.

Devido ao pH ter apresentado uma significativa influéncia nas
reacOes de remogdo de cor do corante Azul Turqueza, este parametro foi
fixado em 4 para este experimento. A temperatura ndo se mostrou um
fator de grande influéncia no planejamento inicial, desta forma, utilizou-
se a temperatura de 25 °C.

Figura 31. Gréfico de remocéo de cor do corante Azul Turqueza por tempo para
diferentes concentracdes de enzima utilizadas.
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Com a concentragcdo de enzima 2,63 U/mL foi obtida uma
remocdo de cor de 77,5% (x 0,71), as demais concentracBes ficaram
entre 85-89 % ao final da reacdo (300 min). A cinética de remocéao de
cor para os tratamentos com 10,52 U/mL, 15,79 U/mL e 21,04 U/mL
foram bastante semelhantes em todos os tempos analisados, sendo que
uma remocdo de cor maior que 80% foi obtida apds 30 min para estes
tratamentos. Para o tratamento 5,26 U/mL remocdo de cor desta
magnitude foi obtida s6 em 50 min.
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Da mesma forma com o que ocorreu com 0 corante Azul
Brilhante, no estudo posterior (estudo da influéncia da concentracdo de
peroxido de hidrogénio — Corante Azul Turqueza), foram utilizadas as
concentragGes de enzima de 5,26, 10,52, 15,79 U/mL. A concentracdo
de 2,63 U/mL néo foi utilizada por apresentar cinética de reacdo muito
lenta, e a concentracdo de 21,04 U/mL por apresentar cinética de reagéo
semelhante as solugbes com 15,79 U/mL.

5.2.3 Estudo da Influéncia da Concentracdo de Perdxido de
Hidrogénio — Corante Azul Turqueza

Nas Figuras 32, 33 e 34, estdo apresentados os resultados do
estudo da influéncia da concentracdo de peréxido de hidrogénio.

Figura 32. Gréfico de remocéo de cor do corante Azul Turqueza por tempo para
concentracdo de enzima de 5,26 U/mL.
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Figura 33. Gréafico de remocéo de cor do corante Azul Turqueza por tempo para
concentracdo de enzima de 10,52 U/mL.
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Figura 34. Gréafico de remocdo de cor do corante Azul Turqueza por tempo para
concentracdo de enzima de 15,79 U/mL.
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Souza et al. (2007) observaram a inibicdo da atividade da
enzima peroxidase em concentracdes de perdxido de hidrogénio acima
de 2 x 10° mmol/L, na descoloracéo de solucdes a 100 mg/L do corante
téxtil Azul Turqueza Remazol G 133% pela enzima HRP. No presente
estudo, ndo foi verificado o efeito inibidor de altas concentracdes do
perdxido de hidrogénio, mas foi possivel chegar aos valores limites em
gue aumentos na concentragdo deste reagente ndo resultam em melhores
resultados.

Foi escolhido, como melhor tratamento, a reacdo com as
seguintes condicdes: 5,26 U/mL de enzima e 2,55 x 10° mmol/L de
peréxido de hidrogénio, pois com estas condicBGes foi possivel obter
descoloragdes acima de 80% em 60 min utilizando pequenas
guantidades de enzima e de peroxido de hidrogénio. No estudo da
influéncia do pH e da temperatura nas reacdes de descoloragdo foram
utilizadas estas condicdes.

5.2.4 Estudo da Influéncia do pH e da Temperatura — Corante Azul
Turqueza Remazol

Os resultados do estudo da influéncia do pH e da temperatura
para o corante Azul Turqueza estdo apresentados nas Figuras 35 a 38.
Foram utilizadas as condicdes: 5,26 U/mL de enzima e 2,55 x 10°
mmol/L de peroxido de hidrogénio.

Figura 35. Influéncia do pH na remog¢do de cor do corante Azul Turqueza a
temperatura de 20 °C.
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Figura 36. Influéncia do pH na remocéo de cor do corante Azul Turqueza a
temperatura de 30 °C.
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Figura 37. Influéncia do pH na remogéo de cor do corante Azul Turqueza a
temperatura de 40 °C.
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Figura 38. Influéncia da temperatura e pH na remog&o de cor do corante Azul
Turqueza no tempo de 60 min.
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De forma similar ao que ocorreu com o corante Azul Brilhante,
a cinética de remocdo de cor do corante Azul Turqueza é fortemente
influenciada pelo pH do meio. Entretanto, a temperatura da reagdo
apresentou influéncia no rendimento das reacfes em apenas alguns pHs.
Quando utilizados os pHs 4 e 7, as remogdes de cor em 60 min ndo
foram influenciadas significativamente pela temperatura. Em pH 3, os
melhores resultados foram obtidos a 20 °C, em pH 5a40 °C,em pH 6 a
30 e 40 °C (significativamente iguais) e em pH 8 a 30 °C.

As melhores remogdes de cor foram obtidas com pH 4,
independente da temperatura utilizada. As remoc¢des de cor em pH 4 no
tempo de 60 min para as temperaturas 20, 30 e 40 °C foram,
respectivamente 85,43 (+ 1,28), 88,01 (x 0,43), 86,59 (+ 2,32), sendo
estes resultados estatisticamente iguais entre si (teste Tukey, a: 0,05).
Portanto, foram eleitos como melhores condicGes de reacdo 0s valores
de 526 U/mL de enzima, 2,55 x 10° mmol/L de peréxido de
hidrogénio, pH 4 e, por fim de padronizacgéo, temperatura de 30 °C.

Silva et al. (2012) conseguiram uma descoloracdo de cerca de
60% (+ 2,6) de solucbes do corante Azul Turqueza a 50 mg/L com a
enzima HRP em 60 min, utilizando concentracdo de enzima de 20,3
U/mL, pH 7 e temperatura de 30 °C. Souza et al. (2007) obtiveram 59%
de descoloracdo do mesmo corante em 45 min (utilizando como
condi¢cdes reacionais; pH 4, concentracdo de corante 100 mg/L,
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concentragdo de enzima 29,85 U/mL e concentracdo de perdxido de
hidrogénio de 2x10° mmol/L). No trabalho de Farias (2013), que
utilizou a enzima HRP na descoloragdo de solugdes do corante Azul
Turqueza a 30 mg/L, foi obtida uma descoloracdo de 79% em 1 hora de
reacao utilizando concentracdo de enzima 29,85 U/mL, concentracdo de
perdxido de hidrogénio 100 uM, pH 4 e temperatura de 20 °C.

5.25 Estudo sobre a Influéncia da Relacdo Concentracdo de
Perédxido de Hidrogénio:Concentracdo de Corante — Corante Azul
Turqueza Remazol

Nas Figuras 39 e 40 estdo apresentados os resultados de
remocdo de cor em funcdo do tempo para solugdes de 25 mg/L e 100
mg/L do corante Azul Turqueza.

Figura 39. Gréfico de remogédo de cor em funcdo do tempo para solugdes de 25
mg/L do corante Azul Turqueza variando a concentracdo de perdxido de
hidrogénio.
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Figura 40. Gréfico de remocéo de cor em fungdo do tempo para solugdes de 100
mg/L do corante Azul Turqueza variando a concentracdo de perdxido de
hidrogénio.
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Nas concentracfes estudadas, 25 e 100 mg/L, as diferentes
concentraces de peroxido de hidrogénio, ao contrério do que ocorreu
com o corante Azul Brilhante, ndo produziram respostas de remocao de
cor significativamente diferentes. Para o estudo posterior, optou-se por
utilizar concentra¢fes proporcionais de peroxido de hidrogénio em
relagdo a concentragdes de corante, mesmo ndo havendo evidéncias da
necessidade, apenas para assegurar que a concentracdo de perdxido de
hidrogénio nédo seja o limitante da reaco.

5.2.6 Estudo sobre a Influéncia da Concentracdo de Corante —
Corante Azul Turqueza Remazol

Os resultados do estudo da influéncia da concentracdo do
corante Azul Turqueza na eficiéncia da remocao de cor sdo apresentados
na Figura 41.
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Figura 41. Gréfico de remocdo de corante (em porcentagem e em mg/L) em
funcdo da concentracdo do corante Azul Turqueza para o tempo de 60 min.
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As melhores remocbes de cor foram obtidas com as
concentracBes de corante de 25 e 50 mg/L, sendo que as concentragdes
de corante entre 12,5 mg/L e 100 mg/L produziram remogdes de cor
significativamente iguais das solu¢gdes com concentracdo de corante de
50 mg/L.

Ao realizar a reacdo enziméatica com 200 mg/L do corante Azul
Turqueza, ndo foi possivel obter altos valores de remocdo de cor, em
percentagem, no tempo de 60 min, entretanto a enzima mostrou-se
bastante eficiente na remocédo do corante (em mg/L).

A relacdo entre a concentracdo de corante Azul Turqueza e a
guantidade de corante removido (mg/L), nas condi¢Ges usadas no
estudo, assim como o comportamento observado com o corante Azul
Brilhante pode ser representada por uma funcéo linear. A equagdo que
representa a relacdo entre a concentracdo de corante Azul Turqueza e a
guantidade de corante removido (mg/L) é: y = 0,5582x + 9,7212
(Equacéo 14) com R? = 0,9712) (grafico apresentado no Anexo C).
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5.3 Estudos de Remocéo de Cor do Corante Preto Remazol

5.3.1 Estudo dos Fatores de Maior Influéncia na Remocao do
Corante — Preto Remazol

Na Tabela 14, sdo mostrados todos 0s ensaios conforme a
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade
inicial (em 10 min) e porcentagem de remoc¢do de cor para o corante
Preto Remazol.

Tabela 14. Resultados de velocidade inicial e remocéo de cor do corante Preto
Remazol em fungdo das condicdes de reagéo.

Velocidade
inicial Remocao de cor
Experimento [E] [H,0,] pH T  (min™) (%)
1 -1 -1 -1 -1 0,0204 10,20
2 1 -1 1Al 0,0953 51,50
3 -1 1 1Al 0,0272 11,43
4 1 1 -10-1 0,1225 75,15
5 -1 -1 1 -1 0,0034 1,22
6 1 -1 1 -1 0,0136 7,69
7 -1 1 1 -1 0,0050 1,16
8 1 1 1 -1 0,0122 6,33
9 -1 -1 101 0,0340 13,82
10 1 -1 101 0,1702 72,00
11 -1 1 10,0354 13,27
12 1 -1 10,1769 71,70
13 -1 -1 1 1 00231 6,36
14 1 -1 1 1 0,0497 16,73
15 -1 1 1 1 0,0088 2,30
16 1 1 1 1 00272 7,21
17 0 0 0 O 0,0361 19,67
18 0 0 0 O 0,0279 18,56
19 0 0 0 O 0,0340 16,14
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As remoc0des de cor alcangadas no planejamento inicial com o

corante Preto Remazol ficaram abaixo das remoc¢des obtidas com os
corantes Azul Brilhante e Azul Turqueza, sugerindo, portanto, que a
degradacdo deste corante pela enzima peroxidase seja mais dificil, ou,
exija condi¢cdes ndo abordadas no planejamento inicial.
Os Gréficos de Pareto, nas Figuras 42 e 43 mostram os efeitos
das variaveis experimentais para as respostas: velocidade inicial e
remocao de cor (%), respectivamente

Figura 42. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés
repeticbes no ponto central para o corante Preto Remazol utilizando como
resposta a velocidade inicial.
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Figura 43. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés
repeticBes no ponto central para o corante Preto Remazol utilizando como
resposta aa remogao de cor (%).
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As varidveis que mais influenciaram as rea¢6es foram o pH, que
apresentou efeito negativo, a concentragdo de enzima, efeito positivo, e
a interacdo entre as varidveis concentracdo de enzima e pH. Para a
resposta velocidade inicial de remocéo de cor a temperatura apresentou
efeito positivo.

A analise dos valores das respostas é facilitada usando o
diagrama do planejamento fatorial da Figura 44.
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Figura 44. Diagrama do planejamento fatorial 2* do corante Preto Remazol para
as varidveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remogéo de cor em 60 min.

a) b)

12,012

O mesmo comportamento observado com o corantes Azul
Turqueza foi observado com o corante Preto Remazol, os maiores
resultados de velocidade inicial e de remocdo de cor ficaram préximos a
maior concentracdo de enzima e ao menor pH.

5.3.2 Estudo da Influéncia da Concentragdo de Enzima — Corante
Preto Remazol

A influéncia da concentragdo de enzima foi avaliada em cinco
niveis, mantendo os outros fatores que afetam o processo constantes (pH
4, temperatura de 25 °C e concentracdo de peroxido de hidrogénio de 2
x 10 mM), os resultados estdo na Figura 45.

De forma semelhante ao ocorrido com o corante Azul Turqueza,
foi fixado o pH em 4 para este experimento, devido a este valor de pH
ter apresentado melhores resultados de remogéo de cor do corante Preto
Remazol. A temperatura ndo se mostrou um fator de grande influéncia
no planejamento inicial, desta forma, utilizou-se a temperatura de 25 °C.
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Figura 45. Gréfico de remogdo de cor do corante Preto Remazol por tempo para
diferentes concentragdes de enzima utilizadas.
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A menor quantidade de enzima utilizada produziu os menores
indices de remocdo de cor, em todos os tempos analisados. As
concentragBes iguais ou acima de 31,56 U/mL produziram remogdes de
cor significativamente iguais a partir de 60 min, enquanto a
concentracdo de 21,04 U/mL igualou este grupo somente apds 100 min.

Para os estudos posteriores utilizaram-se as concentragdes de
enzima de 21,04, 31,56 e 42,08 U/mL. A concentragdo de enzima 10,52
U/mL ndo foi utilizada por apresentar cinética de descoloracdo muito
lenta e a concentracdo de enzima de 52,60 U/mL por apresentar cinética
semelhante & concentracdo 42,08 U/mL.

5.3.3 Estudo da Influéncia da Concentracdo de Perodxido de
Hidrogénio — Corante Preto Remazol

Nas Figuras 46, 47 e 48 estdo apresentados os resultados do
estudo da influéncia da concentracdo de perdxido de hidrogénio nas
reacBes de remocdo da cor do corante Preto Remazol, com diferentes
concentrac@es de enzima.
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Figura 46. Gréfico de remogdo de cor do corante Preto Remazol por tempo para
concentracdo de enzima de 21,04 U/mL.
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Figura 47. Gréfico de remogdo de cor do corante Preto Remazol por tempo para
concentracdo de enzima de 31,56 U/mL.
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Figura 48. Gréfico remocéo de cor do corante Preto Remazol por tempo para
concentracdo de enzima de 42,08 U/mL
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Em todas as concentragbes de enzima estudadas as
concentracdes de peréxido de hidrogénio de 1,25 x 10° mM e 2,5 x 10
mM ndo foram suficientes para obter altas remog¢des de cor. Para as
concentracGes de enzima entre 21,04 e 42,08 U/mL, a utilizagdo de
concentracdes de peréxido de hidrogénio entre 5 x 10° mM e 4 x 10
mM n&o alteraram a cinética de remocéo de cor.

Com a utilizagdo de 21,04 U/mL obteve-se remog6es de cor
entre 64 e 68%, ja com a utilizacdo de 31,56 U/mL as remogdes de cor
alcancadas foram de 70 a 74%. A utilizacdo de 42,08 U/mL néo
apresentou remoc0es de cor significativamente superior as obtidas com
31,56 U/mL de enzima, para este corante nos tempos estudados.

As condigdes escolhidas para a realizagdo dos proximos ensaios
foram concentracéo de enzima 31,56 U/mL e concentracdo de peroxido
de hidrogénio de 5 x 10° mM.

Da mesma forma com o ocorrido com o corante Azul Turqueza,
no presente estudo ndo foi verificado o efeito inibidor de altas
concentraces do perdxido de hidrogénio, mas foi possivel chegar aos
valores limites em que aumentos na concentracdo deste reagente nédo
resultam em melhores resultados.
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5.3.4 Estudo da Influéncia do pH e da Temperatura — Corante Preto
Remazol

Nas Figuras, 49, 50 e 51 estdo apresentados os resultados dos
estudos da influéncia do pH a da temperatura nas reages de remocéo de
cor do corante Preto Remazol. Na Figura 52 estdo apresentados 0s
resultados de remocdo de cor em 60 min.

Figura 49. Influéncia do pH na remocéo de cor do corante Preto Remazol em
pH a temperatura de 20 °C.
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Figura 50. Influéncia do pH na remog&o de cor do corante Preto Remazol em pH a
temperatura de 30 °C.
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Figura 51. Influéncia do Ph na remog&o de cor do corante Preto Remazol em pH
a temperatura de 40 °C.
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Figura 52. Influéncia da temperatura e pH na remocéo de cor do corante Preto
Remazol no tempo de 60 min.
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A cinética de remogdo de cor do corante Preto Remazol, assim
como dos corantes Azul Brilhante e Azul Turqueza, é fortemente
influenciada pelo pH do meio. Para o fator temperatura, ndo é possivel
estabelecer um padrdo de influéncia, ja que ela apresentou influéncia no
rendimento das reagGes em apenas alguns pHs.
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A alteracdo na temperatura, 20, 30 e 40 °C, ndo alterou a
cinética de remocdo de cor do corante Preto Remazol para os pHs 3, 7 €
8. Entretanto, para os pHs 4, 5 e 6 a temperatura de 40 °C favoreceu as
reacdes de remocéo de cor.

A melhor condicdo de reacdo encontrada para o corante preto
foi pH 4 e temperatura de 40 °C que proporcionou uma remogéo de cor
de cerca de 86% a partir de 30 min de reagdo. Portanto, estas condi¢fes
foram utilizadas nos ensaios posteriores.

No trabalho de Forgiarin (2006), que avaliou o potencial da
enzima HRP na descoloragdo do corante Preto Remazol (100 mg/L),
este corante ndo apresentou descoloracdo superior a 10%. Cristovdo
(2010) obteve remocédo de cor de 75% para este corante ao utilizar a
enzima lacase.

5.3.5 Estudo sobre a Influéncia da Relagdo Concentracdo de
Peréxido de Hidrogénio:Concentracédo de Corante — Corante Preto
Remazol

Para a concentracdo de corante 25 mg/L as reacGes com
concentracdo de peréxido de hidrogénio de 2,5 x 10° e 5 x 10° mM
apresentaram cinéticas de remoc¢des de cor semelhantes, conforme o
apresentado nas Figura 53, entretanto, para as solugdes de 100 mg/L as
diferentes concentracdes de peréxido de hidrogénio apresentaram
diferentes cinéticas, como mostrado na Figua 54.

Figura 53. Gréfico de remogdo de cor em funcdo do tempo para solugdes de 25
mg/L do corante Preto Remazol variando a concentracdo de perdxido de
hidrogénio.
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Figura 54. Gréfico de remocéo de cor em fungdo do tempo para solugdes de 100
mg/L do corante Preto Remazol variando a concentragdo de perdxido de
hidrogénio.
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Com as solugdes de concentracdo de corante de 100 mg/L para
se obter um bom rendimento da reacdo foi necessario utilizar 1 x 10™
mM de peréxido de hidrogénio, ao se utilizar a mesma quantidade de
peréxido de hidrogénio dos estudos com solucdes de corante de 50 mg/L
houve inibicdo do progresso da reacdo a partir de 20 min, conforme
apresentado na Figura 54. Foi observado comportamento semelhante ao
do corante Azul Brilhante. Ou seja, a concentracdo de peroxido de
hidrogénio requerida para ter um alto rendimento de reacdo de
descoloragdo do corante Azul Brilhante é dependente da concentracéo
de corante utilizada. Os resultados indicam que para obter altos
rendimentos de cor é necessario uma relacdo perdxido de hidrogénio
(mM)/Concentragdo de corante (g) igual a 0,001 mM/g de corante Preto
Remazol.

5.3.6 Estudo sobre a Influéncia da Concentracdo de Corante —
Corante Preto

Os resultados do estudo da influéncia da concentragdo do
corante Preto Remazol na eficiéncia da remocao de cor sdo apresentados
na Figura 55.



127

Figura 55. Gréfico de remocéo de corante (em porcentagem e em mg/L) em
funcdo da concentracdo do corante Preto Remazol para o tempo de 60 min.
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Para as concentragdes de corante de 12,5 a 100 mg/L,
obtiveram-se rendimentos de remocdo de cor na faixa de 78 a 86%. Ao
se aumentar a concentracdo do corante para 200 mg/L houve diminuigdo
no rendimento da reacdo, sendo que a remogao de cor alcangada ficou
em torno de 64%. Entretanto, a 200 mg/L de corante, a quantidade de
corante removida foi significativamente mais alta do que nos demais
tratamentos.

A relagdo entre a concentracdo de corante e a quantidade de
corante removido (mg/L), nas condi¢bes usadas no estudo, pode ser
representada por uma funcdo linear, com equacgdo: y= 0,645x + 3,6664
(Equacdo 16) e R* = 0,9992 (gréafico apresentado no Apéndice A). Os
demais corantes estudados, Azul Turqueza e Azul Brilhante, também
apresentaram este comportamento.

5.4 Estudos de Remogao de Cor do Corante Vermelho CQ4BL

5.4.1 Estudo dos Fatores de Maior Influéncia na Remocao do
Corante — Corante Vermelho CQ4BL

Na Tabela 15, sdo mostrados todos os ensaios conforme a
matriz do planejamento fatorial e os respectivos valores de velocidade
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inicial (em 10 min) e porcentagem de remoc¢do de cor para 0 corante
Vermelho CQ4BL.

Tabela 15. Resultados de velocidade inicial e remogdo de cor do corante
Vermelho CQ4BL em funcéo das condigdes de reagéo.

Velocidade Remocao de cor

Experimento [E] [H,0,] pH T inicial (min™) (%)
1 11 11 0,0000 0,12
2 1 1 141 0,0108 16,18
3 11 11 0,0015 3,57
4 1 1 -1 -1 0,0097 13,99
5 111 -1 0,0010 2,91
6 1 -1 -1 0,0053 10,01
7 1001 1 -1 0,0008 2,14
8 1 1 1 1 0,0014 4,36
9 11 11 0,0002 0,85
10 1 -1 11 0,0138 19,11
11 -1 101 0,0013 1,93
12 1 -1 01 0,0101 18,62
13 11 11 0,0004 2,54
14 1 -1 1 1 0,0046 7,38
15 101 11 0,0008 0,48
16 1 1 11 0,0042 9,07
17 0 0 0 0 0,0020 6,36
18 0 0 0 0 0,0012 2,54
19 0 0 0 0 0,0008 3,82

O corante Vermelho CQ4BL foi 0 que apresentou as menores
remocdes de cor no planejamento inicial, sendo possivel obter no
méaximo 19,11% de remocdo. Os Graficos de Pareto, nas Figuras 56 e
57, mostram os efeitos das variaveis experimentais para as respostas:
velocidade inicial e remogéo de cor (%), respectivamente.
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Figura 56. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés
repetigBes no ponto central para o corante Vermelho CQ4BL utilizando como
resposta a velocidade inicial.
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Figura 57. Grafico de Pareto resultante do planejamento fatorial 2* com trés
repeticbes no ponto central para o corante vermelho CQ4BL utilizando como
resposta a remocéo de cor (%).
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Para ambas as varidveis respostas analisadas, velocidade inicial
e remogdo de cor em 60 min, as varidveis significativas foram
concentracdo de enzima, com efeito positivo, o pH, com efeito negativo
e a interagdo concentracdo de enzima e pH. Resultados semelhantes aos
obtidos com o corante Preto Remazol. A concentracdo de enzima (com
efeito positivo) foi a Gnica variavel que apareceu como significativa no
planejamento experimental inicial de todos os corantes estudados
(exceto do corante Vermelho Remazol).

Semelhante ao ocorrido com os corantes Azul Turqueza e Preto
Remazol, os maiores valores de velocidade inicial e de remogéo de cor
foram obtidos quando se utilizaram altas concentragdo de enzima em
baixo pH, como pode ser observado no diagrama do planejamento
fatorial da Figura 58.

Figura 58. Diagrama do planejamento fatorial 2* do corante Vermelho CQ4BL
para as varidveis resposta a) Velocidade inicial e b) Remocdo de cor em 60 min.

b)

8,049

5.4.2 Estudo da Influéncia da Concentracdo de Enzima — Corante
Vermelho CQ4BL

A influéncia da concentragdo de enzima foi avaliada em cinco
niveis, mantendo os demais fatores que afetam o processo constantes
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(pH 4, temperatura de 25 °C e concentragdo de perdxido de hidrogénio
de 2 x 10 mM), os resultados estdo apresentados na Figura 59.

De forma semelhante ao ocorrido com o corante Azul Turqueza
e Preto Remazol, foi fixado o pH em 4 para este experimento devido a
este valor de pH ter apresentado melhores resultados de remocéo de cor
no planejamento inicial. A temperatura ndo se mostrou um fator de
grande influéncia no planejamento inicial, desta forma, optou-se por
utilizar a temperatura de 25 °C.

Figura 59. Gréfico de remocéo de cor do corante Vermelho CQBL por tempo
para diferentes concentragOes de enzima utilizadas.
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As solugdes com concentracdes de enzima de 10,52 U/mL
apresentaram as menores remog¢8es de cor, enquanto que, as solugdes
com 21,04 U/mL, a 52,6 U/mL de enzima produziram remogdes de cor
iguais, significativamente, em todos os tempos analisados.

Para o estudo posterior foram utilizadas as concentracdes de
enzima de 21,04, 31,56 e 42,08 U/mL. As solugBes com concentragdes
de enzima de 10, 52 U/mL n&o foram utilizadas por apresentarem baixas
remocOes de cor e as solugdes com concentracBes de enzima de 52,6
U/mL por apresentarem cinética de reacdo semelhantes as soluc@es com
concentracgdes de 42,08 U/mL.
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5.4.3 Estudo da Influéncia da Concentracdo de Perodxido de
Hidrogénio — Corante Vermelho CQ4BL

Nas Figuras 60, 61 e 62 estdo apresentados os resultados do
estudo da influéncia da concentracdo de peroxido de hidrogénio nas
reacdes de descoloracdo do corante Vermelho CQ4BL.

Figura 60. Grafico de remocgéo de cor do corante Vermelho CQ4BL por tempo
ara concentracdo de enzima de 21,04 U/mL.
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Figura 61. Gréafico de remocéo de cor do corante Vermelho CQ4BL por tempo
ara concentracdo de enzima de 31,56 U/mL.
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Figura 62. Gréafico de remocéo de cor do corante Vermelho CQ4BL por tempo
para concentracdo de enzima de 42,08 U/mL.
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Para o corante Vermelho CQ4BL, com o0s experimentos
realizados, ndo foi possivel identificar a menor concentragdo de
perdxido de hidrogénio eficaz para as reacBes de remocédo de cor pela
enzima HRP. Para fins de padronizacdo, foram escolhidas como
melhores condigdes: concentragdo de enzima de 21,04 U/mL, e
concentragdo de peréxido de hidrogénio de 5 x 10° mM, nestas
condicdes foram alcancadas remocg6es de cor de cerca de 19% (+ 2,85).
As diferentes concentraces de enzima testada produziram respostas de
remocéo de cor semelhantes.

5.4.4 Estudo da Influéncia do pH e da Temperatura — Corante
Vermelho CQ4BL

Assim como ocorrido com 0s demais corantes estudados, o pH
foi um fator determinante nas reacfes de remocdo de cor do corante
Vermelho CQ4BL.

Nas Figuras, 63, 64, 65 e 66 estdo apresentados os resultados
dos estudos da influéncia do pH a da temperatura nas reacles de
remog&o de cor do corante Vermelho CQ4BL.
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Figura 63. Influéncia do pH na remocéo de cor do corante Vermelho CQ4BL a
temperatura de 20 °C.
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Figura 64. Influéncia do pH na remocéo de cor do corante Vermelho CQ4BL a
temperatura de 30 °C.
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Figura 65. Influéncia do pH na remocéo de cor do Corante Vermelho CQ4BL a
temperatura de 40 °C.
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Nos pHs estudados, exceto em pH 3, 0 aumento de temperatura
de 20 para 30 °C ndo promoveu alteracGes significativas na remogdo de
cor em 60 min. Apenas nos pHs 4, 6 e 8 0 aumento de temperatura de 30
para 40 °C promoveu alteragdo no rendimento das reacGes, sendo que
nestes casos, esse aumento de temperatura diminuiu a remocéo de cor.

Figura 66. Influéncia da temperatura e pH na remogdo de cor do Corante
Vermelho CQ4BL no tempo de 60 min.

50
45

X 40

'835

$3

8

8‘20

515-

810 - ;
5_ I
0_

SRR LPLORPPRORYIYRY

o 00 0 0 0 0 00 0 0 0 00 0 0 0 Q

8258888058038 888¢8¢

m m m < £ 0 0N Y O O NMNMMSOO O ®

IIIIIIIIIIIITITITITITITI

2 oo a o o o o0 oo a a o a a o Q
Condices




136

As melhores remoc@es de cor em 60 min foram obtidas com o
pH 3, a 30 e a 40 °C e em pH 4 a 20 e 30 °C. Estas condigdes
apresentaram cinéticas de remogdo de cor semelhantes. Para os estudos
posteriores foram fixadas as condi¢des: pH 4, por ser mais préximo a
neutralidade, e temperatura de 30 °C, para fins de padronizacdo. Nestas
condicdes foram alcancadas remocdes de cor de 18,85% (+ 0,91).

No trabalho de Farias (2013), que avaliou o potencial da enzima
HRP em remover corantes reativos ndo fixados as fibras de algodéo e
corantes remanescentes do efluente do processo de lavagem, as solugdes
de corante Vermelho CQ4BL apresentaram 7,0% de remocéo de cor.

5.4.5 Estudo sobre a Influéncia da Relagdo Concentracdo de
Peréxido de Hidrogénio:Concentracdo de Corante — Corante
Vermelho CQ4BL

Nas Figuras 67 e 68 estdo apresentados os resultados de
remocdo de cor em funcdo do tempo para solugdes de 25 mg/L e 100
mg/L do Corante Vermelho CQ4BL.

Figura 67. Gréfico de remogédo de cor em funcdo do tempo para solugdes de 25
mg/L do corante Vermelho CQ4BL variando a concentragdo de peroxido de
hidrogénio.
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Figura 68. Gréafico de remocéo de cor em fungdo do tempo para solugdes de 100
mg/L do corante Vermelho CQ4BL variando a concentragdo de perdxido de
hidrogénio.

50

= 10 [] Corante:

& 100mg

5

9 30

[}

T

8 20 ——[H202] 1 x10-4mM
=]

E ~8-[H202] 2x104mM
U

& 10

Tempo (Min.)

Neste estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas
nas remocdes de cor obtidas para solucdes de diferentes concentragdes
do corante Vermelho CQ4BL utilizando diferentes concentragdes de
perdxido de hidrogénio. Entretanto, este fato pode ter ocorrido por ndo
se ter encontrado a concentracdo limite de peréxido de hidrogénio no
estudo da influéncia da quantidade de perdéxido de hidrogénio sob as
reacdes de descoloracdo do corante Vermelho CQ4BL.

Para o corante Azul Brilhante e para o corante Preto Remazol, a
concentracdo de peroxido de hidrogénio a ser utilizada para alcancar
melhores remocgBes de cor mostrou-se ser diretamente proporcional a
concentracdo dos corantes. Para os corantes Vermelho CQ4BL e Azul
Turqueza  concentragbes  proporcionais de  peroxido  de
hidrogénio:concentragdo de corante ndo provocaram mudancas
significativas nas remocGes de cor. No estudo posterior, da mesma
forma como foram conduzidos os estudos com o corante Azul Turqueza,
optou-se por utilizar concentragcBes proporcionais de perdxido de
hidrogénio em relacdo a concentracBes de corante, mesmo nao havendo
evidéncias da necessidade, apenas para assegurar que a concentracéo de
perédxido de hidrogénio néo seja o limitante da reagéo.
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5.4.6 Estudo sobre a Influéncia da Concentracdo de Corante —
Corante Vermelho CQ4BL

Os resultados do estudo da influéncia da concentragdo do
corante Vermelho CQ4BL na eficiéncia da remocdo de cor sdo
apresentados na Figura 69.

Figura 69. Gréafico de remocao de corante (em porcentagem e em mg/L) em
funcdo da concentracdo do corante Vermelho CQ4BL para o tempo de 60 min.
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Os melhores rendimentos, em termos de remocdo de cor
percentual foram obtidos com as concentra¢des de corante de 12,5 mg/L
e 25 mg/L, com remocdes de cor entre 21 e 22%. Ao se utilizar uma alta
concentracdo de corante, 200 mg/L, a reacdo de descoloracdo do corante
Vermelho CQ4BL foi inibida, possivelmente pelo excesso de substrato,
gue causou a inativacdo da enzima, fato ndo observado com os demais
corantes estudados.

A relagdo entre a concentracdo de corante e a quantidade de
corante removido (mg/L), para concentracdes de corante entre 12,5 e
100 mg/L, pode ser representada por uma relacdo linear, com equacao:
y=0,173x + 1,373 (Equacdo 18) e R? = 0,9769 (gréfico apresentado no
Anexo C). Para o corante Vermelho CQ4BL, a relacdo linear s6 pode
ser observada até a concentracdo de 100 mg/L, enquanto que, para 0s
demais corantes estudados, esta relacdo foi observada até a concentragéo
de 200 mg/L.
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5.5 Estudos de Remogéo de Cor do Corante Vermelho Brilhante

5.5.1 Estudo dos Fatores de Maior Influéncia na Remocao do
Corante — Vermelho Brilhante

Os processos enzimaticos sdo muito promissores para a
descoloragdo de corantes. Entretanto, devido a elevada variedade
estrutural, apenas alguns sdo degradados por enzimas (SUDHA et al.,
2014).

O corante Vermelho Brilhante ndo apresentou nenhuma
descoloragdo pela enzima HRP no planejamento experimental inicial
deste estudo e, portanto, ndo foi utilizado para os demais testes.

Claus et al., (2002) em seus estudos sobre descoloracdo de
corantes sintéticos por enzimas, atribuiram a resisténcia & descoloracéo
de alguns corantes as suas estruturas moleculares e ndo a algumas
condicdes da reacdo, como por exemplo, a concentragdo da enzima, ja
gue essa determina a velocidade da reacdo, mas ndo o nivel de
descoramento do corante.

A relacdo entre a biodegradabilidade e a estrutura molecular dos
corantes depende do tipo, da quantidade, da posi¢do dos grupos
substituintes no anel aromatico e do peso molecular dos corantes
(SILVA et al, 2012). De acordo com SHAFFIQU (2002) a
descoloragdo dos corantes azo depende do seu potencial de oxidacao e,
no caso de corantes azo sulfonados, a posicdo e nimero do grupo SO3H
também podem afetar a velocidade de degradagdo da molécula do
corante.

A compreensdo de como a estrutura quimica influencia a
suscetibilidade & degradacdo de compostos artificiais pode ajudar a
desenvolver uma nova geracdo de corantes facilmente degradaveis
(CHACKO; SUBRAMANIAM, 2011).

Uma alternativa para descoloragdo de solugfes contendo este
corante seria a utilizacdo de outra classe de enzimas. No estudo de
Cristévao (2010) a enzima lacase reduziu em 58% a cor de solugdes
deste corante.

5.6 Estudo Cinético da Degradacédo Enzimatica dos Corantes
Os dados das cinéticas de descoloracdo dos corantes estudados

nas melhores condicGes, que estdo apresentadas na Tabela 15, foram
testadas em modelos de primeira, segunda, pseudo-primeira e pseudo-
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segunda ordem. Na Tabela 16 estdo as constantes cinéticas e 0s
coeficientes de determinag&o.

Tabela 16. Melhores condigBes das reagdes de descoloragdo de solugdes dos
corantes téxteis a 50 mg/L e rendimentos maximos obtidos.

Azul Azul Preto Vermelho
Brilhante  Turqueza Remazol CQ4BL
Concentracdo de 10,5 5,25 31,56 21,04

Enzima (U/mL)
Concentracdo de 1x10™ 25x10° 5x10° 5x10°

H,0, (mM)

pH 6 4 4 4
Temperatura °C) 30 30 40 30

Rendimento 96% 90% 87% 20%

maximo

Tabela 17. Constantes cinéticas das rea¢fes de remogao de cor.

Corante Modelo
Primeira  Segunda Pseudo Pseudo
Ordem Ordem Primeira  Segunda
Ordem Ordem
Azul k1l 0,0235 0,0017 0,0377 0,1275
Turqueza
R2 0,7262 0,9035 0,971 0,9913
Azul k1l 0,0483 0,0088 0,0461 0,4955
Brilhante
R2 0,7982 0,9615 0,9747 0,9785
Preto k1l 0,0158 0,0027 0,0371 0,06111
Remazol

R2 0,8444 0,9054 0,9283 0,9877

Vermelho kI 0,0013 5E-0,5 00301  0,0245
CQ4BL
R2  0,8607 0,8728 09581  0,9997

Corante Modelo

Na Figura 70 sdo apresentadas as representacdes graficas
obtidas pelo melhor ajuste no estudo da cinética de descoloracdo dos
corantes téxteis. Os demais gréaficos estdo apresentados no Apéndice B.
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Para todos os corantes estudados, o modelo que melhor
representou 0s dados foi o modelo de cinética de pseudo-segunda
ordem. Os coeficientes de determinacdo ficaram entre 0,978 e 0,999.

Figura 70. Representagdo grafica do estudo da cinética de descoloragdo dos
corantes téxteis segundo o modelo de pseudo-segunda ordem a) Corante Azul
Brilhante, b) Corante Azul Turqueza, c) Corante Preto Remazol d) Corante
Vermelho CQ4BL.
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Manske (2010) estudou a cinética de degradacdo do corante
azul brilhante G utilizando a enzima peroxidase. O comportamento
cinético para o processo biocatalitico seguiu a equagdo de primeira
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ordem, com coeficiente de determinacdo - R? >0,98. O trabalho de
Corréa et al. (2009) investigou a influéncia do uso do extrato de
levedura e fontes de mediadores redox (riboflavina e nicotinamida) na
remocdo de cor de solugbes do corante azo Drimaren Azul HF-RL. A
maior parte dos dados experimentais tiveram melhor ajuste ao modelo
de cinética de segunda ordem. Segundo os autores estes resultados
indicam que a velocidade de remogdo de cor depende ndo sé da
concentracdo residual do corante, mas também de algum outro fator.

5.7 Espectros das Solucdes Antes e Apds o Tratamento Otimo

Nas Figuras 71, 73, 75 e 76 sdo apresentados os espectros de
absorcdo das solugBes dos corantes: Azul Brilhante, Azul Turqueza,
Preto Remazol e Vermelho CQ4BL antes e ap0s o tratamento
enzimatico (na concentracdo de 50 mg/L).

Figura 71. Espectro da solucdo de corante Azul Brilhante antes e ap6s o
tratamento enzimatico.
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O corante Azul Brilhante apresenta como pico de absorcdo o
comprimento de onda de 593 nm. Apos o tratamento enzimatico, que
removeu cerca de 96% da cor deste corante, houve a reducdo dos picos
de absorgdo e a formacdo de um novo pico, entre 400 e 480 nm,
indicando a formagdo compostos de oxidacdo que absorvem nesta regido
do espectro.

Perlatti et al. (2012) identificaram os produtos de degradacéo do
corante Azul Brilhante pelo Aspergillus flavus. Foram identificados
quatro produtos de degradacdo com massa molecular de 318, 336, 165 e
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188 Da, respectivamente. De acordo com estes autores, a oxidacdo da
segunda porc¢do carbonila no anel antraquinona gera dois produtos: o
4cido o-ftalico e 2-amino-Acido sulfénico-1-fenol-4, a que foram
atribuidas as massas moleculares de 165 Da e 188 Da, respectivamente
(Figura 72).

Figura 72. Proposta de mecanismo de transformacdo biocatalitica do corante
Azul Brilhante por A. flavus (Perlatti et al., 2012).

|| NH]Q 0 HH;Q 0 NH‘)Q 0 NHLO.
3‘0‘».’ go P8 () gc
0 0
wr (J0 0 et s s

Figura 73. Espectro da solucdo de corante Azul Turqueza antes e ap6s o
tratamento enzimatico.
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O espectro da solucdo do corante Azul Turquesa antes do
tratamento € caracterizado na regido do visivel pela presenca de dois
picos, um a 661 nm e outro a 625 nm, que conferem a solugdo a
coloracdo azul. Apds o tratamento enzimatico, em que foi removido
cerca de 88% da cor deste corante, houve a reducdo dos picos de
absorcdo, sendo a remogdo mais evidente no pico a 661 nm.
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Silva et al. (2012) em seus estudos sugeriram como principais
produtos formados da degradacdo do corante Azul Turqueza pela
enzima HRP as estruturas dos metabolitos | e Il (Figura 74). O
mecanismo sugerido envolve a clivagem das ligagdes azoto no interior
do anel da molécula de ftalocianina e libertacio de Cu?*

Figura 74. Metabdlitos sugeridos por Silva et al. (2012) para degradagdo do
corante Azul Turqueza pela HRP.
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Figura 75. Espectro da solucdo de corante Preto Remazol antes e apds o
tratamento enzimatico.
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O espectro da solucdo de corante Preto Remazol antes do

tratamento é caracterizado na regido do visivel pela presenca de um pico
em 597 nm. Apo6s o tratamento enzimatico houve reducdo do pico de
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absorcao e a formagéo de dois picos menores entre 520 e 570 nm, além
de um pico préximo a 400 nm. Estes resultados indicam a formacdo de
compostos oxidacdo que absorvem nesta regido do espectro.

Figura 76. Espectro da solugdo de Corante Vermelho CQ4BL antes e apés 0
tratamento enzimatico.
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O espectro da solucdo de corante Vermelho CQ4BL antes do
tratamento é caracterizado na regido do visivel pela presenca de dois
picos em 541 e 536 nm. Apds o tratamento enzimatico houve reducéo
dos picos de absor¢do sem a formagéo de novos picos.

Uma vez que a degradacdo enzimética de corantes envolve a
ligacdo de corantes e enzimas, ndo é surpreendente que as estruturas
guimicas dos corantes afetam fortemente suas eficiéncias de
descoramento. No entanto, é dificil sugerir um mecanismo molecular
real, porque a estrutura do corante e a eficiéncia dos mediadores redox
contribuem em grande parte na catalise mediada por peroxidases. A
eficiéncia de remocdo de cor de corantes é fortemente dependente do
efeito estérico de substituintes quimicos em corantes (RAUF e
ASHRAF, 2012).
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5.8 Testes de toxicidade

O efluente proveniente das diversas atividades exercidas pelo
homem tem um grande potencial de contaminacdo, e nem sempre as
técnicas de tratamento empregadas asseguram que o efluente seja
desprovido de toxicidade (SILVA, 2002).

Os testes fisico-quimicos isoladamente sdo incapazes de prever
em sua totalidade o risco apresentado por uma substancia ou efluente.
De modo que os testes toxicoldgicos possuem uma posicdo de extrema
importancia na caracterizagdo destes. A seguir serdo apresentados e
discutidos os resultados dos testes toxicoldgicos com 0s organismos:
Daphnia magna e Vibrio fischeri e os testes comportamentais utilizando
a alga Euglena gracilis. Os testes toxicoldgicos foram realizados com os
quatros corantes téxteis, Azul Brilhante, Azul Turqueza, Preto Remazol
e Vermelho CQ4BL antes e apds o tratamento enzimético. O corante
Vermelho Remazol ndo foi utilizado por ndo ter conseguido alcancar
nenhuma remocao de cor nos estudos.

5.8.1 Teste Agudo Utilizando o Organismo Daphnia magna

Neste estudo, a toxicidade aguda dos corantes, antes do
tratamento e ap6s o melhor tratamento eleito, foi avaliada utilizando-se
0 teste com Daphnia magna. Na Tabela 18 estdo apresentados os
valores dos fatores de toxicidade para os corantes antes e apds o
tratamento.

Tabela 18. Fator de toxicidade dos corantes téxteis (nas concentragdes de 100
mg/L) antes e apds tratamento frente ao bioindicador Daphnia magna.

Inicial (FTd) Tratado (FTd)
Azul Turqueza Né&o téxico 4
Azul Brilhante 2 16
Preto Remazol Nao toxico 4
Vermelho CQ4BL Nao toxico 2

FTd = Fator de Toxicidade para Daphnia magna.

O fator de toxicidade (FT) é representado pela menor diluigdo
da amostra em que ndo se observa efeito significativo de inibicdo da
capacidade natatéria do organismo indicador superior a 10% dos
organismos expostos, apds 48 horas de exposi¢do. Outra forma de
expressar resultados deste teste toxicoldgico é através da CEx, (valor de
dose minimo necessario para causar a imobilidade de 50% dos
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organismos). A CLs, e a CEsg sd0 parametros que indicam a toxicidade
da substancia ou amostra testada; quanto menor a CLs, ou CEsp, maior a
toxicidade da substancia ou amostra (MAGALHAES e PEREIRAO
FILHO, 2008).

Os resultados expresos em CEsg estdo disponiveis na Tabela 19
e na Figura 77.
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Figura 77. CEs, dos corantes téxteis antes e apds tratamento frente ao
bioindicador Daphnia magna.
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Os corantes: Azul Turqueza, Preto Remazol e Vermelho
CQ4BL néo apresentaram toxicidade na concentracdo de 100 mg/L para
0 organismo D. magna no teste agudo, conforme resultados
apresentados na Tabela 16.

A toxicidade de todos os corantes estudados aumentou
significativamente apds o tratamento enzimatico. Sendo que para a D.
magna a amostra que apresentou maior toxicidade foi a solucdo do
corante Azul Brilhante apds o tratamento enzimatico.

O rendimento da reacdo parece estar relacionado ao aumento da
toxicidade dos corantes apds o tratamento enzimatico. O corante
Vermelho CQRL, o qual apresentou a menor taxa de descoloracao
(cerca de 19%) foi o apresentou a menor toxicidade ap6s o tratamento
(FT =2 e CLso — 91,37mg/L), ja o corante Azul Brilhante, que teve uma
descoloragdo acima de 95%, passou de um FT = 2 antes do tratamento
para 16 ap0s o tratamento. Os corantes Azul Turqueza e Preto Remazol,
nos quais a remocdo de cor foi de cerca de 90 e de 75%,
respectivamente, e que possuiam CLs, de 548 e 202 mg/L antes do
tratamento obtivem CLs apés o tratamento de 50 e 56 mg/L.
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A toxicidade, em especial aguda, apresentada pelo corante Azul
Brilhante pode ser justificada, conforme descrito por Jonsson e Baun
(2003), pela presenca do produto de degradacdo (Figura 72) acido o-
ftalico, que apresenta toxicidade aguda para as D. magna, com CLs, de
103 mg.L™". Para o outro produto de degradacio gerado, 2-aminol-
fenol-4-sulfénico, ainda ndo se tem descrito na literatura nenhum dado
referente a sua toxicidade. Da mesma forma, os estudos referentes a
toxicidade crénica deste corante e de seus produtos de degradacdo
também néo foram encontrados.

Silva et al. (2013) avaliaram a descoloragdo do corante téxtil
Azul Brilhante por peroxidase de soja e a toxicidade dos produtos
formados ap0Os tratamento enzimatico utilizando Artemia salina e
sementes de alface (Lactuca sativa). Neste estudo obteve-se a remocéo
maxima 86% apds 13 min de reacdo e, os produtos obtidos apds a
descoloragdo enzimatica apresentaram toxicidade mais elevada do que o
corante inicial. Champagne e Ramsay (2010) observaram o aumento da
toxicidade sobre Vibrio fischeri ap6s descoloracdo enzimatica do
corante Azul Brilhante por lacase de Trametes versicolor.

Silva et al. (2012) avaliaram o processo de descoloracdo do
corante téxtil Reactive Blue 21 (Azul Turqueza) pela enzima peroxidase
de nabo, e estudaram a toxicidade do corante antes e apds o tratamento
enzimatico. Os testes de toxicidade com sementes de alface mostraram
um aumento da toxicidade apds o tratamento enzimatica do corante.
Estes autores concluiram que o aumento da toxicidade apés o tratamento
enzimatico pode ser atribuido & presenca de Cu?* em solugo (conforme
0 esquema proposto por estes autores para degradacdo do corante,
apresentado na Figura 74), embora esses ions ndo sejam 0s Unicos
responsaveis pelo aumento da toxicidade das solucdes.

De acordo com a PORTARIA N° 017/02 — FATMA DE
18/04/2002 que estabelece os Limites Maximos de Toxidade Aguda
para efluentes de diferentes origens e fornece outras providéncias, o
fator de diluicdo para o organismo Daphnia magna aceitadvel para
efluentes provenientes de industrias téxteis é de 2. Segundo esta norma,
todas as solugfes de corante antes do tratamento e, apenas a solucao
tratada do corante Vermelho CQ4BL, estdo em conformidade.

5.8.2 Teste Agudo Utilizando o Organismo Vibrio fischeri

O Vibrio fischeri é uma bactéria luminescente que vem sendo
muito utilizada em testes toxicoldgicos, principalmente devido a
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facilidade e a rapidez da andlise. Neste teste a diminuicdo da
luminescéncia emitida pela bactéria é considerada um efeito toxico.

Na Tabela 20 sdo apresentados os resultados referentes ao
ensaio de toxicidade aguda utilizando bactérias bioluminescentes.

Tabela 20. Fator de toxicidade dos corantes téxteis (na concentragéo: 100 mg/L)
antes e ap6s tratamento frente ao bioindicador Vibrio fischeri.

Inicial (FT) Tratado (FT)

Azul Turqueza 2 16
Azul Brilhante 2 16
Preto Remazol 2 32
Vermelho CQ4BL 2 16

FTB = Fator de Toxicidade para Vibrio fischeri: menor dilui¢do da amostra em
que ndo se observa efeito significativo de inibicdo de luminescéncia do
organismo indicador.

Todos os corantes estudados apresentaram um FT igual a 2
antes do tratamento enzimatico no teste de toxicidade aguda com o
Vibrio fischeri. Ap6s o tratamento enzimatico o FT subiu para 16 ou 32,
dependendo do corante. De acordo com a Portaria N° 017/02 — FATMA
DE 18/04/2002 que estabelece que o FT maximo para o teste de
toxidade aguda de efluentes téxteis com o organismo V. fischeri é 2,
somente as solugdes de corante antes do tratamento estdo dentro dos
limites estabelecidos de toxicidade para este organismo.

Para o organismo V. fischeri a amostra que apresentou maior
toxicidade, de forma diferente ao encontrado para a D. magna, foi a
solucdo do corante Preto Remazol ap6s o tratamento enzimatico.

Os resultados dos FTs agudos para Daphnia magna e Vibrio
fischeri foram iguais somente para as amostras de corante Azul
Brilhante, para os demais corantes estudados os FTs para o V. fischeri
foram maiores.

Os resultados encontrados ap6s a aplicacdo dos testes de
toxicidade aguda com a D. magna e o V. fischeri no presente estudo,
assim como os resultados obtidos por Flohr et al. (2012), mostraram que
o0 Vibrio fischeri é mais sensivel do que a Daphnia magna em testes de
toxicidade aguda.

Os diferentes organismos testes utilizados nos testes de
toxicidade podem apresentar diferentes sensibilidades as substancias. A
variabilidade das respostas obtidas com os diferentes organismos-teste
ressalta a importancia da utilizacdo de organismo de diferentes niveis
tréficos na avaliacdo da toxicidade ambiental de substancias e efluentes.
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5.8.3 Teste de Eficiéncia Fotossintética no PAM Utilizando o
Organismo Euglena gracilis

As medicbes da fluorescéncia da clorofila usando PAM
tornaram-se um método comum para o estudo dos efeitos de fatores
ambientais sobre a fotossintese das plantas, bem como de macro e
microalgas (NIELSEN e NIELSEN, 2008).

Os resultados de rendimento fotossintético obtidos através do
teste de desempenho fotossintético com o PAM para os tempos de 2 e 7
dias estdo dispostos nas Figuras 78 e 79.

Figura 78. Efeitos dos corantes téxteis antes e ap0s tratamento enzimatico sobre
o rendimento fotossintético da alga E. gracilis em 2 dias.
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Figura 79. Efeitos dos corantes téxteis antes e apds tratamento enzimatico sobre
o rendimento fotossintético da alga E. gracilis em 7 dias.
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Além da interferéncia estética, quando ndo tratados
adequadamente, e langcados em aguas naturais, os efluentes provenientes
da industria de corantes ou de processos envolvendo tingimento de
fibras téxteis podem interferir na absorcdo da luz pelos vegetais e
animais do ambiente aquatico, provocando modificaces nas atividades
fotossintetizantes da biota aquatica (ZANONI, 2001).

As amostras de corante téxteis estudadas, antes e apOs o
tratamento enzimatico, ndo produziram inibicdo do rendimento
fotossintético nos tempos estudados, de 2 e 7 dias. Desta forma, pode-se
afirmar que, apesar de coloridas, as solugbes nao prejudicaram o
processo de fotossintese das algas.

As Figuras 80 e 81 apresentam os resultados da taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) obtidos através do teste de desempenho
fotossintético com o PAM para os tempos de 2 e 7 dias.
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Figura 80. Efeitos dos corantes téxteis antes e ap0s tratamento enzimatico sobre
a taxa de transporte de elétrons (ETR) da alga E. gracilis em 2
dias.

220
200

=—4—Controle
=fi=Azul Brilhante

=—4—Azul Brilhante Tratado

== AzUl Turqueza

—+—Azul Turqueza Tratado

=o-Preto Remazol

—+=—Preto Remazol Tratado
=4=\ermelho CQ4BL
Vermelho CQ4BL Tratado

0 1000 2000 3000 4000
Irradiagao (pmol fotons m? s)

Figura 81. Efeitos dos corantes téxteis antes e apds tratamento enzimatico sobre
a taxa de transporte de elétrons (ETR) da alga E. gracilis em 7 dias.
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De forma semelhante ao ocorrido com o rendimento
fotossintético, as amostras de corantes estudadas, antes e ap6s o
tratamento enzimatico, ndo produziram inibigdo da ETR.

A estimativa de transporte de elétrons no PSII é um indicador
atil de qualquer dano ao aparato fotossintético, uma vez que, qualquer
inibicdo em PSII, vai resultar no bloqueio do transporte de elétrons no
PSII (AHMED e HADER, 2010).

A andlise do rendimento fotossintético e da ETR mostraram
gue, para todos os corantes testados, antes e apds o tratamento, ndo
houve efeito negativo sobre o sistema fotossintetizante, na maioria dos
casos houve estimulo deste sistema. Azizullah et al. (2011) também
observaram este fendmeno em um estudo sobre o desempenho
fotossintético utilizando o equipamento PAM com sete diferentes aguas
residuais, uma delas provenientes de uma industria téxtil.

Este efeito positivo sobre a fotossintese pode ser explicado por
um ou pela combinacdo dos seguintes fatores: (1) Os nutrientes
presentes nas amostras estavam disponiveis para satisfazer o requisito
nutricional da E. gracilis, em compara¢gdo com o controle (diluido com
agua destilada); (2) O efeito positivo foi devido a um possivel efeito
estimulador de doses baixas de toxinas (DANILOV e EKELUND,
2001a; JENNINGS, 1979; STEBBING, 1982; VOCKE et al., 1980
appud AZIZULAH, RICHTER e HADER, 2011). AZIZULLAH et al.
(2011) ressaltam ainda que a funcdo de protecdo de aguas residuais
contra a radiacdo forte também pode ser uma possivel razdo para a
maior eficiéncia fotossintética em altas intensidades de luz.

5.8.4 Teste de Toxicidade Crénica Utilizando o Organismo Daphnia
magna

Os testes de toxicidade cronica permitem avaliar os possiveis
efeitos toxicos de substancias quimicas sob condi¢des de exposicdes
prolongadas a concentragdes sub-letais, ou seja, concentragdes que
permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam suas funcdes
bioldgicas, tais como reproducdo (COSTA et al., 2008).

Para a execucdo dos testes cronicos decidiu-se trabalhar com as
diluicGes de 1, 5 e 10% das solu¢des de corante a 100 mg/L obtendo as
concentracdes de 1, 5 e 10 mg/L. Estas concentragBes sdo subletais ao
organismo teste e permitem facil acompanhamento dos testes, solucées
mais concentradas tornam-se mais escuras e dificultam a visualizacdo
dos filhotes produzidos.
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De acordo com os estudos de Terra e Feiden (2003), Terra et al.
(2003) e Terra et al. (2004), para assegurar a validade do teste é
necessario que o controle apresente pelo menos 80% de sobrevivéncia
das daphnias adultas.

Para andlise da longevidade foram consideradas com efeito
significativamente letal as amostras que resultaram na morte de mais de
20% dos organismos. Para até 20% de mortalidade foi considerado que
as mortes pudessem ter ocorrido em decorréncia da manipulacdo dos
organismos, e ndo necessariamente pela toxicidade das amostras.

A longevidade do grupo controle foi de 100% para os 21 dias de
teste, e a longevidade de todos os grupos estudados, exceto do vermelho
tratado a 10 mg/L, foram iguais ou superiores a 80%, conforme os dados
apresentados na Figura 82. Desta forma, é possivel afirmar que a
solucdo de corante Vermelho CQ4BL a 10 mg/L apds o tratamento
apresentou toxicidade, neste momento do experimento, verificada pela
mortalidade superior a 20% dos organismos.
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Figura 82: Numero de Daphnia magna adultas sobreviventes expostas as
amostras no periodo de 21 dias.
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Nas Figuras 83, 84, 85, 86 e 87 sdo apresentados 0s resultados
de fecundidade obtidos no teste de toxicidade cronica utilizando o
organismo Daphnia magna para os quatro corantes estudados antes e
apos o tratamento enzimatico.
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Nos testes de toxicidade crbnica pode-se determinar a
Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO) e a Concentracdo de
Efeito Observado (CEO). A CENO, portanto, ¢ a concentracdo
considerada segura do agente toxico ou efluente toxico a ser langado
num corpo d’agua (MAGALHAES e PEREIRAO FILHO, 2008).

Os testes com o corante Azul Brilhante, Figura 83, indicaram
gue apenas a amostra de corante a 10 mg/L inibiu a fecundidade dos
organismos testados. Sendo que, com o tratamento enzimatico esta
inibicdo nédo foi observada.

Figura 83. Niumero médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando
expostas as amostras do corante Azul Brilhante antes e ap6s tratamento
enzimatico no periodo de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo
controle (Tukey, p<0,05).
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Para as amostras do corante Azul Turqueza, conforme
apresentado na Figura 84, apenas as Daphnias que estavam nas amostras
de corante Azul Turqueza a 1 e 5 mg/L tiveram média de filhotes
significativamente iguais ao do grupo controle. Desta forma, todas as
amostras testadas do corante Azul Turqueza apds o tratamento, e
também a amostra deste corante sem tratamento a 10 mg/L, alteraram a
fecundidade dos organismos testados. A alteracdo observada ao final de
21 dias de teste foi a diminuicdo na fecundidade.
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Figura 84. Numero médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando
expostas as amostras do corante Azul Turqueza antes e apds tratamento
enzimatico no periodo de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo
controle (Tukey, p<0,05).
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De acordo com a Figura 85, para o corante Preto Remazol, as
amostras de corante Preto Remazol a 10 mg/L e as amostras de corante
Preto Remazol apds o tratamento, nas concentracdes de 5 e 10 mg/L
aumentaram a fecundidade da D. magna. No grupo controle a média de
filhotes em 21 dias foi de 17,4 (3,3) filhotes por Daphnia mée, no grupo
corante Preto a 10 mg/L a média de filhotes gerados foi de 25,7 (3,4) e
nas amostras com o corante Preto apds o tratamento a 5 e 10 mg/L
foram de 50,5 (9,4) e 49,4 (10,3), respectivamente.
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Figura 85. Nimero médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando
expostas as amostras do corante Preto Remazol antes e ap6s tratamento
enzimatico no periodo de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo
controle (Tukey, p<0,05).
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O corante Vermelho CQ4BL, até a concentragdo de 10 mg/L,
conforme apresentado na Figura 3, ndo alterou a fecundidade do
organismo teste no periodo de tempo testado. Ja, o corante Vermelho
CQ4BL ap6s o tratamento enzimatico, nas concentracfes de 5 e 10
mg/L aumentaram significativamente a fecundidade da Daphnia magna.
Enquanto a média de filhotes em 21 dias do grupo controle foi de 17,4
(3,3) filhotes por Daphnia méae, a média de filhotes gerados nas amostras
com o corante Vermelho apds o tratamento a 5 e 10 mg/L foram de 38,8
(10,8) e 45,4 (6,9), respectivamente. De acordo com Flohr et al. (2012)
aumentos de reproducdo podem ser explicados com uma tentativa
forcada de conservacdo das espécies.
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Figura 86. Numero médio de filhotes produzidos por Daphnia magna quando
expostas as amostras do corante Vermelho CQ4BL antes e apGs tratamento
enzimatico no periodo de 21 dias. *Significativamente diferente do grupo
controle (Tukey, p<0,05).
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Dos quatro corantes estudado, nenhuma solucdo dos corantes
antes do tratamento a 1 e 5 mg/L apresentaram toxicidade crbnica e, a
10 mg/L, o Unico corante que ndo apresentou toxicidade crbnica foi o
corante Vermelho CQ4BL. A toxicicidade cronica frente ao organismo
D. magna aumentou ap6s o tratamento enzimatico dos corantes, exceto
para as solugdes do corante Azul Brilhante.

Ap6s o tratamento enzimatico a Unica solucdo que ndo
apresentou toxicidade cronica foi a do corante Azul Brilhante. Resultado
contrario ao obtido no teste agudo utilizando 0 mesmo organismo. No
teste agudo o FT das solucdes do corante Azul Brilhante apds o
tratamento enzimatico aumentou 8 vezes, e foi esta a solucdo que
apresentou maior toxicidade aguda nos testes com a D. magna.

A solugdo que apresentou maior toxicidade cronica foi a
solucédo do corante téxtil Azul Turqueza ap6s o tratamento, que mesmo
na concentragdo de 1 mg/L apresentou toxicidade crénica.

No teste de toxicidade cronica utilizando Daphnias, a toxicidade
pode ser observada pela diminuicdo da fecundidade, como o ocorrido
com os corantes Azul Brilhante e Azul Turqueza, ou pelo aumento da
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fecundidade, como o ocorrido com o corante Preto Remazol e o corante
Vermelho CQ4BL.

Ao comparar 0s testes de toxicidade aguda e crbnica, é possivel
confirmar a grande importancia dos testes crénicos com a Daphnia
magna. No presente estudo, algumas solugdes que ndo apresentaram
efeitos agudos significativos na concentragdo de 100 mg/L, como as
solucdes dos corantes Azul Turqueza e Preto Remazol, apresentaram
efeitos cronicos em concentracdes de 1 mg/L. Resultados semelhantes
foram encontrados por Flohr et al. (2012), em que seis das dez amostras
analisadas ndo mostraram efeitos agudos significativos, mas
apresentaram efeitos cronicos em pelo menos uma das variaveis
observadas (reproducéo, crescimento, e longevidade).



6. CONCLUSAO

A enzima Hoseradish peroxidase mostrou-se eficiente na
remocao de cor de importantes corantes téxteis, sendo que a remogéo de
cor e a velocidade de descoloracdo foram diferentes para cada um dos
corantes estudados, pois, a degradagédo dos corantes dependente de suas
estruturas moleculares.

A enzima peroxidase removeu de forma eficiente a cor dos
corantes téxteis Azul Brilhante e Azul Turqueza, com remogdes de cor
de, respectivamente, cerca de 95% e 90%. O corante Preto Remazol teve
aproximadamente 87% de remoc¢do de cor, enquanto que o corante
Vermelho CQ4BL apresentou apenas, cerca de, 20% de remog&o.

O corante Vermelho Brilhante ndo foi suscetivel a descoloracao
enzimatica pela enzima peroxidase. Nenhuma das reagdes utilizando
este corante apresentou qualquer remocéo de cor.

As melhores condic¢des: concentragdo de enzima, concentracao
de peroxido de hidrogénio, pH e temperatura encontradas nas rea¢fes de
descoloragdo dos corantes téxteis variaram de acordo com o corante,
exceto para o corante Azul Brilhante, que apresentou melhor rendimento
das reacdes em pH 6, os demais corantes apresentaram como pH étimo
4.

As reacOes de remocdo de cor que utilizam como catalisador a
enzima peroxidase s6 acontecem na presenca de peroxido de hidrogénio.
Para o corante Azul Brilhante e Preto Remazol, a concentra¢do de
peroxido de hidrogénio requerida para altos rendimentos das reacGes é
proporcional a concentragéo de corante.

O rendimento das reacdes de descoloragdo e a quantidade de
corante removido mostrou-se ser dependente da concentracdo de corante
presente na solugdo. A relagdo entre a concentracdo de corante e a
guantidade de corante removido (mg/L) para os corantes Azul Brilhante,
Azul Turqueza e Preto Remazol, entre 12,5 e 200 mg/L, pode ser
representada por uma funcdo linear, onde a concentracdo de corante
removido é diretamente proporcional a concentracdo de corante na
amostra. Para o corante Vermelho CQ4BL esta relagdo foi observada
somente até a concentracdo de 100 mg/L.

A toxicidade dos corantes téxteis Azul Brilhante, Azul
Turqueza, Preto Remazol e Vermelho CQ4BL, frente ao organismo
indicador Daphnia magna, aumentou ap6s o tratamento enzimatico.
Sendo que o0s corantes que tiveram uma maior descoloracdo
apresentaram maior toxicidade.
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Todas as solugdes de corantes téxteis tiveram sua toxicidade,
frente ao organismo teste Vibrio fischeri, aumentada apds o tratamento
enzimatico. Entretanto, o perfil de toxicidade das solugdes de corante
antes e apds o tratamento enzimatico frente a este organismo foi
diferente do apresentado pela Daphnia magna. A solugcdo de corante
Azul Brilhante apds o tratamento enzimatico foi a que apresentou maior
toxicidade frente ao organismo D. magna (FT 16). Frente ao organismo
V. fischeri, a solucdo que apresentou maior toxicidade foi a do corante
Preto Remazol, também ap6s o tratamento enzimético (FT 32).

O organismo V. fischeri mostrou-se, de maneira geral, ser mais
sensivel aos efeitos toxicos causados pelos corantes téxteis antes e apds
0 tratamento enzimatico do que o organismo teste D. magna. Sendo que,
mesmo 0s corantes na concentracdo de 100 mg/L apresentaram
toxicidade. Apenas as solugdes do corante Azul Brilhante, antes e ap6s o
tratamento, apresentaram o0 mesmo FT para ambos 0s organismos teste.

No teste comportamental com a alga Euglena gracilis, foi
possivel observar que as solugcdes de corantes antes e ap6s o tratamento
ndo inibiram o processo fotossintético, avaliada pelo rendimento da
fotossintese, e ndo causaram danos ao aparato fotossintético, avaliado
pela ETR.

Nos testes cronicos utilizando o organismo Daphnia magna, a
longevidade de todos os grupos estudados, exceto do Vermelho CQ4BL
tratado a 10 mg/L, foram iguais ou superiores a 80%. Dentre as
concentracBes estudadas neste teste, a Unica que apresentou efeito letal,
portanto, foi a solucdo de corante Vermelho CQ4BL a 10 mg/L apés o
tratamento enzimatico. Os testes realizados com os corantes Azul
Turqueza, Azul Brilhante, Preto Remazol e Vermelho CQ4BL antes do
tratamento a 1 e 5 mg/L ndo influenciaram na fecundidade da D. magna.
Sendo que, o corante Vermelho CQ4BL foi o Unico corante que nédo
alterou a fecundidade do organismo teste no periodo de tempo testado,
mesmo na concentracdo de 10 mg/L. ApGs o tratamento, todas as
amostras do corante Azul Turqueza, diminuiram a fecundidade do
organismo teste. Para os corantes Preto Remazol e Vermelho CQ4BL,
as amostras de corante ap6s o tratamento, nas concentragfes de 5 e 10
mg/L aumentaram significativamente a fecundidade da D. magna. Nos
testes realizados com o corante Azul Brilhante ap6s o tratamento
enzimatico a fecundidade néo foi alterada.

Considerando o potencial de aplicacdo de enzimas na remogéo
da cor e os estudos de toxicidade que indicaram, em sua maioria, que 0s
metabdlitos formados apds as reacfes enzimaticas, com a enzima
peroxidase, sdo mais toxicos do que a molécula inicial do corante, a
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combinagdo com outro tipo de tratamento, fisico-quimico ou bioldgico,
pode ser Util para reduzir a toxicidade. Desta forma, sugere-se estudar o
tratamento enzimatico associado a outros tipos de tratamento e, estudar
os efeitos cronicos das solugdes de corantes téxteis antes e apos o
tratamento enzimatico com outras gera¢cdes do organismo teste Daphnia
magna.
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ANEXO A - Ficha técnica da enzima Horseradish peroxidase

PEROXIDASE

N N

APHEPARATION and

PEO-301/302 are isolated from horseradish root in our own method. PEO-131 is chromatographically
separated from the ofher isoenzymes using SP Sephadex C-50 by the modified method of Paul et al."
The peroxidase fractions having equal RZ values (ca.3.3) are combined fo generate the preparation
This preparation has an RZ value of ca.3.3 and is electrophoretically homogeneous. On the other hand,

Grade T is partially purifi
Appearance
Activity

Contaminant

%PE RTIES

Stability
Molecular weight
Structure

Inhibitors

Optimum pH

Optimum temperature

pH Stability

Thermal stability

Effect of various chemical

AAPPLICATIONS

Donor + Hz02

®TOYOBO ENZYMES®
(Diagnostic Reagent Grade)

Jrom Horseradish

Donor:hydrogen-peroxidase oxidoreductase (EC 1. 11.1.7)

SPECIFICATION

ed preparation.

: Reddish-brown amorphous powder, lyophilized
Grade I 250 Purpuragallin Ufmg-solid or more

(-131) (RZ = 3.0, salt free)

Gradelll 110 Purpurogallin Ujmg-sclid or more
(-301) (RZ = 2.0, containing approx. 30% of stabilizers)
Gradelll 180 Purpurogallin Ujmg-solid or more

(-302) (RZ =20, salt free)

: Phosphatase =1.0%10-%% (Gradelll)

: Stable at —20°C for at least one year
: approx. 40,000

: Glycoprotein with one mole of protchaemin IX 2

: Cyanide, sulfide, fluoride, azide 3
:6.0—70
1 45T
:pH 5.0—10.0 (25°C, 20nr)
: below 50T (pH 6.0, 10min)
s : (Table 1)

Oxidized donor + 2H:0

(Fig.1,2)

(Fig.3)
(Fig.4)
(Fig.5)
(Fig.6)
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PEO-131-301-302
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This enzyme is useful for enzymatic determination of HoO, in clinical analysis. Especially, the highly
purified preparation (Grade 1) is useful as a protein tracer in histo-and cyto-chemisiry and as a
valuable experimental tool in hodological neurography. Also, the enzyme preparation has been used as
an enzyme label in enzyme immunoassay. Grade M(-302) is suitable for dry chemistry. On the other
hand, the enzymes contribute for the reduction of phehol in waste water.
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PEQ-131-301- 302
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Hssay

Principle:

peroxidase

2Pyrogaliol +3H0p, ————— Purpurogallin+5H,0+C0;
The appearance of Purpurogallin is measured at 420nm by spectrophotometry.
Unit definition:
One purpurogallin unit causes the formation of cne milligram of purpurogallin in 20 seconds under the conditio
descriped below.

Method:
Reagents
A. Pyrogallol solution : 5% (W/V)(Should be prepared fresh)
B. H;O; solution 1 0.147M [Dilute 1.67ml of 30% (W/V) Hz0, to 100ml with Ha0O] (Should

prepared fresh)

C. Phosphate buffer, pHE.0  : 0.1M

D. H;50, solution 20N
Procadure
1. Prepare the following reaction mixture in a test tube (32 ¢ Concentration in assay mixture
X 200mmy) and equilibrate at 20T for about 5 minutes. Phosphate buifer 15 ml
14.0ml HO Pyrogallol 40 mi
2.0ml Pyrogallol solution (A) Hz0; 7.4mi
1.0ml HO; solution (B)
2.0ml Phosphate buffer, pHE.0 (C)

Add 1.0ml of the enzyme solution® and mix

3. After exactly 20 seconds at 201C, add 1.0ml of 2.0 N H,S0, solution (D) to stop the reaction.
Extract the produced purpurogallin from the above stopped reaction mixture in five times with 15mi portio
of ether and fill up the combined ether exiracts to 100ml with fresh ether.

5. Measurs ihe oplical density at 420nm against water (OD fest).

At the same time, prepare the blank by first mixing the reaction mixture with 1.0ml of 2.0 N HzS!
solution (D) after 20 a sec-incubation at 20°C, followed by the addition of the enzyme solution and extractil
with ether by the same procedure as the test (OD blank)

* Dissolve the enzyme preparation in ice-cold 0.1M phosphate buffer, pH 6.0 (C), dilute to 3.0—6.0 p
purogallin U/ml with the same buffer and store on ice
Calculation

Activity**can be calculated by using the following formula.

AOD{OD test—OD blank) x di

Volume activity (Ujml) = R ELEATS = AODX8.547 X df

Weight activity (U/mg)=(U/ml) % 1/C

Vs

: Sample volume (1.0ml)

0.117 : Optical density at 420 nm corresponding to 1mg% of Purpurogallin in ether.

df
C

* Dilution factor
: Enzyme concentration in dissolution (¢ mg/mi)

**One purpurcgallin unit is eguivalent to 13.5 international units determined with c-dianisidine at 25T.

AFEFERENCES
1) K.G.Paul and T.Stigbrand; Acta Chem.Scand., 24, 3607 (1970).
2) LM.Shannon et al.; J.Biol.Chem., 241, 2166 (1966).
3) E.Kay et al.; J.Biol.Chem., 242, 2470 (1967).
4) R.Lasek et al.; Brain Res., 8, 319 {1968).
5) W.M.Cowan et al.; Brain Res , 37, 21 (1972).
6) J.H.La Vail et al.; Brain Res., 58, 470 (1973)
7) AM.Graybiel and M.Devor; Brain Res., 68, 167 (1974).
8) AH.Bunt et al.; Brain Res., 102, 152 (1976)
9) D.R.Colman et al.; Brain Res., 102, 156 (1976)
10) M.Dubcis-Dalcq et al.; JHistochem.Cyfochem., 25, 1201 (1977)
11) M.Sato et al.; Brain Res., 140, 149 (1978)
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PEO-131-301- 302

Table 1. Effect of Various Chemicals on Peroxidase
[The enzyme dissolved in 0.1M phosphate buffer, pH 6.0 (50U/ml) was incubated with each chemical at 25T
for 1hr.]

Chemical Concn.(mM) Chemical Concn.(mM)

Metalsat 20 ]

Mgl 2]

o, 0 2| Hrarogamne :

_BaOAy s EOTA =2

_FeCk s | OFfenantvome 22

A 10 -

R — 2 =

" 20 ®

_Gic, 0 e | Ne% 2 5|

Me, 95 - IMonximd D10% |

_Gso. e |EU® o.10% 0|

_PbOA 9% | [ween® P |

T —— 108 '

T 10 z |

2-Mercaptoethanol 20 94 | =D LIS B
DAC 0.05% 102 |

PCMB

=Residual activity was measured by 4AA-DEA method

4AA, 4-Aminoantipyrine; DEA, Diethylaniline

Ac,CHaCO; PCMB, p-Chicromercuribenzoate; MIA, Monoiodoacetate; NEM, N-Ethylmaleimide; IAA, lodoacetamide;
EDTA, Ethylenediaminetetraacetate; SDS, Sodium dodecyl sulfate; DAC, Dimethyl-benzyl-alkyl-ammonium chloride.

o

98

Residual Activity, % _
g
Relative Adivity
Residual Activity, %

02 46 81012
Period (months)
Fig.1. Stability (Powder form) Fig.3. pH-Activity Fig.6. pH-Stability
(kept under dry conditions ) 25T, ZChr-gm‘almsgt with 50mM

buffer solution: pH3.5-6.0, acetats;
pHE.0-8.0, phosphate; pHI.0-11.0
borate

pH

20T, 20sac-reaction in 0.1M
buffer solution: pH4.0-6.0, acatate;
pHE.0-B.0, phosphate

1 100— 100
# @®
z 2 z
= 3 £
<
: fa Za-
3 3 3
4 B ]
40 60 40 60 80
Period (days) Temperatura, T Temperatura, T
Fig.2. Stability (Powder form) Fig.4. Temperature activity Fig.6. Thermal stability
(kapt under dry conditions ) 20sec-reaction in 0. 1M pmq:han;] 10min-treatmant with samM]
buffer, pHE.0. phosphate butfer, pHE.0
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APENDICE A

Abaixo sdo apresentados os gréaficos de remogdo de corante em
funcdo da concentragdo dos corantes: Azul Brilhante, Azul Turqueza,
Preto Remazol e Vermelho CQ4BL que demonstram a existéncia de
uma relacdo linear entre a concentracdo de corante e sua remocao.

Figura 1a. Grafico de remocdo de corante em funcdo da concentragdo do
corante Azul Brilhante.

200 .
=
B
£ 150
g
=4
e
8 100 P
g . y=0,971x+0,0483
2 ) R2=1
g 5o
£ -
[} K :
x s
o
0
0 50 100 150 200 250

Concentragdo de Corante {(mg/L)

Figura 2a. Gréafico de remocdo de corante em funcdo da concentragdo do
corante Azul Turqueza Remazol.

200

150
=
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Figura 3a. Gréafico de remocdo de corante em funcdo da concentracdo do
corante Preto Remazol.

200
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-
% )
E
0 100
T y=0,645x +3,6664
Q 2
R?=0,9992
: S
2 .
50 .
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.
(]
0
0 50 100 150 200 250

Concentragdo de Corante (mg/L)

Figura 4a. Gréfico de remocdo de corante em funcdo da concentracdo do
corante Vermelho CQ4BL.
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APENDICE B

Abaixo sdo apresentados todos os modelos cinéticos testados
paras os corantes: Azul Brilhante, Azul Turqueza, Preto Remazol e
Vermelho CQ4BL.

Figura 1b. Representacdo grafica do estudo da cinética de descoloracdo do
corante Azul brilhante segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda

ordem, c¢) Pesudo primeira ordem e d) Pseudo segunda ordem.

a) b)
45 06
4
05 R
35 r L Z
3 &\ 04 s 0/
025 + Q 0
5 2 M o ¥ .’.
15 02
; 01 -
0,5
0 T ] 07 T 1
0 50 100 0 50 100
Tempo (min) Tempo (min)
y=-0,0235¢+3,1728 y=0,0088x+0,0347
R2=0,7262 R2=0,9615
c) d)
2,00 3
1,50 20 }
o 10 - 2 ¥
g 050 N 2 7
' 0
g 0w (NS w $15 y
0,50 '\# 100 10
= 1,00 e s 4
-1,50 of : |
200 ; : 50 50 100
empo (min) Tempo (min)
=-0,0461x+1,3621
! §2:0;;4} y=0,4955¢-2,1962
' R2=0,9785
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Figura 2b. Representacdo grafica do estudo da cinética de descoloracdo do
corante AzulTturqueza segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda
ordem, c¢) Pesudo primeira ordem e d) Pseudo segunda ordem.

a) b)
18 0,2
1,6 ’ 0,18
0,16
}3 0,14 V.2
61183 g U2 g
Pog | Thay S
- ~T 0,08 4
06 0,06
04 0,04
0,2 0,02
0 T 1 0 I T 1
0 50 100 0 50 100
Tempo (min) Tempo (min)
y=-0,0103x+1,2904 y=0,002x+0,0528
R?=0,6338 R?2=0,8611
c) d)
2 10
) )
1,5 8 /
g 1 6
Y
505 " 84
§Il 0 \%\’ 1 2
05 100 0 ( | |
1 5 50 100
Tempo (min, )
Tempo (min)
y=-0,028x+1,1734 y=0,1557x-0,4483

R?=0,9022 R2=0,9902
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Figura 3b. Representacdo grafica do estudo da cinética de descoloracdo do
corante Preto Remazol segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda
ordem, c¢) Pesudo primeira ordem e d) Pseudo segunda ordem.

a) b)
18 02
16 0,18
14 | 0,16
; 12 0,14 ¢4 ¢
N 0,12
w LT ¥ 0@
g08 | 30
=06 0,08
' 0,06
04 0,04 -
02 0,02
0 T 1 U T T 1
0 50 100 0 50 100
Tempo (min) Tempo (min)
y= 00158+ 1,5432 V=0,0027x+ 0,085
R2=0,8444 R*=0,3054
c) d)
5 10 »
15\ ’ I
¢ g v
g 05 4 s 4 /
for TR w |
05 ¢ 100 0( ; ‘
B 5 50 100

Tempo (min)

y=-0,0371x+1,5304
R2=0,9283

Tempo (min)

y=0,1619x- 0,6111
R2=0,9877
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Figura 4b. Representacdo grafica do estudo da cinética de descoloracdo do
corante Vermelho CQ4BL segundo cinética de a) Primeira ordem, b) Segunda

ordem, c¢) Pseudo primeira ordem a)

a) b)
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