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RESUMO

Este trabalho apresenta uma avaliacédo preliminar do potencial da quitosana,
na forma pulverizada (QTS3), como um agente remediador de efluente de industria
téxtil. A capacidade de remediacdo de QTS3 foi avaliada comparativamente a fisico-
quimica e bioldgica convencional (ETE), através de ensaios fisico-quimicos (reducao
de cor, pH, condutividade, dureza e teor de metais) e bioensaios com organismos
bioindicadores (Artemia sp, Daphnia magna e Vibrio fischeri). Também foram
realizados testes de toxicidade subcrénica através da inibicdo de germinacéo de
sementes, do crescimento de plantulas e de inibigdo de raizes de bulbos de cebola
(Allium cepa). Além disto, foram verificados alguns biomarcadores de estresse
oxidativo (lipoperoxidacédo - TBARS, concentragcao de GSH, atividade da catalase) e
de genotoxicidade (fragmentagcdo do DNA e teste de micronucleos) em peixes
(Danio rerio). Os resultados obtidos demonstraram que a quitosana removeu
aproximadamente 80% dos corantes e reduziu significativamente a condutividade, a
dureza e a concentracdo dos ions de metais existentes no efluente ndao remediado
(EB). Porém, a remediac&o convencional causou um aumento na concentracéo de
alguns ions de metais. O efluente EB foi altamente toxico para V. fischeri (FD=64),
porém os efluentes remediados (ETE e QTS3) ndo apresentaram toxicidade aguda
(FD=1). O efluente QTS3 ndo causou toxicidade aguda aos microcrustaceos
(Artemia sp e D. magna), enquanto o ETE causou toxicidade apenas a D. magna
(FD=4). Na verificagao da toxicidade subcrbnica através da inibicdo de germinagao
de sementes e do crescimento de plantulas de A. cepa, ndo foram constatadas
diferencas significativas entre os efluentes. Foi observada uma inibicdo no
crescimento das raizes de bulbos expostos ao EB, porém esta foi maior no ETE e o
QTS3 causou menor inibicdo. A remediagdo com quitosana levou também a uma
reducdo de toxicidade verificada através dos biomarcadores de estresse oxidativo
em D. rerio que apresentou menores niveis de lipoperoxidacdo (TBARS=55,06 +
11,42 nmol.g™"), enquanto os peixes expostos ao ETE apresentaram valores maiores
(78,60 + 4,45 nmol.g™"). Igualmente, com relagdo & GSH, os animais expostos ao
QTS3 (8,34 + 0,94 ymol.g™') ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle (9,17 + 0,30 pmol.g™'), enquanto os peixes expostos ao ETE (13,70 +
1,46 pmol.g'1) apresentaram maiores niveis de GSH. Com relacdo a CAT,
novamente os peixes expostos ao QTS3 (118,30 = 9,30 mmol.min"'.g™") nao
apresentaram diferenca do grupo controle (103,65 + 10,76 mmol.min™.g™"), enquanto
os expostos ao EB (45,85 + 1,90 mmol.min"'.g™"), apresentaram uma atividade
diminuida. O QTS3 levou a uma reducdo da genotoxicidade verificando-se menor
dano ao DNA (3,00 + 0,70) e menor frequéncia de micronucleos (0,37 £ 0,12 %),
comparativamente aos peixes expostos ao efluente ETE, que apresentaram valores
maiores para ambos (8,25 * 1,10 e 0,57 £ 0,08 %o, respectivamente). Estes
resultados permitem concluir que a quitosana pulverizada pode ser utilizada como
agente de remediacdo de efluentes téxteis com vantagens ambientais,
comparativamente a remediagdo efetuada pela empresa que utiliza coagulante
inorganico toxico. Além de que confirmaram a adequagdo dos bioindicadores e
biomarcadores empregados neste estudo no monitoramento da remediagdo de
efluentes industriais.

Palavras-chave: efluente téxtil, remediacdo, quitosana, testes de toxicidade aguda,
estresse oxidativo, biomarcadores.
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ABSTRACT

The present work consists in a preliminary evaluation of a pulverized
chitosan (QTS3) as a remediator agent against a textile effluent (EB). The QTS3
remediation capacity was compared to a conventional physic-chemical and biological
remediation (ETE), using physic-chemical assay (color reduction, pH, conductivity,
hardness, and metal content), assay of acute exposure with different bioindicators
(Vibrio fischeri, Artemia sp, Daphnia magna), subchronic exposure using Allium cepa,
and also biomarkers of oxidative stress and genotoxicity (DNA fragmentation and
micronuclei assay) using the fish Danio rerio as bioindicator. The results showed that
chitosan remediation was able to remove approximately 80% of dyes and also
significantly decreased the metal content present in the EB effluent, compared to an
increase in metal content found after conventional remediation. The non-remediate
effluent (EB) was highly toxic to V. fischeri (FD=64), whilst the ETE and QTS3
effluents did not cause acute toxicity using a dilution factor FD=1. Also, the QTS3
effluent did not cause acute toxicity to Artemia sp and D. magna, whilst the ETE
effluents cause to D. magna (FD=4). After subchronic exposure to A. cepa no
differences were observed either in the development seeds or seedlings. However,
inhibition of root growth was observed in the onion bulbs (A. cepa) after exposure to
non-remedied effluent (EB), being higher in relation to ETE compared to QTS3
effluent. Chitosan remediation decreased biomarkers of oxidative stress such as
lipoperoxidation (TBARS) (55.06 + 11.42 nmol.g”') and GSH contents (8.34 + 0.94
umol.g™), whilst animals exposed to ETE effluent showed enhanced TBARS values
(78.60 + 4.45 nmol.g™), and also enhanced GSH contents (13.70 + 1.46 ymol.g™).
However, after QTS3 exposure no differences were found for GSH contents in
controls (9.17 # 0.30 pmol.g™"). In QTS3 exposure no CAT activity induction was
observed (118.30 + 9.30 mmol.min™.g™") compared to controls (103.65 + 10.76
mmol.min™.g™"), whilst after EB exposure CAT activity was decreased (102.70 + 4.52
mmol.min™.g™"). Accordingly, DNA fragmentation and micronuclei indices were higher
after exposure to ETE effluent (8.25 + 1.10 and 0.57 + 0.08 %., respectively)
compared after chitosan remedied exposure (3.00 = 0.70 and 0.37 £ 0.12 %o,
respectively), and the controls (4.75 £ 1.50 and 0.37 £ 0.12 %o, respectively). The
results indicate that chitosan (QTS3) a useful tool for the remediation of effluents
from textile industry, which showed a better efficiency compared to the industrial
treatment that use toxic inorganic coagulants.

Keys words: textile effluent, remediation, chitosan, acute test toxicity, oxidative
stress, biomarkers.
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1 INTRODUCAO

1.1 IndUstria téxtil no cenéario brasileiro e em Santa Catarina

No Brasil, as industrias téxteis concentram-se nas Regides Sul e Sudeste,
nas quais os estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do

Sul e Santa Catarina se destacam (BRAILE; CAVALCANTI, 1993).

O segundo maior polo téxtil em volume de producédo do Brasil situa-se em
Santa Catarina e localiza-se em areas urbanas de elevada densidade demografica,
principalmente nos municipios de Blumenau e Brusque, onde se encontra a maior
producao téxtil do sul do Brasil. Tal concentracéo industrial levou a uma situacéo de
degradacdo ambiental da bacia hidrografica do Rio Itajai-Agu (SANTOS, 1996;

WOLFF, 1997).

As industrias de fiagdo e tecelagem do vale do Itajai sdo algumas das
maiores do setor na regido sul, na qual representam 53,38 %, enquanto o litoral
norte representa 17,23 %, o sul do estado 8,78 %, Floriandpolis 8,45 %, extremo
oeste 4,39 %, Lages 3,72 %, planalto norte 2,70 % e vale do Rio do Peixe 1,35 %.
As principais cidades onde se concentram as industrias téxteis sdo Blumenau, com
15,54 % das fiagdes e tecelagens; Brusque com 14,53 % e Joinville com 10,81 %

(KNUT, 2001; SANTOS, 1996).

Citando dados do Instituto Brasileiro de Geografia e de Estatistica (IBGE), o
Banco Regional de Desenvolvimento do Extremo Sul (BRDE) (2004, 2005) apontou

para Santa Catarina a variagdo de + 9,6 % (2004/2003) e + 9,1 % (2004/2005) na



producao industrial fisica para a industria téxtil no primeiro semestre (meses de
janeiro a maio) de cada ano, comparativamente ao ano anterior. Esta instituicao
aponta o desempenho do setor téxtil como um dos responsaveis pelo bom resultado
da industria catarinense no primeiro semestre de 2005. Este crescimento é resultado
do alto nivel de organizagao deste ramo empresarial, constatado pela Associagéao
Brasileira da Industria Téxtil e de Confecgao (ABIT), que representa a integragao da
cadeia téxtil brasileira e € composta por inumeros segmentos da industria téxtil.
Estes abrangem desde o cultivo do algoddo, matérias-primas sintéticas, fibras
téxteis, fiagdes, tecelagens, malharias, tinturarias e estamparias, até as confecg¢oes
(ABIT, 2004). No entanto, todos os niveis produtivos sdo potencialmente capazes de

gerar poluicao (KNUT, 2001).

1.2 Potencial poluidor/degradador gerado pela industria téxtil e legislacdo

associada ao controle da poluicéo

As industrias téxteis de vestuario e de artefatos de tecidos sdo atividades
potencialmente poluidoras (emissdo de gases e efluentes sdlidos e liquidos) e/ou
utilizadoras de recursos ambientais (uso de agua) em seu processo produtivo
segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA, 2000). Também podem ser potencialmente contaminadoras do
solo e das aguas subterrédneas (IBGE, 1999). Isto se deve ao fato de que os
efluentes das industrias téxteis apresentam caracteristicas fisico-quimicas préprias,

tratando-se de misturas complexas de corantes, surfactantes, detergentes,



oxidantes, sais, etc. Ao longo do tempo, estes despejos podem variar de acordo com
a utilizacdo de novos reagentes, processos, maquinarios e novas técnicas. Sua
quantidade depende da demanda de consumo que, por sua vez, é determinada pela
moda vigente em vestuario (BALAN, 1999, 2002; KIMURA, 2001; PEARCE; LLOYD;

GUTHRIE, 2003).

Em Santa Catarina, a Portaria Intersetorial n® 01 de 1992 da Secretaria de
Estado da Tecnologia, Energia e Meio Ambiente e da Fundagdo do Meio Ambiente
(FATMA) aprovou a listagem das atividades consideradas potencialmente
causadoras de degradagdo ambiental. Esta Portaria definiu que as atividades de
fabricagdo de artefatos téxteis (estamparias e/ou tinturarias), apresentam um
potencial poluidor/degradador de nivel médio para o ar, de nivel alto para a agua e
de nivel médio para o solo (FATMA, 1992; KNUT, 2001). A Resolugdo n® 237 de
1997 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA, 1997), que além de definir
as atividades potencialmente poluidoras e estabeleceu os critérios para o exercicio
da competéncia do Licenciamento Ambiental Municipal. Para determinar os niveis de
potencial poluidor/degradador adotou-se uma avaliacéo geral englobando ar, agua e
solo, e uma avaliagao especifica para cada compartimento. Nesta Resolucédo foram
apresentadas as atividades que s&o associadas as industrias téxteis, de vestuario e

de artefatos téxteis e seu potencial poluidor:

a) Beneficiamento, fiagcao e tecelagem de fibras téxteis vegetais: potencial médio
para a avaliagdo geral, médio para os compartimentos ar e agua, e pequeno
para o solo;

b) Beneficiamento, fiacdo e tecelagem de fibras téxteis artificiais e sintéticas:
potencial médio para a avaliagdo geral, médio para os compartimentos ar e

agua, e pequeno para o solo;



c) Beneficiamento, fiacdo e tecelagem de materiais téxteis de origem animal:
potencial médio para a avaliagdo geral, médio para os compartimentos ar e
agua, e pequeno para o solo;

d) Fabricacao de artefatos téxteis, com estamparia e/ou tintura: potencial grande
na avaliagao geral, médio para o ar, grande para a agua, e médio para o solo;

e) Servigos industriais de lavagao, tingimento, alvejamento, estamparia e/ou
amaciamento: potencial grande para a avaliagao geral, médio para o ar, grande
para a agua, e médio para o solo;

f) Confeccbes de roupas e artefatos de téxteis de cama, mesa, copa e banho,
com tingimento e/ou estamparia: potencial grande para a avaliagdo geral,

médio para o ar, grande para a agua, € médio para o solo.

No entanto, para o efetivo controle da poluicdo n&o basta apenas o
licenciamento. Deve haver um monitoramento dos efluentes gerados ao longo do
processo industrial. Este importante aspecto esta contemplado na Portaria n® 17 de
2002 (FATMA, 2002), onde foi estabelecido que a toxicidade aguda do efluente deve
ser determinada em laboratorio, mediante a conducado de testes ecotoxicologicos
padronizados, utilizando microcrustaceos e bactérias bioluminescentes. Esta portaria
constituiu um avanco, ja que em nivel da federagao, a obrigatoriedade dos ensaios

toxicologicos foi determinada apenas a partir de 2005.

Em nivel federal, na Resolugdo n® 237 de 1997 (CONAMA, 1997), ainda em
vigor, foi estabelecida a obrigatoriedade do licenciamento ambiental para as
atividades ou empreendimentos da industria téxtil, de vestuario e artefatos de tecidos
representadas por empresas que atuam no beneficiamento de fibras téxteis vegetais,
de origem animal e sintéticas; na fabricagcdo e acabamento de fios e tecidos; no

tingimento, estamparia e outros acabamentos em pecas do vestuario, e em artigos



diversos de tecidos. Tais empresas foram consideradas como apresentando um grau
médio de degradagdo ambiental. Esta Portaria visou disciplinar a localizagao,
instalacdo, ampliagcdo e operacdo de empreendimentos e atividades utilizadoras de
recursos ambientais consideradas efetiva ou potencialmente poluidoras ou daquelas

que, sob qualquer forma, possam causar degradacao ambiental (CONAMA, 1997).

A Resolugdo CONAMA n® 20 de 1986 (CONAMA, 1986) foi revogada e
atualmente estd em vigor a Resolugdo CONAMA n® 357 de 2005 que determina os
padroes e limites maximos para langamentos de efluentes em corpos de agua

receptores (CONAMA, 2005).

1.3 Etapas do processo produtivo téxtil e substancias quimicas utilizadas

Os processos na industria téxtil abrangem desde a fiagdo até a tecelagem,
durante os quais sao adicionados varios compostos quimicos, entre eles os
detergentes e os corantes que sao eliminados durante as etapas subsequentes.
Desta forma, as operacgdes de limpeza, tingimento e acabamento na industria téxtil
déo origem a uma grande quantidade de despejos. A recirculagdo destes despejos e
a recuperacao de produtos quimicos e subprodutos constituem os maiores desafios
enfrentados pela industria téxtil com o fim de reduzir os custos com o tratamento dos
mesmos. Assim, seus efluentes incorporam substancias provenientes de todas as
etapas umidas, ou seja, que envolvem lavagem durante todo o beneficiamento de
fibras téxteis tais como: engomagao, desengomacao, alvejamento, mercerizagao,

tingimento, vaporizacdo e acabamento. Dependendo do processo e da matéria-



prima utilizada, os efluentes liquidos gerados no processo téxtil irdo variar em
quantidade e em sua composi¢ao. Por serem complexos e de elevada diversidade
quimica, o tratamento por métodos convencionais em estacdes de tratamento de
efluentes (ETE) apresenta diversos problemas, em especial o baixo nivel de
eficiéncia quanto a remocédo de cor e a elevada producédo de lodo (BRAILE;

CAVALCANTI, 1993; KNUT, 2001; MELO FILHO, 1997).

Os fios em rolos ou bobinas passam por fervura em solugdes de soda
caustica ou detergente (cozimento) e, apés a lavagem, ocorre o tingimento por
imerséo dos fios em solu¢des contendo corantes, hidroxido de sodio e detergentes.
Os fios tingidos em bobinas seguem para a tecelagem e os tingidos em rolos
recebem um tratamento inicial com solugdo de goma de fécula de amido
(engomacédo), para aumentar a resisténcia dos fios durante a tecelagem. Em
seguida, os fios passam por um processo de desengomacéao utilizando glicose,
enzimas, detergentes alcalinos quentes, sabdes e emolientes dissolvidos em agua.
Durante o cozimento e a lavagem utiliza-se soda caustica, detergentes e outros
auxiliares na remocgdo de impurezas como ceras naturais, gorduras, alcoois e
lubrificantes. Para o alvejamento do tecido utiliza-se principalmente hipoclorito de
sédio, clorito de sodio, peréxido de sédio, peroxido de hidrogénio e hidrossulfito de
sddio. A mercerizacdo confere ao material téxtil celulésico maior resisténcia
mecénica a ruptura, além de brilho. Nesta etapa utiliza-se soda caustica e o
acabamento é obtido através da aplicagdo de gomas e resinas em temperaturas
controladas, além de surfactantes, uréia, formol e emulsdes polietilénicas. Estas
etapas podem ser observadas no fluxograma apresentado na figura 1 (BRAILE;

CAVALCANTI, 1993; DOS SANTOS, 2005; KIMURA, 2001).
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Figura 1 — Etapas do processamento de fibras de algoddo em industria téxtil (Modificado de
DOS SANTOS, 2005).

Na estamparia de tecidos de algodao, a pasta € o veiculo de aplicagao do
corante sobre o tecido. Esta pasta pode ser composta por uréia, espessante alginato
de sodio, fosfato dissodico (para corantes diretos), bicarbonato de sddio (para

corantes reativos) e sabbes (SERVICO NACIONAL DE APRENDIZAGEM



INDUSTRIAL — SENAI; CENTRO DE TECNOLOGIA DA INDUSTRIA QUIMICA E
TEXTIL - CETIQT; DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR TECHNISCHE

ZUSAMMENARBEIT - GTZ, 1998).

No processo de branqueamento das fibras utiliza-se como oxidante o
hipoclorito de sodio e o cloreto de sodio. No entanto, na tinturaria os oxidantes
utilizados s&o o dicromato de potassio, o cloreto de ferro (lll) e o nitrito de soédio

(PERUZZO, 2003).

Embora na literatura existam diferentes esquemas demonstrativos do
processamento de fibras de algodao, de uma maneira geral as etapas apresentadas

na figura 1 sdo as que ocorrem, com maior frequéncia, nas industrias téxteis e afins.

Portanto, entre os produtos quimicos mais utilizados na industria téxtil
destacam-se os acidos (sulfurico, cloridrico, férmico, acético), bases (hidréxido de
sédio, hidroxido de potassio, amdnia, carbonato de sdédio), sais (silicato de sddio,
polifosfatos, fosfato de aménia, cloreto de aménia e cloreto de magnésio), oxidantes
(peroxido de hidrogénio), solventes orgéanicos (tetracloroetileno, metanol, etanol),
ceras, parafinas, silicones (produtos de acabamento), espessantes (amido, éteres de
amido, gomas vegetais), tensoativos (sabbes, detergentes, dispersantes)

(VANDEVIVERE; BIANCH; VERSTRAETE, 1998).

Porém, entre todas as substancias quimicas utilizadas no processo téxtil, os
corantes constituem uma questdo delicada em funcdo do seu potencial poluidor.
Fica claro o conflito existente entre as exigéncias dos o&rgdos ambientais
fiscalizadores e a demanda por consumo de produtos mais coloridos. Nesta

complicada equacdo devem ser inseridos elementos como as matérias-primas



necessarias a producao, tanto de corantes quanto de produtos téxteis, o controle da
qualidade dos efluentes liquidos lancados, a capacidade de autodepuracdo dos
corpos de agua receptores e a resisténcia dos organismos que neles vivem. Este
conflito pode sofrer uma reducgéao significativa quando sdo adotados procedimentos
para produgdo mais limpa na qual sejam empregadas substéncias que causem
minimos impactos ambientais (BASTIAN; SANTOS; FERRARI, 2001; CONAMA,

2005).

1.3.1 Corantes

Corantes sdo definidos como “substéncia, geralmente organica,
desenvolvida para ser absorvida ou adsorvida, ou reagir com, ou ainda ser
depositada em um substrato de forma a imprimir cor ao mesmo, com algum grau de

permanéncia” (SOCIETY OF DYERS AND COLOURISTS, 2005).

Corantes e pigmentos s&do colorantes que diferem entre si por sua
solubilidade. Os corantes que forem parcialmente ou completamente dissolvidos em
um liquido podem ser aplicados sobre diferentes substratos (materiais téxteis, papel,
cabelos, couro, entre outros). Ja os pigmentos sao praticamente insolUveis nos
meios nos quais eles sdo aplicados. Colorantes sao caracterizados por sua
capacidade de absorver luz no espectro visivel (400 a 700 nm), por esta razédo

parecem coloridos (TROTMAN, 1984; ZOLLINGER, 1991).



Entre os fatores que determinam a selegdo do corante a ser utilizado se
destacam a sua afinidade por uma fibra téxtil e o processo de tingimento (continuo,
semicontinuo e por esgotamento), além das caracteristicas técnicas desejadas para
o produto em termos de solidez como, por exemplo, a luz, a friccdo e ao suor

(ABIQUIM, 2005).

Até a metade do século XIX todos os corantes organicos eram derivados de
partes de vegetais e de substéncias extraidas de animais. Embora a industria de
corantes tenha se originado na Europa durante o século XVI, o primeiro corante

sintético foi descoberto em 1856 na Inglaterra (GUARATINI; ZANONI, 2000).

No Brasil, desde a época colonial, os corantes tém desempenhado um papel
especial. O nome que o pais recebeu deriva de um corante que provém de uma
arvore conhecida como pau-brasil (Caesalpinia echinata), cuja cor vermelha é
atribuida a um composto conhecido como brazileina que, na realidade, € um produto
da oxidagdo da brazilina, presente no lenho da arvore. A formula dos corantes
brazilina e brazileina foi determinada por Liebermann e Burg em 1883 (ABIQUIM,

2005).

O Colour Index, catalogo da Society of Dyers and Colourists, registra que
atualmente mais de oito mil corantes sintéticos sdo empregados na industria téxtil

(ZANONI; CARNEIRO, 2001).

A utilizacdo de corantes no Brasil concentra-se principalmente nos corantes
reativos para fibras celulosicas que hoje respondem por 57 % do mercado, seguidos

pelos corantes dispersos com 35 % (ABIQUIM, 2005).
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Souza e Peralta-Zamora (2005) atribuem aos azo corantes 60 % do mercado
consumidor brasileiro. Entre estes se destacam os corantes reativos com 57 % do

mercado consumidor e os corantes dispersos com 35 % (ABIQUIM, 2005).

1.4 Classificacao de corantes

A norma técnica NBR 5766 de 1974 da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), estabelece a classificagdo de corantes organicos e sintéticos

comercializados no Brasil (ABNT, 1974).

Os corantes sao classificados segundo o Colour Index (Cl), conforme sua
classe quimica, e de acordo com o método de fixacao a fibra téxtil. Com relacéo a
classe quimica dos corantes, estes sao classificados de acordo com a estrutura
quimica do grupo cromoforo. Os grupos mais importantes sdo azos, antraquinona e

ftalocianina (HAO; KIM; CHANG, 2000; KUNZ et al., 2002).

Entre os varios grupos cromoforos utilizados na sintese de corantes, o grupo
mais representativo e que é mais amplamente empregado no tingimento de fibras
téxteis estdo os azo corantes. Estes se caracterizam por apresentarem um ou mais
grupamentos -N=N- ligados a sistemas aromaticos. Estes sdo encontrados entre os
corantes basicos, acidos, diretos, mordentes e reativos (KIMURA, 2001;

VANDEVIVERE; BIANCH; VERSTRAETE, 1998).

Em termos de utilizacdo na industria téxtil, adota-se a classificacao de

acordo com a aplicagao dos corantes ou o modo de fixagédo as fibras (GUARATINI;
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ZANONI, 2000; KIMURA, 2001; TROTMAN, 1984): basicos, acidos, diretos ou
substantivos, mordentes ou pré-metalizados, ao enxofre ou sulfurosos, azdicos, a

cuba, dispersos ou dispersivos, reativos e branqueadores.

Na tabela 1 sdo apresentadas outras caracteristicas dos corantes como
estrutura quimica (azo, antraquinona, etc.). Como a estrutura quimica do corante
interfere no processo de tingimento e na afinidade dos corantes por determinadas
fibras téxteis, entdo o emprego de um tipo de corante é determinado por sua
estrutura que também pode causar toxicidade do corante ou de produtos
intermediarios de sua degradacdo, bem como sua solubilidade a qual, por sua vez,
interfere diretamente no processo de tingimento e na qualidade do mesmo
(ASPLAND, 1992a, 1992b; BASTIAN; SANTOS; FERRARI, 2001; GUARATINI;

ZANONI, 2000; KIMURA, 2001; TROTMAN, 1984; ZOLLINGER, 1991).

Na industria téxti em estudo no presente trabalho s&o utilizados
principalmente os corantes pertencentes ao grupo conhecido comercialmente como
remazol, que no Colour Index sao denominados como corantes reativos

(BURKINSHAW; JARVIS, 1996).
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Tabela 1 — Classificagdo dos corantes, principais caracteristicas (estrutura quimica e
solubilidade de corantes), fibras nas quais s&o aplicados, e exemplos de corantes em uso

(ABIQUIM, 2005; ASPLAND, 1992a, 1992b; GIRARDI; VALLDEPERAS; LIZ, 1999;
GUARATINI; ZANONI, 2000; KIMURA, 2001; TROTMAN, 1984; ZOLLINGER, 1991).
Classes de Est[ut'ura Solubilidade Flb*ras Exemplos
corantes guimica *)
Azo,
antraquinona, Cl Basico
Basicos triarilmetano, Hidrossoluveis. PROT .
o o Violeta 2
triazina, acridina,
quinolina.
Azo, azina,
antraquinona,
triariilmetano,

Acidos trimetil-metano, PROT Cl
xanteno, SINT Amarelo 1
nitro, nitroso,
quinolina,
ftalocianinas.

Diretos ou . . . . Cl Direto

: Azo (diazo, triazo) Hidrossoluveis. CEL Amarelo 2
substantivos
, CEL
Mordentes ou pré- Cl Mordente
metalizados Azo gﬁﬁT Laranja
Compostos altamente
insoluveis em agua,
Macromoléculas hidrossoluveis em solugao

Ao Enxofre ou com pontes de de sulfito de sédio e CEL Cl Enxofre

sulfurosos np hidrossulfito de sodio e Laranja 1
polissulfetos . .

ap6és redugao séo
insollveis no interior da
fibra onde interagem.
Componente naftol é
insoluvel em agua, com a
adicao de hidroxido de
sodio forma naftolato que Corante
€ um agente de
Vermelho
acoplamento obtido
hidrossoluvel, .
CEL através da
Componente base ~
. ) i . PROT reacao entre

Azdicos Azo insoluvel em agua, com a !

o oy o SINT metanitro-
adicdo de nitrito de sddio ortotoluidina
ou acido cloridrico, forma e acido beta-
base diazotada ou sal de hidroxi-
diazénio (RN*") que reage "

naftoico.

com o agente de
acoplamento, ja fixo a
fibra, e produz um corante
insoluvel em agua.
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(continuagao...)

Insoluveis em agua, com a
adicdo de hidréxido de
sodio e de hidrossulfito de
sodio convertem-se em

A cuba Ant_raqumona, compo~stos Ieucp-soluvels, CEL Cl Cuba
indigo que sao absorvidos pelas Preto 1
fibras onde sofrem
oxidacao e formam um
pigmento colorido
insoluvel.
Dispersos Azo !\lao ?Orr.‘p'eta”.‘e”te SINT Cl Dlgperso
insoluveis em agua. Laranja
Azo,
mono e diazo,
(metalizado ou CEL Cl Reativo
Reativos nao metalizado), = Hidrossoluveis. PROT reto 5
trifenodioxazina, SINT P
ftalocianina,
antraquinona.
Cumarina,
derivados
Grupos estilbénicos
carboxilicos obtidos da ~
azometinos condensacao
(-N=CH-), ou de cloreto
etilénicos gfr?]ué:ggo
Branqueadores (-CH=CH) aliados CEL diami
. iamino-
a sistemas .
. estilbeno-
benzénicos, ; .
. dissulfénico,
naftalénicos, :

A . seguido de
pirénicos e anéis ~
aromaticos conden_sagao

) sucessiva
com outras
aminas.

(*) Tipos de fibras onde os corantes podem ser aplicados: CEL = fibras celuldsicas (algodao), PROT =
protéicas (la, seda), SINT = fibras sintéticas (poliamidas sintéticas, poliéster, nylon, diacetato de
celulose, triacetado de celulose, acrilicas).

1.4.1 Corantes reativos

Os corantes reativos sdo compostos que contém um ou mais grupos reativos

que formam ligagdes covalentes com um atomo de oxigénio, de nitrogénio ou de

enxofre de fibras celulésicas (grupo hidroxil), fibras protéicas (grupos amino, hidroxil



e mercaptano) e poliamidas (grupo amino). O primeiro corante comercial com dois
grupos reativos (vinilsulfona) foi o reativo preto 5, que é um azo corante
recomendado para fibras celuldsicas e protéicas (Ia). Com relagéo ao tipo estrutural,
existem dois grupos principais: o grupo com anel heterociclico e o grupo com

vinilsulfona (ASPLAND, 1992a, 1992b; TROTMAN, 1984; ZOLLINGER, 1991).

A molécula de um corante reativo apresenta estruturalmente uma
combinagdo de grupos denominados como grupo croméforo (C), grupo de
solubilizagdo (S), grupo de ligagao (L), grupo reativo (R) e grupo de saida (X),
conforme figura 2. Os grupos (L), (R) e (X) tém efeito nas propriedades fisicas da
molécula como um todo, entre as quais a cor, massa molar, solubilidade e
capacidade de difusdo para o interior da fibra, entre outros. Todos os grupos, com
excecgao do (X), sao soluveis em agua. O grupo cromoforo (C) é a parte da molécula
que é colorida e pode ser azo (-N=N-). Cerca de 80 % de todos corantes reativos
apresentam este grupo cromogénico. Os demais podem ser do tipo trifenodioxazina,
ftalocianina ou antraquinona. Todos os corantes reativos apresentam em suas
moléculas, como grupo para solubilizagdo em meio aquoso (S), o sulfonato de sédio
(-SO3Na). Faz parte também da molécula dos corantes reativos um grupo de ligagao
(L) entre a parte reativa da molécula e a parte soluvel colorida que pode ser um
grupo imino (-NH-), ou amida (-NHCO-), ou sulfona (-SO»-), entre outros. Os
corantes reativos apresentam em sua molécula um caracteristico grupo reativo (R),
que pode ser um anel heterociclico ou um radical vinilsulfona (-SO,-CH=CH), e um
grupo de saida (X), que podem ser ions (CI', F', Br') e CH3SO, (ASPLAND, 19923,

1992b; ZOLLINGER, 1991).
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Grupo Reativo (R)

Grupo de Ligacgao (L)

'\ i’ “~—=Grupo de Saida (X)
Grupo Solubilizante (S) N (C\' )
- i N -
N

SOsNa on NH_\<

\

Grupo Cromoforo (C) (S)
(a)
Hs
NaO3SOCH,>CH,>0 N=N—<: :>—
HB_/ 'H%—’va—’ N(CHS)Z

S ® O 4o,

J

©) (6)

Figura 2 — Representacao das unidades que compdem as estruturas dos corantes reativos.
(a) grupo reativo triazina e (b) grupo reativo vinilsulfona (baseada em KIMURA, 2001).

1.5 Tratamento de efluentes de uma indUstria téxtil

O tratamento de efluentes a serem lancados em corpos receptores visa a
adequacao dos parametros aos limites estabelecidos por regulamentacao especifica,
e, desta forma, reduzir os efeitos prejudiciais sobre os organismos. O monitoramento
dos efluentes a serem langados nos corpos receptores deve ser realizado de
maneira a serem respeitados os limites dos padrdes para os efluentes a serem
langados, impostos em legislagdo pertinente nas esferas federal, estadual e

municipal (CONAMA, 2005; FATMA, 2002).
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A Resolugdo CONAMA n? 357/05 define como formas de tratamento de

efluentes industriais o tratamento convencional e o avangado (CONAMA, 2005).

No tratamento convencional, a clarificacdo €& realizada através dos
processos de coagulacédo e de floculagdo, seguidos de desinfecgdo e correcédo do
pH. Ja para o tratamento avangado devem ser aplicadas técnicas de remogao e/ou
inativagdo de constituintes refratarios aos processos convencionais de tratamento.
Estes constituintes podem conferir & agua caracteristicas como cor, sabor, odor e
atividade toxica (CONAMA, 2005). Na figura 3 encontram-se as principais formas de
tratamento de efluentes coloridos realizadas na atualidade (KARAPINAR et al.,

2000).

OXIDAGAO:
BIOLOGICA
+ QUIMICA

COAGULAGAO
FLOCULACAO

FILTRACAO METODOS

ELETRO - QUIMICOS

ADSORCAO

REMEDIACAO REALIZADA NA
DA INDUSTRIA EM ESTUDO

ZEOLITA

ESCORIAS

BIOPOLIMEROS

CINZAS
DE CERAMICA

CINZAS DE
MADEIRA

CARVAO
ATIVADO

BENTONITA

QUITOSANA

Figura 3 — Principais métodos de tratamento de efluentes coloridos (modificado de
KARAPINAR et al., 2000).

O processo de tratamento convencional de efluentes téxteis envolve

inumeras etapas devido as caracteristicas do processo produtivo. Os efluentes
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podem sair dos processos em alta temperatura (entre 60 °C e 90 °C) ou em
temperatura ambiente. Os efluentes sdo captados e recebem uma injecdo de gas
carbbnico para a neutralizagcdo do pH. Em seguida, passam por dispositivos de
tratamento fisico (grades, caixas de areia, peneiras estaticas) para a retirada de
sélidos em suspenséo, fibras de algodao, restos de pastas, etc; depois seguem para
os tanques de neutralizagdo e equalizagdao. No tanque de neutralizacao é efetuada
nova medicao do pH, pois as estagbes sao projetadas para tratarem os efluentes
com pH variando entre 8 e 10. Apds a equalizagao, os efluentes seguem para os
tanques de aeracdo onde permanecem de 24 a 36 h, e depois vao para o
decantador secundario. A aeracao constitui importante passo no processo de
tratamento bioldgico propriamente dito, ja que os aeradores irdo fornecer oxigénio as
bactérias e demais organismos da microfauna, presentes no lodo ativado, que é
necessario a decomposicdo aerdbica da matéria organica. Esta matéria confere
turbidez ao efluente juntamente com outros materiais em suspenséo. Nesta fase, os
nutrientes para os organismos sao fornecidos pelo esgoto sanitario que é gerado na
empresa. Apos a adicdao de um agente coagulante, ocorre floculagdo dos materiais
em suspensao, que se depositam no decantador levando a redugéo da turbidez bem
como a remogao da cor do efluente. Neste processo o efluente fica por
aproximadamente 12 h. No final, uma parte do lodo do decantador € concentrada em
um filtro-prensa e enviada para o aterro industrial, e outra parcela volta para os
tanques de aeracgdo (recirculagdo) para realimentar as bactérias e a microfauna.
Estas etapas sao apresentadas na figura 4 (BASTIAN; SANTOS; FERRARI, 2001;

SANTOS, 1996; VAZOLLER, 1989).
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Efluente Bruto |[—

Gradeamento
A 4

Caixa de Areia
A 4

Peneira Estatica
\ 4

Caixa de Passagem

Medidor de Vazéo A 2
Magnético MV [&—— Tanque de Equalizagéo

v

Aeracao (3 células)
A 4

Recirculagdo |—p Decantador Secundario

T -
Lodo R

Descolorante
h 4
Adensador v Polieletrolito

h 4 Decantador MV
Prensa Terciario >
\ 4 \ 4

Recipientes Escada de Aeragao
v v

Aterro Industrial Corpo Receptor

Sulfato de Aluminio

Figura 4 — Planta de tratamento de efluentes da empresa em estudo (fonte: geréncia da
empresa fornecedora do efluente téxtil avaliado no presente trabalho).

O tratamento convencional envolve um processo de coagulagéo/floculagéo
no qual ocorre a agregacgéo de coldides e particulas dissolvidas em flocos maiores,
que podem ser sedimentados por agao da gravidade, resultando na remogao dos
mesmos da fase liquida (KIMURA, 2001). Trata-se de um processo versatil e pode
ser utilizado sozinho ou combinado com o tratamento biologico, de forma a remover
sélidos em suspensdo e matéria organica, assim como promover uma elevada

remogao da cor de efluentes de industrias téxteis (TUNAY, 1996; MERIC; SELCUK;
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BELGIORNO, 2005). No entanto, este processo apresenta como desvantagem o
grande volume de lodo gerado (KUNZ et al., 2002). Este lodo é rico em corantes,
além das demais substancias utilizadas no processo téxtil. Portanto, torna-se um
problema, devendo ser descartado de maneira adequada para evitar contaminagcao

ambiental (BASTIAN; SANTOS; FERRARI, 2001).

Os tratamentos descritos acima envolvem processos nao destrutivos
fundamentados em coagulagdo, seguidos de separagdo por flotagdo ou
sedimentacao e também processos destrutivos que ocorrem na etapa de tratamento
biolégico (lodos ativados). Tais tratamentos, apesar da sua eficiéncia relativamente
elevada com aproximadamente 80 % de remogao da carga de corantes e de material
particulado, apresentam uma geragdo de lodo onde os corantes que foram

adsorvidos nao podem ser reaproveitados (KUNZ et al., 2002).

1.6 Aspectos dos corantes relacionados a poluicéo

A poluigao visual dos corpos de agua por efluentes da industria téxtil ou por
corantes presentes em esgotos domésticos ndo € um problema apenas estético, ja
que pode afetar o processo de fotossintese devido a ocorréncia da diminuigdo da
transparéncia da agua o que dificulta a entrada dos raios solares (KUNZ et al.,

2002).

Esta cor esta associada a presenca de determinadas estruturas na molécula

dos corantes. No caso de azo corantes, estes apresentam moléculas com duas
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partes principais, uma & parte da molécula que se liga a fibra téxtil e a outra é o
grupo cromoforo, que pode apresentar um ou mais grupamentos -N=N- ligados a
sistemas aromaticos, apresentado na figura 5. O croméforo corresponde a parte da
molécula organica capaz de absorver luz seletivamente e apresenta como principal
caracteristica um sistema de dupla ligacédo conjugada (por exemplo, C=C, C=0,
N=N, etc), responsavel pela absor¢do molecular. Quando estes croméforos
estiverem ligados a alguns grupos saturados, verifica-se que ocorre alteragdo do
comprimento de onda além de alteragbes na intensidade de absorg¢do. O conjunto
formado por croméforo e grupos saturados € denominado como auxdécromo, com
tendéncia a ser polar, 0 que aumenta a polaridade do corante e, consequentemente,

sua solubilidade em agua (ZOLLINGER, 1991).

Os azo corantes sao os corantes sintéticos mais liberados no meio ambiente

por industrias téxteis, quimicas e farmacéuticas (DOS SANTOS, 2005).

Figura 5 — Exemplo de estrutura quimica de azo corante, em destaque o grupo azo (-N=N-)
(Fonte: KUNZ et al., 2002).

A entrada de corantes no meio ambiente ocorre basicamente por quatro
vias, ou seja, através de emissdes ou descargas de efluentes nos processamentos

rotineiros, do descarte de sobras e residuos dos processos, de embalagens usadas
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e de eliminagdo acidental (BALAN, 2002). Uma vez contaminando o meio, os
corantes que sdo xenobidticos, podem causar toxicidade aos organismos aquaticos

(KUMAR et al., 2006, DOS SANTOS et al., 2005).

1.6.1 Toxicidade de corantes azo e antraquinona

A toxicidade de produtos da degradacao de corantes cuja estrutura quimica
€ do tipo azo é atribuida a formacdo de aminas aromaticas durante a quebra do
corante por redugédo quimica ou enzimatica (Figura 6). Em sua estrutura as aminas
aromaticas apresentam um ou mais anéis aromaticos com um ou mais radicais
amino, além de terem sido consideradas como sendo potencialmente carcinogénicas
e genotodxicas, causando toxicidade para a vida aquatica e para humanos (OH et al.,

1997; PIELESZ et al., 2002; PINHEIRO; TOURAUD; THOMAS, 2004).

Ar — NH Diazotizagao Ar- Ny CI’ Acoplamento Ar - N=N- Ar’
v, —y
Amina Aromatica HCI, NaNO; Sal de diazbnio Ar —H Azo Corante

Par da ligagao
Clivagem Redutiva
Ar- N=N- Ar Clivagem do grupo azo Ar-NH, + Ar—NH;

Azo Corante Redugéo quimica ou enzimatica Aminas Aromaticas

Figura 6 — Sintese de azo corantes e formacdo de aminas aromaticas apds clivagem
redutiva quimica ou enzimatica (modificado de OH et al., 1997).
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Na figura 7 é apresentado um exemplo de amina aromatica (benzidina)
derivada da degradacao em condi¢cdes anaerobidticas de um corante azo banido
pela Comissdo Européia. Os azo corantes e seus derivados podem estar presentes
em brinquedos, roupas e até na agua. Desta maneira, a via oral e a absorgao
dérmica sdo as principais vias de exposicdo de humanos a azo corantes e seus
produtos de degradacdo (AHLSTROM; ESKILSSON; BJORKLUND, 2005). E
importante ressaltar que a benzidina foi considerada carcinogénica para humanos
em relatério da International Agency for Research on Cancer (IARC), assim como
alguns metais e outros compostos derivados de azo corantes (IARC, 1972, 1980,

1990; PINHEIRO; TOURAUD; THOMAS, 2004).

NH, NH, OH
H
HO,S SOH

Redugao quimica ou
enzimatica do azo corante

HQNNHz benzidina

Figura 7 — Exemplo da reducgéo de um azo corante banido (acido preto 077) em uma amina
carcinogénica (benzidina) (modificado de AHLSTROM; ESKILSSON; BJORKLUND, 2005).

A concentragdo maxima permitida de benzidina para aguas doces da classe
| € de 0,001 ug.L™" para rios cujas aguas sejam captadas para consumo humano.

Para rios nos quais haja pesca ou cultivo de organismos para consumo € de 0,0002
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ug.L'. A classe | é constituida por rios cujas aguas sdo destinadas ao

abastecimento publico tratada apenas com desinfecgao (CONAMA, 2005).

Bastian, Santos e Ferrari (2001) mencionam uma lista inclusa em um guia de
prevencgao a poluicdo para as industrias téxteis, onde sdo apresentados alguns dos
principais azo corantes que possuem a base benzidina, e também foram citados
varios corantes basicos, acidos, diretos, mordentes, azdicos e dispersos. Tal lista
constitui motivo de preocupagao, ja que estes corantes ainda séo utilizados nas
empresas, embora tenham sido banidos (BROWN; HAMBURGER, 1987; WEBER,;
WOLFE, 1987; SPONZA; ISIK, 2005). Isto é agravado ao considerar-se que, nos
efluentes gerados por estas empresas em condigdes de anaerobiose, formam-se as
aminas aromaticas carcinogénicas, as quais se acumulam por n&o sofrerem
degradagdo (BROWN; LABOUREUR, 1983; FIELD et al., 1995). Desta forma, o
acumulo de benzidina nos sedimentos de locais onde se situam as plantas de
tratamento de efluentes torna tais sedimentos potencialmente contaminantes para os
ecossistemas aquaticos (SPONZA; ISIK, 2005). Por outro lado, estudos indicam que
a maioria das aminas aromaticas é degradada em condi¢des aerdbicas ou em
reatores combinados anaerdbicos/aerdbicos (ISIK; SPONZA, 2003, 2004,
PINHEIRO; TOURAUD; THOMAS, 2004; SPONZA; ISIK, 2005; SUPAKA et al.,
2004). O uso destes corantes que geram poluentes deve ser sujeito a regras, além
de haver um tratamento mais adequado dos efluentes gerados de maneira a
promover a detoxificagdo dos mesmos (SPONZA; [SIK, 2005), principalmente
quando se tem em mente que em varios paises justifica-se 0 uso dos mesmos, em

funcéo dos baixos custos e eficiéncia no tingimento (SNYDERWINE et al., 2002).
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Infelizmente, ndo apenas os azo corantes sao motivos de preocupacgao, pois
em estudo recente no qual foram empregados corantes do tipo antraquinona,
verificou-se toxicidade no produto de sua degradagao em condi¢gdes anaerdbicas. O
tratamento consistiu na exposi¢cao do efluente téxtil e do corante em bioreatores
mantidos em condigbes anaerobidticas mesdfilas (30 °C) e termdfilas (55 °C). Houve
descoloragao, tanto de efluente de industria téxtil quanto de um corante do tipo
antraquinona denominado como reativo azul 19. Porém, esta descoloracao foi total
apenas a 55 °C. Nestas condigbes o corante apresentou toxicidade uma vez que
houve reducéo de 50 % na atividade dos microrganismos metanogénicos presentes
no lodo. No entanto, ndo foram afetados os microrganismos oxidantes de glicose
incluindo os acetogénicos e os fermentadores formadores de propionato, de butirato
e de butanol. Em ensaios complementares, empregando-se cepas previamente
expostas ao corante; verificou-se que mesmo apds a remogao do corante do meio
manteve-se a inibigdo aos microrganismos indicando a irreversibilidade da toxicidade
causada pela exposigao preliminar (DOS SANTOS, 2005; DOS SANTOS et al.,

2005).

A toxicidade dos corantes pode estar relacionada também a presenca de
metais em sua estrutura quimica. Por esta razdo, recomenda-se que estes sejam
evitados ou substituidos por corantes que ndo causem danos aos organismos
expostos. Na tabela 2 sdo apresentados alguns dos corantes acidos, diretos e
reativos que possuem metais associados em sua estrutura quimica (BASTIAN;

SANTOS; FERRARI, 2001).
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Tabela 2 — Relagcado de corantes que apresentam metais na estrutura molecular (BASTIAN;
SANTOS; FERRARI, 2001; ZOLLINGER, 1991).

Corante Metal

Azul Ingraim 5

Azul Vat (a cuba) 29
Azul Ingraim 14 Niquel

Azul Acido 249; Azul Direto 86, 87 e 218;
Azul Ingraim 1, 13; Azul Reativo 7, 17
Azul Solvente 24, 25, 55; Cobre

Verde Ingraim 3

Vermelho direto 180

Cobalto

1.7 Bioindicadores utilizados na avaliacdo de toxicidade de efluentes téxteis

A obrigatoriedade da realizacdo de testes de toxicidade utilizando
organismos bioindicadores garante o fornecimento de informagdes imprescindiveis
sobre a qualidade do efluente a ser langado no corpo receptor, cujas caracteristicas

fisico-quimicas e bioldgicas devem ser respeitadas (CONAMA, 2005).

O monitoramento utilizando os bioindicadores, ou biomonitoramento,
possibilita avaliar a qualidade das aguas superficiais que recebem efluentes
industriais. Com esta abordagem, busca-se oferecer mais informagdes sobre os
impactos ocasionados nos organismos pelas tecnologias de produ¢cdo empregadas
e, desta forma, estimular a mudanga de tecnologia para uma nova, na qual sejam
produzidos materiais ndo-poluentes. Neste contexto, a Biotecnologia Ambiental se
insere com vantagens, contribuindo para manter o ambiente limpo através da
remediacdo e do biomonitoramento de todos os tipos de efluentes industriais

(GAVRILESCU; CHISTI, 2005).
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Além disto, a avaliacdo de efluentes através de andlises quimicas é
incompleta, uma vez que nada informam a respeito do efeito téxico provocado por
substancias presentes nos efluentes (SCHLENK, 1999). De fato, as andlises
quimicas devem ser complementadas com ensaios ecotoxicolégicos para se
determinar a qualidade de efluentes a serem langados em corpos de agua de
superficie (CONAMA, 2005). Entre os organismos utilizados destacam-se Vibrio
fischeri, Daphnia magna, Danio rerio (KNIE; LOPES, 2004) e Allium cepa

(ARAMBASIC; BJELIC; SUBAKQV, 1995).

1.7.1 Vibrio fischeri

A bactéria bioluminescente Vibrio fischeri (Beijerinck, 1889) Lehmann &
Newmann, 1896 (Proteobacteria, Ordem Vibrionales, Familia Vibrionaceae), € gram-
negativa. Este microrganismo heterotréfico apresenta distribuicgdo mundial e pode
ser encontrado como simbionte em varias espécies de lulas e peixes, como
patdgeno de invertebrados e como saprofito de vida livre, desenvolvendo-se sobre
matéria orgéanica dissolvida ou particulada presente no mar (WILLIAM MYRON
KECK FOUNDATION, 2002). Sdo anaerobios facultativos que emitem luz em

condi¢cdes ambientais favoraveis (KNIE; LOPES, 2004).

A variacao de bioluminescéncia emitida por V. fischeri que séo simbiontes de
lulas (Euprymna scolopes) foi descrita por Boettcher e Ruby (1990). Segundo estes
autores a emissdo de luminescéncia ocorre devido a acdo de um grupo de genes

denominado como lux operon, que tem sido utilizado em inumeras aplicagdes
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biotecnolégicas associadas ao monitoramento, devido ao fato de que a producéao de
luz pode ser controlada sob condi¢cbes experimentais e ligada a uma condi¢céao

ambiental especifica.

Os ensaios com bactérias bioluminescentes apresentam algumas
vantagens, ja que podem ser realizados com pequeno volume de amostras de agua
doce ou salina e séo relativamente faceis de executar. Além disso, a rapidez na
obtencdo dos resultados, apoés 30 min de exposicdo, permite uma resposta rapida
em casos de acidentes ambientais. Como as bactérias podem ser mantidas

congeladas ou liofilizadas, isto reduz os custos (KNIE; LOPES, 2004).

Em estudos realizados por Ledakowicz, Solecka e Zylla (2001), verificou-se
a toxicidade de efluente téxtil contendo corante antraquinona, detergente aniénico e
amaciante, antes e apos o efluente ser tratado através de processos avangados de
oxidagao, utilizando como organismo bioindicador V. fischeri. Estas bactérias
também foram utilizadas para verificar a toxicidade aguda de efluentes de uma
industria téxtil tratados e nao tratados (BAPTISTA et al., 2002), e de chorume de

aterro sanitario (SILVA; DEZOTTI; SANT'ANNA JUNIOR, 2004).

Anualmente, as empresas brasileiras potencialmente poluidoras, além de
efetuarem ensaios ecotoxicolégicos agudos com bactérias bioluminescentes, devem
realizar ensaios agudos com Daphnia magna, utilizando os efluentes finais gerados
na estacdo de tratamento de efluentes que serdo langados no meio ambiente, de

maneira complementar as analises fisico-quimicas (CONAMA, 2005).
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1.7.2 Artemia sp

Outro importante organismo bioindicador que tem sido alvo de estudos sao os
microcrustaceos zooplanctonicos de ambientes de aguas salgadas representados
por varias espécies pertencentes ao género Artemia Leach 1819 (Classe Crustacea,
Ordem Anostraca, Familia Artemiidae). O nome especifico Artemia salina Linnaeus
1758, ja ndo é mais valido taxondmicamente devendo-se empregar somente Artemia
sp no caso de néo identificagdo da espécie (SORGELOOS et al., 1986); embora A.
salina ainda seja empregado por alguns autores (EL-NAGGAR; EL-AASAR;

BARAKAT, 2004; SILVA; DEZOTTI; SANT'ANNA JUNIOR, 2004).

Estes microcrustaceos s&o fontes significativas de alimento para
invertebrados aquaticos e para peixes, por isso sao ambientalmente importantes
(SORGELOQS et al., 1986). O emprego destes organismos em bioensaios deve-se
ao fato dos mesmos apresentarem distribuicdo cosmopolita; possuirem cistos de
dorméncia e, principalmente, apresentarem facil manutencdo em laboratério
(BARAHONA; SANCHES-FORTUN, 1999). Outra vantagem consiste no fato da
eclosao ocorrer com organismos apresentando idade similar, além de minimas

variagdes nas condic¢oes fisiologicas e genéticas (PERSOONE et al., 1980).

O método baseia-se na verificacdo da imobilidade dos nauplios quando
expostos as solugdes de diferentes compostos. Entre as vantagens do teste
destacam-se o baixo custo, a rapidez e a simplicidade (MEYER et al., 1982), assim
como a sensibilidade e possibilidade de realizagédo de testes com muitas substancias
e com individuos de diferentes idades ao mesmo tempo (BARAHONA; SANCHES-

FORTUN, 1996; FORTUN et al., 1997).
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Por outro lado, para realizar estudos mais completos de toxicidade aguda de
efluentes, devem ser utilizados organismos de diferentes niveis troficos,
principalmente peixes (BAPTISTA, 2001). Dentre estes, a espécie Danio rerio tem
sido muito utilizada por mostrar sensibilidade a diferentes contaminantes ambientais

(KNIE; LOPES, 2004).

1.7.3 Daphnia magna

Os microcrustaceos do plancton de agua doce Daphnia magna Straus, 1820
e Daphnia similis Straus, 1820 (Cladocera, Crustacea), vulgarmente conhecidos
como pulgas-d’agua sdo recomendados para efetuarem a avaliagdo da toxicidade
aguda de amostras de efluentes liquidos, aguas continentais superficiais ou

subterraneas e substancias quimicas soluveis ou dispersas em agua (ABNT, 2003).

O método consiste na exposi¢cdo de individuos jovens (neonatos) de D.
magna por periodos de 24 a 48 h (teste agudo), a varias diluigdes de uma amostra.
Ao término do tempo, sao verificados os seus efeitos sobre a capacidade natatéria

(mobilidade) dos organismos (KNIE; LOPES, 2004).

O método apresenta algumas vantagens, entre as quais o fato dos
organismos apresentarem variabilidade genética minima, o que assegura alguma
uniformidade de respostas dos ensaios. Seu manuseio € simples e a manutencao
em aquarios sob condi¢des controladas facilita a cultura no laboratério. A espécie é

sensivel a uma ampla gama de compostos quimicos nocivos além de se adaptar
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bem a ensaios estaticos, semi-estaticos e de fluxo continuo. Também é reconhecida
internacionalmente como organismo-teste ha muito tempo. E finalmente, os ciclos de
vida e reprodutivo sdo suficientemente curtos, permitindo seu uso em testes crénicos

(ABNT, 2003; KNIE; LOPES, 2004).

Por intermédio de teste de toxicidade utilizando o organismo-teste D. magna,
verificou-se que um efluente téxtil sintético contendo azo corantes diretos apresentou
100 % de inibicdo sobre os microcrustaceos em todas as diluicdes testadas. A
toxicidade manteve-se mesmo apos tratamento em reator anaerdbico. Porém, apés
o tratamento aerdbico, a toxicidade foi reduzida. Este teste de toxicidade
demonstrou que a degradagdo anaerobica de azo corantes gerou metabdlitos
téxicos para os microcrustaceos. Como a toxicidade foi eliminada apos o tratamento
aerobico, houve um indicio de que os produtos que causaram toxicidade aos
microcrustaceos foram parcialmente degradados sob condigbes aerdbicas

(SPONZA: ISIK, 2005).

1.7.4 Danio rerio

Uma espécie animal que é reconhecida internacionalmente como adequada
para testes ecotoxicoldgicos é um peixe tropical de agua doce, originario da Asia, o
Danio rerio Hamilton-Buchanan, 1822 (Pisces, Ordem Cypriniformes, Familia
Cyprinidae), que é popularmente conhecida como zebrafish ou paulistinha (KNIE;

LOPES, 2004). Alguns autores referem-se a esta espécie com Brachidanio rerio,
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porém, esta denominagao hoje ndao € mais aceita (INTEGRATED TAXONOMIC

INFORMATION SYSTEM — ITIS, 2005).

Estes peixes sdo bentopelagicos onivoros e muito ativos, vivem em média
trés anos e possuem um comprimento maximo de 5 cm (KNIE; LOPES, 2004). As
fémeas sao maiores do que 0s machos, a espécie pode ser encontrada em diversos
habitats, desde rios e riachos com aguas calmas até aguas paradas, como campos

de cultivo de arroz (FISH BASE, 2005).

D. rerio tem sido amplamente empregado em diversos paises como
organismo bioindicador em fungdo de estar comercialmente disponivel; apresentar
cultivo e manutengdo em laboratorio relativamente simples; suportar grandes
variagbes de temperatura, de pH e dureza da agua; além de demonstrar
sensibilidade satisfatéria para um grande leque de substancias quimicas (KNIE;

LOPES, 2004).

1.7.5 Allium cepa

A espécie Allium cepa Lineu foi classificada anteriormente dentro da Familia
Liliaceae (BRASIL, 1992) e atualmente esta incluida na Familia Alliaceae, dentro da
Ordem Liliales. Esta espécie tem sido utilizada em ensaios toxicolégicos que
consistem em exp6r a base de bulbos as substancias poluentes ou aos efluentes
para se efetuar o monitoramento da toxicidade dos mesmos (CHANDRA et al., 2005;

FISKESJO, 1988, 1993).
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O teste de elongamento de raizes é simples, rapido, de facil execugao e tem
sido aplicado no biomonitoramento da genotoxicidade causada por contaminantes
ambientais (GRANT, 1982; CHANDRA et al., 2005), assim como para a verificagéo
dos efeitos toxicos causados pela exposicao de meristemas das raizes dos bulbos

ao chorume de residuos de curtumes (CHANDRA; GUPTA, 2002).

Por outro lado, através da exposicdo de sementes pode-se verificar a
fitotoxicidade de substancias ou de efluentes. Este método consiste na exposicao de
sementes, em substrato sélido umedecido com a substancia que se deseja testar
para verificar a porcentagem de germinagéo, bem como o vigor no crescimento da
raiz das plantulas (TIQUIA; TAM; HODGKISS, 1996). Trata-se de uma técnica
simples, rapida, segura e de facil reproducgao, além de permitir a avaliagdo de danos

causados por substancias toxicas (WANG; KETURY, 1990).

1.8 Biomarcadores no biomonitoramento

Além de testes de avaliagao toxicoldgica aguda, obrigatérios pela legislagao,
fazem-se necessarios alguns outros ensaios biolégicos que permitem uma avaliagao
mais detalhada e especifica da real contaminacdo ambiental e dos potenciais riscos
para a populacao de organismos expostos. O monitoramento biolégico de exposig¢ao
permite que sejam estabelecidos limites ou niveis de agdo, os quais devem ser
determinados com base nas relagdes de resposta entre a concentragcdo/dose e os

efeitos observaveis nos ensaios. Dentro deste contexto os biomarcadores de
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exposicao e de efeito sdo ferramentas uteis no monitoramento ambiental (MUTTI,

1999).

Desta forma, o monitoramento biolégico ou biomonitoramento envolve a
mensuracao periodica de biomarcador de exposi¢ao. Este pode ser definido como
“‘uma substancia exdgena, seu metabdlito ou o produto da interagdo entre um agente
xenobidtico e alguma molécula ou célula alvo, que pode ser medido em um

compartimento situado no organismo” (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1987).

Portanto, este tipo de biomonitoramento permite verificar apds a exposicao
as substancias quimicas o nivel de absorgcdo, de transformagdo em metabdlitos
ativos e de acumulagdo em um 6rgao, tecido ou célula-alvo (MUTTI, 1999), ou seja,
os biomarcadores de exposicao permitem uma estimativa da concentragcéo interna
ou a biodisponibilidade de um xenobidtico particular ou do seu metabdlito em um
organismo. Sdo exemplos de biomarcadores de exposigcado: a indugdo do sistema
enzimatico citocromo CYP450, determinada pela exposicdo aos hidrocarbonetos
aromaticos planares; os aumentos nos niveis de vitelogenina, resultantes da
estimulacado por fitoestrogenos presentes em efluentes de industrias de papel e
celulose; e a formagdo de aductos especificos de DNA, pela exposicdo aos

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (SCHLENK, 1999).

Também devem ser estudados os biomarcadores de efeito, que foram
definidos como “uma substancia fisiolégica ou outra alteracdo dentro de um
organismo, que possa ser mensuravel e que, dependendo de sua magnitude, possa
ser reconhecida como um risco real ou potencial de prejuizo a saude ou de causar
doenga” (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989; MUTTI, 1999). Sao

considerados biomarcadores de efeito a fragmentagdo do DNA; as aberragdes
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cromossOmicas; a ocorréncia de micronucleos e a lipoperoxidagao além de outros

indices de estresse oxidativo (ADAMS et al., 1989).

Espera-se que a verificacdo destes biomarcadores torne possivel o
reconhecimento das modificagdes iniciais que precedem danos progressivos
estruturais ou funcionais ao nivel molecular, celular e tecidual. Esta estratégia
baseia-se na identificagdo de eventos bioquimicos precoces e reversiveis, que sejam
sensiveis e também indicadores de exposicdo especificos (MUTTI, 1999;

SILBERGELD, 1993).

Como os biomarcadores podem detectar precocemente efeitos adversos de
agentes toxicos e, principalmente, tendo em vista que muitos efeitos subletais
podem ocorrer sem necessariamente resultar na morte do organismo, tornou-se

relevante utilizar ensaios subletais (ALMEIDA et al., 2002).

Tal deteccao precoce de efeitos adversos pode ser possivel através da
realizacdo de ensaios subletais nos quais podem ser verificados danos ao DNA

através do teste cometa (LEMOS et al., 2005).

1.8.1 Teste cometa

O teste cometa € um método confiavel, relativamente barato e de facil
execucgao (LEMOS et al., 2005). Pode ser efetuado utilizando-se diferentes tecidos,
porém, pela praticidade utilizam-se os eritrécitos (LEMOS et al., 2005; VAN DER

OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
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O teste cometa permite também uma clara distingcdo entre a variabilidade
natural e aquela induzida pelo estresse causado pelo contaminante que apresentar
genotoxicidade (LEMOS et al., 2005). O dano genotdxico verificado em cada célula é
detectado através da extensao da migracao de fragmentos de DNA submetidos a um
campo elétrico. Estes fragmentos sdo quebras simples ou duplas no DNA, causadas
pelas substancias genotéxicas. Como apresentam tamanhos distintos, formam uma
imagem que lembra um cometa - dai a denominagao do teste. O comprimento da
cauda reflete a extensdo do dano causado ao nucleo da célula e pode ser

comparado com uma célula intacta (DEVENTER, 1996; GONTIJO; TICE, 2003).

Este € um método citogenético no qual também pode ser empregado o
corante nitrato de prata que permite uso de microscopia o6ptica convencional,
apresentando um nivel de sensibilidade similar ao método empregando brometo de
etideo. Este método requer o uso de microscopia de fluorescéncia, além de cuidados
muito maiores com a seguranga quimica por tratar-se de substéncia genotdxica

(NADIN; VARGAS-ROIG; CIOCCA, 2001).

E importante observar que os resultados do teste cometa sdo concordantes
com aqueles obtidos em outros testes de genotoxicidade nos quais € possivel
verificar a indugao de dano ao DNA, como os testes de aberragées cromossdmicas e

teste de micronucleos (MONTEIH; VANSTONE, 1995; LEMOS et al., 2005).

Através do teste cometa pode-se efetuar a mensuracédo de quebras simples
ou duplas, assim como sitios alcali labeis no DNA. Ja o teste de micronucleos
elucida danos citogenéticos ao detectar alteragées secundarias no DNA, como as

delecdes cromossdmicas (DIEKMANN et al., 2004).
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1.8.2 Teste de micronucleos

Em peixes, dentre os biomarcadores de genotoxicidade, destaca-se o teste

de micronucleos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

O teste de micronucleos pode ser aplicado em qualquer populagdo de
células que esteja em divisao celular. Este ensaio foi utilizado no monitoramento do
potencial genotoxico de diferentes substadncias e de misturas complexas, como
efluentes téxteis, tanto em laboratério quanto em campo (BUENO, 2000; CAVAS;

ERGENE-GOZUKARA, 2003, 2005; ODEIGAH; OSANYIPEJU, 1995).

Bueno (2000) efetuou um biomonitoramento in situ com peixes marinhos
(Geophagus brasiliensis) ndo tendo encontrado diferengas significativas nos animais
coletados em sitio referéncia e nos animais do local poluido utilizando como

biomarcador citogenético a presencga de micronucleos em células.

Knopper e colaboradores (2005) encontraram diferengas significativas entre
as freqléncias de micronucleos de peixes da espécie Microtus pennsylvanicus, que
foram coletados em sitio referéncia e em rios contaminados com pesticidas

organoclorados e metais como mercurio, cadmio e chumbo.

Juntamente com a ocorréncia de micronucleos, a lipoperoxidacdo é

considerada como um exemplo de biomarcador de efeito (ADAMS et al., 1989).
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1.8.3 Lipoperoxidagcdo de membranas celulares

A lipoperoxidagédo € um processo induzido por espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem reagir com biomoléculas tais como proteinas, lipidios, acidos
nucléicos e carboidratos (MEAGHER; FITZGERALD, 2000). Nas membranas
celulares, além das proteinas, existem fosfolipidios em abundancia. Estes
compostos, principalmente os acidos graxos poliinsaturados, sao alvos enddégenos
facilmente acessiveis ao ataque dos radicais livres formados no metabolismo celular.
Ao longo deste processo formam-se novos radicais livres e, consequentemente, a
lipoperoxidacao pode levar a formagao de radicais livres em cadeia (ZWART et al.,

1999).

Em funcdo das consequéncias resultantes deste processo de ataque
oxidativo para o metabolismo celular e, principalmente pela precisao da resposta, a
lipoperoxidagao foi considerada como um biomarcador adequado para determinar os
danos oxidativos as membranas (LIVINGSTONE, 2001). Benassi (2004) relacionou a
toxicidade de efluentes ricos em metais com a inducdo do estresse oxidativo em
tilapias (Oreochromis niloticus). Este, por sua vez, causou a lipoperoxidagdo das
membranas celulares que foi verificada através da determinagdo das espécies
reativas do acido tiobarbiturico (TBARS), e também levou as alteragdes dos niveis

das defesas enzimaticas e nao enzimaticas.
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1.8.4 Defesas antioxidantes

A toxicidade de poluentes pode ser determinada através da verificacdo de
alteragdes nas defesas antioxidantes. Estas representam um mecanismo de defesa

celular para combater a toxicidade das EROs (WILHELM FILHO, 1996).

A glutationa (GSH) é um importante antioxidante que neutraliza diretamente
os metabdlitos reativos. Trata-se do principal tiol ndo protéico associado a uma
variedade de funcbes celulares, entre as quais a detoxificacdo através da
conjugagao com intermediarios eletrofilicos, principalmente via atividade da enzima
glutationa S-transferase (GST) na fase Il da biotransformacdo (GALLAGHER; DI
GIULIO, 1992). Este tiol também apresenta a atividade “scavenger” de radicais
livres, é cofator de enzimas essenciais e atua na defesa contra moléculas oxidantes

e xenobiéticos potencialmente perigosos (PENA et al., 2000).

O sistema de defesa antioxidante também conta com outras substéncias
exdgenas tais como a-tocoferol (principal componente da vitamina E), p-caroteno,
ascorbato (vitamina C), além das enddgenas como a glutationa (GSH) e o acido

arico (urato) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1998).

Entre os biomarcadores associados com as defesas antioxidantes
enzimaticas, merecem destaque as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa
S-transferase (GST) e catalase (CAT), entre outras (PENG; JONES; WATSON,

2000).

A superoxido dismutase (SOD) € uma metaloenzima considerada uma das

mais importantes defesas antioxidantes na neutralizagdo das EROs, pois sao
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responsaveis pela conversdo do O," em H,O, e O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

1998).

Outra importante enzima que apresenta atividade antioxidante é a catalase
(CAT) que esta presente na maioria das células eucariéticas e procariéticas aerdbias
onde converte o peroxido de hidrogénio em agua. Nos animais, embora esta enzima
esteja presente na maioria dos 6rgaos, esta concentrada principalmente no figado e
nos eritrocitos. Estruturalmente, a CAT é composta de quatro subunidades protéicas,
cada uma contendo um grupo heme [Fe (lll) — protoporfirina] ligado ao sitio ativo.
Ligando-se a cada subunidade da enzima encontra-se uma molécula de NADPH.
Estas atuam na estabilidade da estrutura enzimatica (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

1998).

As participacdes das enzimas SOD e CAT sao importantes na neutralizacao
das EROs, como parte da resposta de protecdo contra o estresse oxidativo (DI
GIULIO et al., 1995). A acédo das enzimas SOD e CAT pode ser observada nas

equacgdes apresentadas na figura 8.

Os tecidos e orgaos podem apresentar diferentes niveis de defesa
antioxidativa (WILHELM FILHO; GIULIVI; BOVERIS, 1993). Estes niveis dependem
do organismo e das circunstancias envolvidas como habitos, idade, capacidade de
termorregulag&o, habitat, taxa metabolica e estado nutricional (WILHELM FILHO et

al., 2001).
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Figura 8 — Esquema com equacbes das reagbes de neutralizacdo das EROs, nas quais
participam as enzimas SOD e CAT (Adaptada de DI GIULIO et al., 1995).

Varios trabalhos ja publicados sobre o uso dos biomarcadores no
diagnostico de agentes poluidores, bem como no acompanhamento dos processos
de remediagdo e tratamento de efluentes, revelaram que o0s mesmos sé&o
ferramentas bastante uteis e sensiveis. Desta forma, a determinacado dos niveis de
TBARS e GSH, do dano ao DNA pelo teste cometa e a verificagao da indugao de
enzimas citoprotetivas (SOD, CAT e GST), sado fundamentais para a avaliagdo dos
riscos associados ao langcamento de substancias ou de efluentes no ambiente
(ANGUIANO; MONTAGNA; PECHEN DE D’ANGELO, 2003; BENASSI, 2004; LIMA

et al., 2006; WILHELM FILHO et al., 2001).

1.9 Novas alternativas de remocao de cor de corantes e de efluentes téxteis

Entre as formas de remogao de cor atualmente em estudo destacam-se os
processos fisicos, que se baseiam fundamentalmente na sorgdo (absor¢ao e/ou
adsorgao) dos corantes em materiais sorventes/adsorventes, sendo apontados como
alternativas no processo de descoloracdo de efluentes (SALEN, 1995; KIMURA,

2001).
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A adsorgado é um dos processos fisicos de tratamento mais utilizado para a
remogao de cor dos efluentes e corantes téxteis. Entre os materiais empregados
como adsorventes, o carvao ativo € um dos mais utilizados. Na atualidade, varios
materiais adsorventes alternativos tém sido empregados com sucesso, como no
caso da bentonita, que promoveu a remogao de cor de corantes catidénicos (TAHIR;
RAUF, in press), ou na remogado de cor do corante verde malaquita, através de

residuos do processamento de juta (BANERJEE; DASTIDAR, 2005).

Em geral, nas estagdes de tratamento de efluentes téxteis sdo empregados
sistemas fisico-quimicos de coagulagdo e precipitagdo, seguidos de tratamento
biolégico através de sistemas de lodos ativados (KUNZ et al., 2002). Nestes
tratamentos sdo usados agentes coagulantes que, através de interagdes quimicas e
fisicas, proporcionam a remogao de moléculas e de materiais em suspensao fina na
agua através da formagao de particulas maiores (flocos) que precipitam, podendo
entdo ser removidas por sedimentagdo e/ou filtragdo (SPINELLI, 2001). Alguns
sistemas utilizam os coagulantes inorgéanicos (sulfato de aluminio e cloreto férrico),
ou os coagulantes organicos nado biodegradaveis como polieletrélitos sintéticos
(SANIN, 1997), ou ainda coagulantes organicos biodegradaveis como o polieletrdlito
quitosana (QTS), no qual o fenbmeno de sorgdo (adsorgdo ou absorgédo) € o
responsavel pela remogédo dos compostos presentes em efluentes téxteis (KIMURA,

2001).
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1.9.1 Uso de polieletrolitos em processos de adsorgéo

O uso de polieletrdlitos no tratamento fisico-quimico tradicional, juntamente
com o sulfato de aluminio e resina, tem como objetivo promover a adsor¢cao das
particulas que conferem cor ao efluente pelo polieletrdlito, formando flocos que, apos
serem direcionados para o decantador fisico-quimico, constituem a massa sélida do
decantador. Esta é langada em um tanque de mistura, com adi¢gdo de cal para
posterior passagem pelo filtro prensa e, no final, o lodo umido sera descartado em

aterro industrial (BASTIAN; SANTOS; FERRARI, 2001).

1.9.1.1 Uso de quitosana em processos de adsorcao

Considerado como uma nova alternativa biotecnolégica, o uso de quitosana
no tratamento de efluentes industriais contendo ions metalicos baseia-se na
capacidade do biopolimero formar complexos com os metais Cu (Il), Cd (Il), Ni (Il),
Pb (Il) e Zn (Il) (MUZZARELLI; WECKX; FILIPPINI, 1989; FAVERE, 1994; VARMA,
DESHPANDE; KENNEDY, 2004). Este biopolimero é capaz também de adsorver os
corantes, o que permite a remocgao de cores de efluentes provenientes de diferentes

etapas do processo téxtil (KIMURA, 2001).

A quitosana pode ser obtida quimicamente através da desacetilagdo da

quitina (Figura 9) em solugdo aquosa alcalina. Este polimero é reconhecidamente
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nao téxico, além de nao apresentar odor, ser biocompativel com tecidos animais e

enzimaticamente biodegradavel (ZONG et al., 2000).

H o HCOGH H o
H 2 pe
O
H NHCOCH on © HO™ NHCOCH; )
(a
— X/O\
H NH, NHCOCH s

Figura 9 — Estrutura quimica dos biopolimeros quitina (a) e da quitosana (b) na qual o grupo
amino (-NH,) esta destacado (Fonte: KIMURA, 2001).

A quitosana apresenta maior capacidade de adsor¢cdo em comparagao com
a quitina, seu precursor de origem natural. Isto decorre da presenga na quitosana de
um grande percentual de grupos amino livres, expostos durante o processo de
desacetilagdo (ONSOYEN; SKAUGRUD, 1990). Este polimero & soluvel em acidos
organicos, tais como acido acético, acido férmico, acido latico, entre outros. Porém,

é insoluvel em acido sulfurico (VARMA; DESHPANDE; KENNEDY, 2004).

O potencial de aplicagbes biotecnoldgicas da quitosana pode ser estimado
quando se considera a versatilidade fisico-quimica desse polimero natural, isto se
deve ao fato deste material ser facilmente modificado fisicamente. Podem ser
obtidas inumeras formulagées com varias possibilidades de aplicagbes da quitina e
da quitosana. A partir de ambas € possivel serem obtidos fibras, filmes, géis,

membranas, pd, nanoparticulas, capsulas, microcapsulas e microesferas para serem
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aplicados nos mais diversos campos (KIMURA, 2001; KUMAR, 2000; RHAZI et al.,
2002; VALENTINI et al., 2000). Podem ser empregadas na remogao de metais de
efluentes (BODDU et al.,, 2003), bem como na adsorgdo de corantes anidnicos
(CHIOU; HO; LI, 2004), corantes catidnicos (CHAO et al., 2004) ou corantes téxteis

(KIMURA et al., 2001).

Embora diferentes formas para o tratamento e remediacdo de efluentes
téxteis tenham sido apresentadas e continuem sendo sugeridas como formas
alternativas ou combinadas para efetivamente remover compostos quimicos, a
maioria dos quimicos especializados nos processos téxteis, ndo tém efetuado
paralelamente um estudo da toxicidade dos corantes (BAE; FREEMAN, in press).
Este fato torna-se particularmente importante quando se tem em mente que a
exposi¢cao aguda ou crdnica de organismos pode levar a efeitos letais e subletais

(LIMA et al., 2008).

Ressaltando neste trabalho o enfoque biotecnologico, o mesmo foi
desenvolvido de maneira integrativa, dentro da definicdo do termo biotecnologia,
onde esta explicita a utilizagdo de sistemas bioldégicos em processos técnicos ou
industriais que, por sua vez, implica na integracdo de diferentes areas como a
bioquimica, a quimica e a biologia, de modo a desenvolver o potencial total de cada
sistema. Este trabalho aponta os beneficios do uso de biopolimeros, bioindicadores
e de biomarcadores como ferramentas biotecnolégicas em processo de tratamento

de efluentes industriais.

Desta forma, o presente trabalho teve como proposta a avaliagdo do
potencial remediador do polimero biodegradavel quitosana sobre o efluente de

industria téxtil, através da realizagao de ensaios ecotoxicoldégicos com bioindicadores
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aquaticos e de ensaios toxicoldégicos com vegetais para determinar os possiveis

efeitos deletérios associados aos efluentes.

Por outro lado, buscou-se também demonstrar as vantagens do uso de
biomarcadores enzimaticos, de estresse oxidativo e citogenéticos, como ferramentas
efetivas na avaliacdo da capacidade de remediagdo da quitosana sobre o efluente
téxtil, levando em consideracdo que os parametros fisico-quimicos nédo fornecem
informacdes suficientes para tal avaliacdo. Além disso, como complemento, propos-
se a reducdo do numero de etapas e de materiais no processo de tratamento do

efluente.

Portanto, esta pesquisa representa um estudo avaliativo (preliminar) da
eficacia na remediacao de efluente proveniente da industria téxtil utilizando alguns

bioindicadores e biomarcadores de efeito e exposigao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

¢ Avaliar a capacidade de remediagao de efluentes de uma industria téxtil por
quitosana comparativamente aquela realizada através de processos
microbiolégicos e fisico-quimicos convencionais, utilizando diferentes

bioindicadores e biomarcadores de exposicao e efeito.

2.2 Objetivos Especificos

e Selecionar a melhor formulacido para remediacdo de efluente téxtil com
quitosana.

e Efetuar, em carater preliminar, uma avaliagao fisico-quimica dos efluentes
nao remediados e remediados.

e Avaliar a toxicidade aguda dos efluentes ndo remediados e remediados,
utilizando os bioindicadores Vibrio fischeri, Artemia sp e Daphnia magna.

¢ Avaliar a toxicidade subcrdnica dos efluentes ndo remediados e remediados,
utilizando sementes e bulbos de Allium cepa.

e Avaliar a toxicidade aguda e subcrénica de efluentes ndo remediados e
remediados, utilizando o peixe Danio rerio.

¢ Avaliar a toxicidade subcrénica de efluentes ndo remediados e remediados,
utilizando biomarcadores de estresse oxidativo em D. rerio.

e Avaliar a genotoxicidade de efluentes ndo remediados e remediados,

utilizando teste cometa e microntcleos em D. rerio.



3 METODOLOGIA

3.1 Consideragdes Gerais

O presente trabalho foi realizado em duas etapas:

e Etapa 1: selegao da formulagcao da quitosana para a remediagao de efluente
téxtil.
e Etapa 2: remediacdo do efluente téxtii com a quitosana selecionada, e

monitoramento da remediacgao.

3.2. Materiais e Equipamentos

3.2.1 Reagentes gerais

Os reagentes: hidroxitolueno butilado (BHT); 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB), 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzéico (DTNB), glutationa reduzida (GSH),
glicina, acido tiobarbiturico (TBA), triton X-100 e tris[hidroximetil] aminometano
(TRIS), foram adquiridos junto a Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S.A.). O tampao
fosfato com soro bovino fetal (PBS livre de Ca®* e Mg?*), as agaroses de ponto de
fusdo baixo (LMPA - “low melting point agarose”) e de ponto de fusdo normal (NMPA
- “normal melting point agarose”), foram obtidos da Gibco BRL (New York, USA);
acido tricloroacético (TCA), citrato de sddio tribasico, fosfato de potassio dibasico,
butanol, dicromato de potassio, peroxido  de hidrogénio, acido

etilenodiaminotetracético (EDTA), fuccina e verde malaquita, foram obtidos junto a
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Vetec (Sao Paulo, Brasil); fosfato de sdédio monobasico e fosfato de sddio dissédico
junto a Merck (Sao Paulo, Brasil). Todos os demais reagentes utilizados nos ensaios

foram de grau analitico.

A quitosana pulverizada utilizada como agente remediador no presente

estudo foi obtida junto @ Empresa Purifarma (Sao Paulo, Brasil).

3.2.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados na realizacdo deste trabalho sao

abaixo listados:

Agitador magnético (Velp Scientifica)

Bomba peristaltica (Ismatec)

Centrifuga (Eppendorf)

Centriguga (FANEM)

Condutivimetro (Mettler Toledo, MC 226)

Espectrofotdmetro UV-Vis (TECHCOMP, modelo 8500 II)
Espectrometro de absor¢cdo atémica (Analyst 100 Perkin Elmer) com forno de grafite
(HGA 800 Perkin Elmer)

Espectrémetro de absorgédo atdmica (VARIAN Spectra - AA-50)
Fonte de eletroforese horizontal (Consort, E844, 400 V — 400 mA)
Homogenizador Potter-Elvehjem (Glas-Col, modelo GKH)

Incubadora com agitagao termostatizada minishaker (Marconi, MA 832)
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Lumindmetro (LUMISTOX®, DR. LANGE)

Luximetro digital (Lutron, LX- 101)

Maquina fotografica digital (Sony, Cyber-Shot; 3,2 megapixels)
Microscoépio de campo invertido (Leica)

Microscopio eletronico de varredura (modelo Philips XL 30)
Microscopio estereoscopico binocular (PZO)

Microscopio 6ptico (Nikon)

Oximetro digital (Schott, modelo Gerate GMBH)

PHmetro (Micronal)

Paquimetro (Zaas Precision)

Regulador de fotoperiodo (Kienzle)

Titulador automatico (Schott Gerate, modelo T 80/20)

Vértex (Marconi, modelo MA 162)

3.3 Coleta das amostras de efluentes

Para a realizagdo dos ensaios do presente trabalho, foram coletadas
amostras de efluentes de uma industria téxtil situada no municipio de Blumenau/SC,
onde sao produzidos tecidos de algodao. Foi coletada uma unica amostra de
efluente téxtil bruto, ndo remediado, na entrada (100 L) e outra amostra na saida
(100 L) da estacado de tratamento de efluentes da industria téxtil. As amostras do
efluente téxtil ndo remediado (EB) e do remediado na estacdo de tratamento de

efluentes da empresa (ETE) foram acondicionadas em frascos de polietileno, e

congeladas até a realizagao dos ensaios.
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3.4 Determinacdo do grau de desacetilacdo e morfologia da quitosana,
preparacdo das microesferas, solucdo de quitosana como agente de

coagulacéo e de quitosana pulverizada

3.4.1 Grau de desacetilacdo e morfologia

O grau de desacetilagdo da quitosana (% GD) ou a porcentagem de grupos
amino foi determinado por titulagdo condutimétrica empregando o condutivimetro
digital e um titulador automatico, conforme o método proposto por Raymond; Morin e
Marchessault (1993). Uma amostra de 200 mg de quitosana foi transferida para um
béquer de 600 mL, contendo 450 mL de solucdo de NaCl (1mmol.L™") e 5,0 mL de
HCI (1,0 mol.L™"). Apds a dissolucdo do polimero, a titulagdo foi conduzida com a
adicdo de 0,5 mL de NaOH (0,1 mol.L™") a cada 20 segundos, sob atmosfera de

nitrogénio. Esta titulagao foi repetida por mais duas vezes.

Esta determinacdo foi efetuada no Laboratério QUITECH (Grupo de
Pesquisa em Quitina e Quitosana e Aplicagbes Tecnoldgicas) do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), coordenado pelos

professores Valfredo T. de Favere e Mauro C. M. Laranjeira.

A morfologia da superficie externa das particulas de quitosana foi analisada
empregando microscopio eletrénico de varredura (MEV). Para tanto, as amostras de
quitosana foram colocadas em suportes (estabes) do MEV, recobertas com ouro; e

micrografadas (tensdo de 15 kV, sem padrdo), conforme Kimura et al. (1999). Este



procedimento foi realizado no Laboratério de Materiais (LABMAT) do Centro

Tecnolodgico da UFSC.

3.4.2 Preparacao das microesferas de quitosana (QTS1)

As microesferas de quitosana foram obtidas pelo método de inversao de
fases (STOLBERG et al.,, 1999). Uma solucédo de quitosana a 3 % (ml/v) foi
preparada dissolvendo-se 3 g de quitosana em 100 mL de acido acético (CH;COOH)
a 5 % (m/v). A solugdo viscosa obtida foi gotejada, com auxilio de uma bomba
peristaltica acoplada, em um banho contendo solugdo de NaOH (2,0 moI.L'1). As
microesferas gelificadas foram lavadas com agua destilada para eliminar o NaOH

residual, até meio neutro, e secas a 60°C em estufa até peso constante.

A morfologia da microesfera foi analisada de acordo com Kimura (2001)
empregando um microscopio eletrbnico de varredura do Laboratério de Materiais
(LABMAT), do Centro Tecnolégico da UFSC. O didmetro médio das microesferas foi
determinado a partir da fotomicrografia de vinte microesferas reticuladas com
glutaraldeido 2,5 % (m/v) e lavadas com agua destilada e com acetona, para retirar o
excesso de material reticulante, através da medida dos didametros dos eixos vertical
e horizontal de cada particula (Figura 10), esta determinagdo foi efetuada no
Laboratério QUITECH (Grupo de Pesquisa em Quitina e Quitosana e Aplicagbes

Tecnologicas), do Departamento de Quimica da UFSC.

As microesferas (QTS1) sem reticulagdo foram utilizadas no procedimento

de remediacao do efluente téxtil em estudo.
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Figura 10 — Fotomicrografia obtida em microscopio eletrénico de varredura de microsfera de
quitosana. (a) morfologia da superficie externa da microesfera (50 X), (b) detalhe da
superficie (8000 X) (imagens gentilmente cedidas por Dr?. Irene Y. Kimura e Dr. Valfredo T.
de Favere).

3.4.3 Preparacao da solucédo de quitosana em acido acético (QTS2)

A formulagdo de quitosana solubilizada em acido acético (QTS2) foi
preparada utilizando um agitador magnético e um béquer, dentro do qual se
acrescentou 1 g de quitosana solubilizada em 100 mL de CH3COOH a 1 % (v/v), por
1 h. O pH da solugéo foi corrigido com solu¢do de CaO a 1 % (m/v), até a
neutralidade. Esta formulagcdo de quitosana foi utilizada como coagulante no

procedimento de remediagao do efluente EB.

3.4.4 Quitosana pulverizada (QTS3)



A quitosana pulverizada foi utilizada sem modificagdes, sendo acrescentada

diretamente ao efluente bruto, segundo formulagbes apresentadas no item 3.5.1.3.

3.5 Remediacao dos efluentes

3.5.1 Etapa 1 — Selecdo de formulacdo de quitosana para remediacdo de

efluente téxtil

Para a selecao da melhor formulacao de quitosana foram realizados ensaios

preliminares com QTS1, QTS2 e QTS3.

3.5.1.1 Remediacdo com microsferas de quitosana (QTS1)

A remediacao do efluente EB foi realizada conforme metodologia proposta
por Kimura (2001), com modificagdes. Eluiu-se o efluente EB através de uma coluna
cromatografica de vidro com altura de 11 cm, didmetro de 1,2 cm e empacotada com
2,1 g de QTS1. Uma bomba peristaltica foi acoplada ao sistema e manteve-se

constante o fluxo do efluente que passava pela coluna (1,1 mL.min™).
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O pH do efluente remediado por QTS1 foi monitorado durante todo o
processo através de um eletrodo colocado logo apdés a saida do efluente pela

coluna.

A determinacdo da cor em solugao no efluente EB e remediado foi realizada
através de leitura espectrofotométrica da amostra, sem corre¢ao do pH, tendo-se
obtido o valor de absorbancia maxima em 517 nm. A porcentagem de remocéao da

cor foi calculada a partir da equacgao (1):

Remocéo da cor (%) = 100 — Abs QTS1 X 100 (1)
Abs EB

3.5.1.2 Remediacao do efluente por coagulacao/floculacdo da quitosana (QTS2)

A remediacao do efluente EB foi realizada conforme metodologia proposta
por Kimura (2001), com modificagdes. O efluente EB (50 mL) foi adicionado em um
erlenmeyer contendo 100 mL da solugao de QTS2, preparada com solugao de acido
acético 1 % e 1 g de quitosana pulverizada, a corregao do pH até a neutralidade foi

efetuada com oxido de calcio a 1 % para a precipitagado do polimero.

O conjunto foi mantido em rotacdo maxima por 10 min, a temperatura
ambiente (25 °C). Desligou-se o agitador magnético e aguardou-se 30 min para
sedimentagao, em seguida separou-se o sobrenadante por centrifugacao (2000 g, 5

min).
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A determinacgao da cor em solugao no efluente EB e remediado com QTS2
foi realizada através de leitura espectrofotométrica da amostra em 517 nm. A

porcentagem de remocao da cor foi calculada a partir da equagao (2):

Remocgao da cor (%) = 100 — Abs QTS2 X 100 (2)
Abs EB

3.5.1.3 Remediacao do efluente por adsorgcdo em quitosana pulverizada (QTS3)

Para a selecao da formulacdo de quitosana pulverizada foram realizados
ensaios em batelada, acrescentando-se 20 mL do efluente téxti EB em
erlenmeyeres nos quais, em seguida, foram adicionadas diferentes massas de
quitosana pulverizada (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1,0 g) denominadas como QTSx até
QTSE. Os conjuntos foram mantidos em incubag&o sob agitagao a 25 °C e 200 rpm,
sem ajuste de pH, por 24 h. Aliquotas foram centrifugadas (4000 g, 15 min) e
efetuou-se a leitura da absorbéncia dos efluentes remediados obtidos em

espectrofotobmetro a 517 nm.

Calculou-se a porcentagem de remog¢ao da cor conforme equagao (3):

Remocgéo da cor (%) = 100 — Abs QTS A X 100 (3)
Abs EB

Apos a verificacdo da formulacido de quitosana que apresentou maior
porcentagem de remogado de cor, com menor consumo de quitosana, esta foi

selecionada para a remediacgao do efluente EB e recebeu a denominagao QTS3.
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Para a remediacdo do EB, foram acrescentados 250 mL deste em
erlenmeyer, contendo 3,75 g de quitosana pulverizada, na mesma proporgao
utilizada para obter QTS3. A remediacao foi efetuada em batelada, o conjunto foi
mantido em incubagao sob agitagdo a 25 °C e 200 rpm, sem ajuste de pH, por 24 h.
Aliquotas foram centrifugadas (4000 g, 15 min) e efetuou-se a leitura da absorbancia

dos efluentes remediados obtidos em espectrofotbmetro a 517 nm.

3.5.2 Analises fisico-quimicas dos efluentes ndo remediados e remediados

3.5.2.1 Determinacao do pH

O pH foi medido a partir de aliquotas retiradas dos efluentes EB, ETE,
QTS1, QTS2 e QTS3. Para a leitura, por potenciometria, foi utilizado um pHmetro,

previamente calibrado com solugdes padroes de pH 4,0 e 7,0.

3.5.2.2 Determinacao da concentracdo de metais

A concentragdo de metais presentes nos efluentes estudados foi
determinada por espectrometria de absor¢cdo atdmica, de acordo com American
Public Health Association (APHA) (1998). Para os metais chumbo e cadmio as

determinagdes foram realizadas por meio de espectrdmetro de absorgdo atbmica,
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acoplado com forno de grafite. Estes ensaios foram realizados na Central de

Analises do Departamento de Quimica, da UFSC.

3.5.2.3 Determinacao da condutividade

Para determinagdo da condutividade, foram utilizados 50 mL de agua de
torneira aerada, e dos efluentes EB, ETE e QTS3, em 100 % de concentragdo. As
amostras foram mantidas em incubagéo com agitagédo termostatizada até atingirem a
temperatura de 25 °C e imediatamente em seguida foi medida a condutividade,
nesta mesma temperatura com um condutivimetro digital calibrado com solugao

padrdo de KCI (0,745 g.L™") para condutancia de 1,42 mS. cm™ a 25 °C.

3.5.2.4 Determinacao da dureza

Para determinagcdo da dureza foi utilizado o método de titulometria. Foi
utilizado um volume de 20 mL de agua de torneira aerada e dos efluentes EB, ETE,
e QTS3 em 100 e 20 % de concentragao, para realizar titulagdo com EDTA (0,02 M)
até a mudanca de cor de vermelho-vinho para azul, utilizando-se o indicador
eriocromo-T. Antes de gotejar o indicador, para impedir que este fosse bloqueado
pelas pequenas quantidades de ferro presentes na amostra, foram acrescentados 10

mL de tamp&o NH4CI / NH4OH (pH 10), conforme Fritz e Schenk Jr. (1969).



Apos a adicdo do tampdo, agitou-se a solugdo, adicionou-se 1 mL de
solugédo Na,S e 4 gotas do indicador eriocromo-T. Agitou-se o conjunto que adquiriu
cor vinho, em seguida procedeu-se a titulagdo com EDTA até o ponto de viragem
para a cor azul, quando foi anotado o volume de EDTA consumido. Para o efluente
EB em fungdo da cor que apresentou, foi necessario efetuar-se uma diluicdo de 10

mL deste em 90 mL de agua destilada.

O calculo da dureza em termos de CaCOs (mg.L™) foi realizado aplicando-se

a equacgao (4):

D={[Mepra(mmoles/mL) X mLgpra X PM CaCO3(mg/mmoles)]mLamostrat X 1000 mL.L™ 4)
D= [(MEDTA X mLEDTA X 100,09) /100 mL] X 1000

Onde D = dureza da agua em mg de CaCOs. L™

3.6 Avaliacdo da toxicidade aguda dos efluentes n&o remediados, e

remediados utilizando organismos bioindicadores

3.6.1 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp

Os ensaios de toxicidade aguda estaticos foram realizados conforme método
de Meyer et al. (1982), com modificagdes efetuadas segundo Gomes (1986). Cistos
de Artemia sp foram incubados por 24 h em solugédo de sal marinho sintético (30 g.
L™"), com aeracdo e iluminacdo constantes (500 lux) em sala climatizada mantida a

25 °C. Apé6s a eclosdo dos cistos, as larvas foram transferidas para placas de
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poliestireno para cultura de células. Em cada poco da placa foi adicionado 2 mL de
amostra dos efluentes EB, ETE, QTS1, QTS2 e QTS3 em diferentes dilui¢gdes (100,

75, 50, 25, 12,5, 6,2, 3,1, € 1,5 %), em solugao de sal marinho sintético (30 g.L'1).

O controle negativo com sal marinho sintético (30 g.L™") e o positivo com
dicromato de potassio (1,75 mg.L™") foram conduzidos paralelamente. Apds 24 h de
exposigcdo, sem alimentagdo, a 25 °C e no claro, foi efetuada a contagem do nimero
de larvas iméveis em microscopio de campo invertido e a CEsg foi calculada pela
analise probito, através do método matematico Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977), aplicando o software da Burlington Research-Inc. Para

cada concentracao testada foram realizadas 3 replicatas com 10 larvas em cada.

3.6.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna

Os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna foram realizados de
acordo com a norma da ABNT NBR 12713 (ABNT, 2003). Antes da anadlise da
toxicidade dos efluentes, o0s microcrustaceos passaram por um teste de
sensibilidade usando K.Cr,07 (1,75 mg.L™"), que teve por objetivo avaliar a qualidade

do lote das matrizes, conforme verificado por Baptista (2001).

Os ensaios de toxicidade aguda estaticos foram realizados em béqueres de
25 mL, em duplicatas para cada concentragédo, além dos controles negativos com
agua de diluicdo. Em cada béquer foram colocados 10 microcrustaceos jovens,

apresentando entre 6 e 24 h de vida. Os efluentes EB, ETE, QTS1, QTS2 e QTS3
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foram avaliados em diferentes diluicdes (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 %). Os ensaios
foram mantidos a uma temperatura de 20 + 2 °C em sala climatizada, no escuro e
sem alimentacdo. Apos 24 e 48 h de exposigdo, os organismos imoveis foram
contados e a CEsp foi calculada pela analise de probito através do método
matematico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977), usando o software
da Burlington Research-Inc. Os resultados foram apresentados também em termos

de fator de dilui¢gdo (FD).

Segundo disposto na Portaria n® 17 de 2002, o fator de diluigdo (FD)
‘representa a primeira de uma série de diluicbes de uma amostra na qual ndo mais

se observam efeitos toxicos agudos aos organismos-teste” (FATMA, 2002).

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Biologia e Biotecnologia
de Fungos, do Departamento de Bioquimica da UFSC, coordenado pelo Prof. Dr.

Carlos Henrique Lemos Soares.

3.7 Remediag&o e biomonitoramento dos efluentes

Para a escolha da melhor formulacdo de quitosana para remediagdo do

efluente téxtil em estudo foram utilizados os seguintes critérios:

a) Capacidade de remocao de cor do efluente conforme metodologia

apresentada nos itens 3.5.1.1, 3.5.1.2 € 3.5.1.3.
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b) Capacidade de reducdo da toxicidade para os organismos indicadores
Artemia sp e D. magna, conforme metodologia apresentada nos itens 3.6.1 e

3.6.2.

A formulagdo QTS3 apresentou melhores resultados frente aos critérios
acima adotados, tendo desta forma sido selecionada para a continuidade dos

ensaios.

3.7.1 Etapa 2 — Remediacdo e biomonitoramento do efluente téxtil com a

guitosana selecionada (QTS3)

3.7.1.1 Remediacdo com QTS3

A remediacdo do efluente téxtil foi realizada conforme descrito no item

3.5.1.3, utilizando-se 0,3 g de quitosana pulverizada para cada 20 mL de efluente.

3.7.1.2 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de toxicidade aguda

3.7.1.2.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Os ensaios de toxicidade aguda empregando Vibrio fischeri foram realizados

utilizando os efluentes EB, ETE e QTS3 segundo a norma técnica ISO 11348-1 da
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International Organization for Standardization (ISO) (1998) e a norma DIN 38412-34
do Deutsches Institut fir Normung (DIN) (1993), para determinar a inibicado da

bioluminescéncia e calculo da CEs.

As cepas das bactérias liofilizadas da espécie V. fischeri pertencentes ao
lote U-013 da colecdo da empresa Umwelt, de Blumenau; foram inoculadas em
duplicatas (n=10° unidades formadoras de colénias - UFC) em tubos contendo
solugéo salina (NaCl 2 %), e mantidos a 15 + 1 °C no termobloco. Imediatamente,
efetuou-se a primeira leitura da luminosidade no lumindmetro e, em seguida, foi
introduzido um volume do efluente testado, de maneira a serem obtidas as diferentes
diluicdes do mesmo. Foi efetuada uma segunda leitura apés um periodo de 30 min
e, somente entdo, foi possivel determinar a porcentagem de inibicdo da
bioluminescéncia e o calculo da CEsy através de software especifico Dr. Lange

LUMISsoft 4.

Foram analisadas as diluigdes 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19
% que foram obtidas a partir do efluente EB; as diluicées 80; 50; 33,33; 25 % obtidas
a partir do efluente ETE; e as diluicdes 80; 50; 33,33; 25 % a partir de QTS3, em

duplicatas.

Foram conduzidos ensaios de controle de sensibilidade das bactérias
bioluminescentes (V. fischeri) com densidade final da cultura principal 800 UNT
(unidades nefelométricas de turbidez), de acordo com norma ISO 11348-3 (ISO,
1998). Para tanto as bactérias foram expostas a Cr®* (na forma de K.Cr,07), a Zn**
(na forma de ZnS0,4.7H,0); e a 3,5-diclorofenol 6 mg.L™". As determinacdes foram
realizadas em duplicatas, com medicdo apdés 30 min de exposi¢cao. Os ensaios de

controle de sensibilidade das cepas forneceram os resultados apresentados na
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tabela 3. E os resultados de inibigdo de luminescéncia obtidos estdo de acordo com
os valores estabelecidos nas normas ISO 11348-3 (1998) e DIN 38412 (1993), o que
demonstrou a sensibilidade do lote. Estes ensaios foram realizados no Laboratorio
da UMWELT Ltda Assessoria Ambiental, situado em Blumenau; coordenado pelo Dr.
Jorg Zaar, da Universidade Regional de Blumenau (FURB).

Tabela 3 — Ensaios de sensibilidade de bactérias bioluminescentes (Vibrio fischeri) expostas
a Cr® (na forma de K,Cr,0;), Zn*" (na forma de ZnSQ,4.7H,0), e 3,5-diclorofenol 6 mg.L™".

Determinagdes realizadas em duplicatas, com medicdo apdés 30 min de incubacao,
densidade final da cultura principal 800 UNT (unidades nefelométricas de turbidez).

Parametros Sensibilidade (%)
Taxa de inibigao

Cr® (na forma de K,Cr,07) 4 mg.L" 23,23

Taxa de inibigao 67 58

Zn?** (na forma de ZnSQ4.7H,0) 25 mg.L™ ’

Taxa de inibicédo 48,94

3,5-diclorofenol 6 mg.L™

3.7.1.2.2 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp

Os ensaios com Artemia sp foram realizados conforme método apresentado

no item 3.6.1.

3.7.1.2.3 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna

Os ensaios com Daphnia magna foram realizados conforme método

apresentado no item 3.6.2.
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3.7.1.2.4 Ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio, para determinacdo da

dose de ndo efeito

A espécie de peixe selecionada para os estudos foi o paulistinha ou
zebrafish (Danio rerio), por tratar-se de organismo modelo utilizado em diferentes
ensaios toxicologicos, e por apresentar pequeno tamanho corpéreo, mesmo na fase
adulta. Foram utilizados apenas animais juvenis de ambos os sexos (peso de 0,22 +
0,01 g e comprimento de 3,35 + 0,05 cm). Os animais foram mantidos em aquarios
de 40 L dispostos em bancadas durante 15 dias para aclimatagdo, em condicdes
controladas mantendo-se fotoperiodo de 16 h; com l|ampadas fluorescentes;

luminosidade de 172,00 + 32,36 lux; temperatura ambiental de 25 * 2°C;

temperatura da agua dos aquarios mantida em 21 + 1°C; pH mantido em 7,0 + 0,5;
condutividade 61,65 + 2,31 pS.cm'1 a 25 °C; dureza de 120,00 + 0,00 de CaCOs;
mg.L'1; com aeragao constante; oxigénio dissolvido 6,3 + 0,1 mg.L'1 a21+1°C;
recebendo racdo comercial em flocos diariamente (2 vezes ao dia) e nauplios de

Artemia sp (semanalmente).

Os animais foram divididos aleatoriamente em diferentes grupos de
exposic¢ao e 6 animais foram transferidos para cada béquer de vidro de 600 mL. Os
grupos de animais foram submetidos a ensaios estaticos, nos quais foram expostos
a 200 mL dos efluentes EB, ETE e QTS3 nas diluigdes 100, 50, 30, 20, e 1 %,
durante 48 h, de acordo com norma da ABNT NBR 15088 (2004) e norma ISO 7346
(1996), com modificagcbes. Como controle negativo utilizou-se apenas agua de

torneira sem cloro e aerada.
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A utilizagdo dos peixes no presente trabalho foi aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais - CEUA da UFSC, sob nimero de cadastro 147/CEUA e

protocolo 23080.007332/2002-48.

3.7.1.3 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de toxicidade

subcrénica

3.7.1.3.1 Ensaio de toxicidade subcrénica com Allium cepa

a) Teste de inibicdo de germinacéo de sementes de Allium cepa

Os ensaios foram conduzidos com sementes de Allium cepa conforme
método de “blotter” utilizado por Rodo (2002), obtidas de variedades comerciais
(sementes HORTEC, variedade Aurora), e mantidas armazenadas em geladeira, em

recipientes vedados.

Foi verificada a viabilidade das sementes através de um ensaio de
embebicao, sugerido por Piana, Tillmann e Silva (1995). Para tanto, apds a quebra
de dorméncia no refrigerador por 12 h, as sementes foram mantidas submersas em
agua mineral autoclavada por um periodo de hidratagao de 3 h (n=50, peso de 0,158
+ 0,002 g). Apds o periodo de embebicdo, as sementes foram transferidas para
caixas de germinacdo (plasticas e transparentes), que foram previamente

preparadas utilizando duas folhas de papel toalha dobradas ao meio e uma folha de
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papel de filtro; as folhas foram esterilizadas em estufa de secagem e esterilizagao a
50 °C, por dois dias. Nestas caixas, o papel de filtro foi umedecido com 25 mL de
agua mineral autoclavada. As caixas contendo as sementes foram mantidas em sala
climatizada, nas condi¢des apresentadas na tabela 4 e apds 6 e 12 dias, efetuou-se
a contagem de sementes germinadas e no 12° dia efetuaram-se as medigbes das
plantulas; sendo as determinagdes realizadas em triplicatas.

Tabela 4 — Resumo dos requisitos para o ensaio de toxicidade subcrénica com sementes de
Allium cepa (RODO, 2002).

Requisitos Espécie Allium cepa
Tipo de ensaio Estatico: 6 — 12 dias
Agua de diluicéo Agua mineral

Volume maximo da

~ 25 mL
solugao-teste por gerbox
Numero minimo de replicatas por 3
diluicao
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 16 h de luz
Luminosidade 435,6 + 44,8 lux

As sementes (n=100) utilizadas nos ensaios de inibigdo subcrdnica estaticos
atenderam aos requisitos estabelecidos segundo as regras para andlise de
sementes, apresentadas segundo Brasil (1992). Realizou-se a quebra de dorméncia
mantendo as sementes no refrigerador por 12 h. Foram utilizadas apenas sementes
do mesmo lote, as quais foram subdivididas em sublotes (n=100; 0,327 + 0,003 g),

de maneira a obter-se maior uniformidade.

Para a realizacdo destes ensaios, conduzidos de acordo com Piana,
Tillmann e Silva (1995) e Rodo (2002), com modificagdes; foram observados os
requisitos apresentados na tabela 4. Foi preparado controle negativo contendo

somente agua mineral autoclavada e controle positivo com dicromato de potassio
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(1,75 mg.L™"). Nos ensaios de germinacdo das sementes empregaram-se solugdes
testes diluidas em agua mineral, contendo 100 % dos efluentes EB, ETE e QTSS3.
Para cada diluicao e controles foram montadas trés replicatas, com n = 100. Apos 6
e 12 dias registrou-se o numero de sementes que ndo germinaram. As contagens e

a interpretagao dos resultados foram realizadas segundo Brasil (1992).

b) Ensaio de inibicdo do crescimento de plantulas de Allium cepa

Para este ensaio subcrbnico semiestatico foram utilizadas apenas as
sementes de Allium cepa que germinaram no teste de inibicdo de germinagéo e de
crescimento de plantulas (Figura 11) anteriormente descrito. Foram verificadas
algumas das caracteristicas que indicam anormalidades no desenvolvimento das
plantulas apenas no controle positivo realizado com dicromato de potassio (1,75
mg.L™) (Figura 12), segundo critérios apresentados em Brasil (1992). Também foram
efetuadas medigdes do comprimento das plantulas com uma régua, apdés 12 dias,
registrou-se o comprimento de 40 plantulas. As contagens e a interpretacdo dos

resultados obtidos foram realizadas segundo Brasil (1992).
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Figura 11 — Plantulas de Allium cepa com 12 dias, apresentando desenvolvimento normal
apos cultivo em substrato contendo QTS3 a 100 %.

Figura 12 — Plantulas de A. cepa com 12 dias, apresentando desenvolvimento anormal apos
cultivo em substrato contendo dicromato de potassio (1,75 mg.L™) em caixa de germinago.

c) Ensaio de inibi¢cdo do crescimento de raiz de Allium cepa

O teste subcrdnico semiestatico para verificar a inibicado do crescimento de

raiz de bulbos de Allium cepa foi conduzido de acordo com método de Arambasic,



Bjelic e Subakov (1995), com modificagdes. Anteriormente ao teste de toxicidade, os
bulbos de A. cepa foram selecionados através de um pré-teste, onde as raizes
velhas foram cuidadosamente removidas e a base dos bulbos foi inserida em tubos
do tipo falcon (50 mL) contendo agua mineral. Apés 3 dias de exposicdo a
temperatura de 25 °C = 2 °C e na auséncia de luz direta, o crescimento das raizes foi
observado. Apenas os bulbos que apresentaram o mesmo padrao de crescimento
durante os 3 dias foram selecionados para os testes usando os efluentes. As raizes
crescidas durante o pré-teste foram removidas e os bulbos foram reutilizados apés

secagem por 5 dias, sob refrigeracao.

Nos testes de inibicdo de crescimento das raizes, a base dos bulbos foi
colocada no interior de tubos do tipo falcon (50 mL) contendo os efluentes EB, ETE
e QTS3, sem diluicdo. Para cada efluente foram incubadas 6 cebolas durante 3 dias,
0s ensaios foram realizados em ftriplicatas. O didmetro dos bulbos e o comprimento
das maiores raizes foram medidos usando um paquimetro. Os ensaios foram
realizados em temperatura ambiente (25 + 2 °C) em sala climatizada e no escuro,
utilizando como controle negativo bulbos expostos apenas em agua mineral e como

controle positivo dicromato de potassio (1,75 mg.L™).

3.7.1.3.2 Ensaios de toxicidade subcrdénica com Danio rerio

A toxicidade subcrdnica dos efluentes foi verificada em D. rerio onde foram
avaliados os biomarcadores de estresse. Para tanto, os animais foram divididos

aleatoriamente em diferentes grupos de exposi¢cdo de 6 animais e posteriormente
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transferidos para cada béquer de vidro de 600 mL, contendo 200 mL de efluente, de
acordo com da NBR 15088 (ABNT, 2004) e da norma ISO 7346 (ISO, 1996), com
modificagdes. O primeiro grupo foi exposto a 20 % do efluente EB, o segundo grupo
foi exposto a 20 % do efluente ETE, o terceiro grupo foi exposto a 20 % do efluente
QTS3 e o ultimo grupo foi mantido apenas em agua de torneira aerada sem cloro

(controle negativo), com renovacao diaria dos efluentes.

Todos os ensaios subcronicos semiestaticos foram realizados em ftriplicatas,
nos quais os peixes foram mantidos em sala climatizada com fotoperiodo de 16 h,
com lampadas fluorescentes fornecendo uma luminosidade de 172,0 + 32,4 lux; em
temperatura ambiente de 25 + 2 °C, e com temperatura da agua nos béqueres de 21

+1°C; em pH 7,0 e sem aeragdo mecanica.

Apds o periodo de exposicdo de 7 dias, 6 animais de cada grupo de
tratamento foram anestesiados em gelo, pesados e medidos, sendo imediatamente
sacrificados através de transeccao cefalica. Foi preparado um homogenato do pool

de 6 peixes para avaliagao dos biomarcadores de estresse.

a) Avaliacdo do dano as membranas celulares através da medida da

lipoperoxidagéo

A avaliacdo da lipoperoxidagdo das membranas foi realizada em triplicatas,
pela detecgado dos seus derivados lipoperoxidos, através de substancias que reagem

como o acido tiobarbiturico (TBARS), conforme metodologia proposta por Ohkawa
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(1979) e por Bird e Draper (1984) e modificada por Hermes-Lima, Willmore e Storey

(1995).

Apods o sacrificio, os animais foram colocados imediatamente no gelo e uma
pequena porgao de cada peixe foi separada. Em seguida as porgdes foram pesadas
em conjunto de maneira a totalizar 100 mg de tecido para a preparagédo dos
homogenatos, obtidos em acido fosférico a 1 % (1:5 p/v). A homogenizagao foi
realizada a 4 °C, com cerca de 20 impactos em homogenizador Potter-Elvehjem.
Posteriormente, juntou-se 400 pL do homogenato para 400 pL da solugéo gelada de
acido tiobarbiturico (TBA) a 1 %; NaOH a 50 mM; hidroxitolueno butilado (BHT) a 0,1
mM e 200 uL de acido fosforico a 7 %. A seguir, cada amostra foi incubada a 100 °C
por 15 min em banho-maria. As amostras e o branco foram levados entdo ao freezer
por 10 min e, foram acrescentados 1,5 mL de butanol em todos os tubos que foram
agitados vigorosamente em vortex por 10 s e centrifugados (2000 g, 5 min).
Aliquotas do sobrenadante foram lidas, espectrofotometricamente a 532 e a 600 nm.

Para a leitura do branco substituiu-se a solugao de TBA por HCI (3,0 mM).

Foi calculada a concentragdo de TBARS (nmol.g™") utilizando-se o

coeficiente de extingdo molar de 156 mM™".cm™ segundo a equagao (5):

[TBARS] = Amostra (Assz — Asoo) X 10% X (4X17) (5)
156
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b) Glutationa reduzida (GSH)

Amostras do pool de 6 peixes inteiros, exceto da regido cefalica que
removida apos transsecgao, foram precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 12 %
na diluigdo de 1:5 (p/v) e homogeneizadas com cerca de 20 impactos em um
homogeneizador Potter-Elvehjem. Imediatamente apds centrifugagcdo (5000 g, 5
min), foi realizada a determinacdo de GSH nos sobrenadantes obtidos. A
concentragdo de pequenos tidis foi avaliada segundo metodologia proposta por
Beutler, Duron e Kelly (1963), onde a adi¢gdo de 0,2 mL de 5,5-ditiobis-2-2 acido
nitrobenzoéico (DTNB) (2,5 mM) nas cubetas contendo 1,9 mL de tampéao fosfato de
potassio pH 8,0 e 0,1 mL do extrato acido permitiu, apos cerca de 2 min, a obtencao
maxima de formagao do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em 412 nm.

As andlises foram realizadas em duplicatas e os valores expressos em umol.g™".

Foi calculada a concentracdo da GSH (umol.g™") utilizando-se o coeficiente

de extingdo molar do anion tiolato de 14,1 M™.cm™, segundo a equacéo (6):

[GSH] = Amostras; x 4 (6)
14,1

c) Atividade da enzima catalase (CAT)

Para analise da atividade desta enzima, quantificou-se a velocidade de
decomposicéo do perédxido de hidrogénio (H202), em 240 nm, pela enzima presente

na amostra (AEBI, 1984). Para tanto, amostras de tecidos do pool de 6 peixes foram
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preparadas na diluicdo 1:20 (p/v) com tampéo Tris (20 mM, pH 7,4), 0,1 % Triton e
NaCl (150mM) e homogeneizadas com cerca de 20 impactos em homogeneizador
Potter-Elvehjem. Apds centrifugacao (5000 g, 5 min), transferiu-se para uma cubeta
de quartzo, 2 mL da solugdo de H;O, e 20 ul de amostra de sobrenadante do
homogenato. Apds homogeneizagdo, a velocidade de decomposigdo do H>O, foi
determinada, durante 60 segundos. A solugcé&o de peroxido de hidrogénio (10 mM),
em tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) foi preparada e titulada no dia da
anadlise. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas, sendo os valores
expressos em mmol de H,O, consumido min™'.g™, usando coeficiente de extingdo

molar de 40 M".cm™.

Foi calculada a atividade da enzima CAT através da equacao (7):

40

3.7.1.4 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de genotoxicidade

com Danio rerio

A genotoxicidade foi verificada através de biomarcadores citogenéticos
(RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). Este ensaio foi realizado segundo
norma da ABNT 15088 (2004) e da norma ISO 7346 (1996), com modificagdes. Os
animais, apds a aclimatagéo, foram divididos aleatoriamente em diferentes grupos
de exposi¢cdo. Em seguida, 6 animais foram transferidos para cada béquer de vidro
de 600 mL, contendo 200 mL de efluentes. O primeiro grupo foi exposto a 20 % do

efluente EB, o segundo grupo foi exposto a 20 % do efluente ETE, o terceiro grupo
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foi exposto a 20 % do efluente QTS3 e o ultimo grupo foi mantido apenas em agua
de torneira aerada sem cloro (controle negativo). Os animais foram expostos aos

efluentes durante 2 dias, em ensaio agudo semi-estatico.

a) Avaliagdo do dano ao DNA (Teste cometa)

A fragmentacdo do DNA foi avaliada através de eletroforese horizontal
utilizando o teste cometa (SINGH et al., 1988) e os procedimentos de fixagcéo e
coragao das amostras com nitrato de prata foram realizados segundo método

proposto por Nadin, Vargas-Roig e Ciocca (2001), com minimas modificagdes.

Amostras de cada peixe foram cortadas em pequenos pedagos (100 mg) e,
em seguida, foi feito um homogenato individual em homogenizador de vidro, onde
foram acrescentados 95 pL de solugcédo de extragdo de nucleo que continha 1 mL de
tampao fosfato pH 7,4; 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO); e 20 mM de EDTA. As
células isoladas do homogenato (10 ul) foram entdo embebidas em 120 ul de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA, 0,75 %), mantida a 37 °C. Esta mistura
(células/LPMA) foi adicionada a uma lamina de microscépio pré-coberta com uma
camada de agarose de ponto de fusdo normal (NMPA, 1 %). Entdo as laminas foram
mergulhadas por 1 h em solucéo de lise gelada que continha 2,5 mM NaCl, 100 mM
EDTA, 1 % Triton X-100, 10 % DMSO, 1 % n-lauril sarcocinato e 10 mM Tris (pH 10).
Apos este periodo as laminas foram mantidas por 20 min em tampé&o alcalino gelado
(300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13). As laminas contendo o DNA liberado foram

submetidas a uma eletroforese horizontal por 15 min sob tenséo elétrica de 25V e



uma corrente elétrica de 300 mA. Posteriormente, as laminas foram neutralizadas
por 10 min em tampao Tris 0,4 M (pH 7,5) e, em seguida, foram expostas a solugao
de parada (15 g de acido tricloroacético, 5 g de sulfato de zinco, 5 mL de glicerol e
completou-se o volume com agua destilada até 100 mL) por 5 min. As laminas foram
transferidas para solugéo de fixagdo (15 g de TCA, 5 g de sulfato de zinco, 5 mL de
glicerol e completou-se o volume com agua destilada até 100 mL), foram secas em
estufa por 1 h e depois foram coradas com nitrato de prata, segundo Nadin, Vargas-

Roig e Ciocca (2001), com minimas modificagdes.

A solucgédo corante foi preparada na seguinte sequéncia: 34 mL de solugéo B
(nitrato de amoénio a 0,2 % pl/v, nitrato de prata a 0,2 % p/v, acido tungstosilicico a
0,5 % plv, formaldeido a 0,15 % e carbonato de sddio a 5 % p/v) e 66 mL de solugéo
A (carbonato de sédio a 5 % p/v). Misturou-se a solugdo A e B, e imediatamente as
ldminas foram mantidas em contato com esta solugao corante por 15 min em um
banho-maria a 37 °C, ao abrigo da luz. Em seguida, as laminas foram submersas
individualmente na solugdo de parada (1 mL de acido acético e completou-se o
volume com agua destilada até 100 mL) por 5 min, foram lavadas com agua

destilada e posteriormente foram secas ao ar.

Como controle interno da técnica, 100 uL de H;O, (100 uM) foram
misturados as amostras de homogenato dos animais do grupo controle e incubados
durante 15 min a 25 °C. Para cada animal foram analisadas aleatoriamente imagens
de 100 nucleos (50 nucleos por lamina, em duplicatas) e o tamanho dos cometas
(regido do nucledide + cauda) (Figura 13), foi classificado visualmente dentro de 5
classes de dano, variando de 0 (cometas sem dano) a 4 (cometas com dano

maximo), de acordo com metodologia proposta por Collins; Ai-Guo e Duthie (1995),
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com modificagdes. A fim de expressar o dano visualizado nas laminas em valores
numeéricos, as laminas foram fotografadas e as imagens obtidas foram tratadas com
aplicativo Microsoft Paint™, disponivel no software Windows Milennium Edition,
2000. Para a determinagéo das classes foram utilizadas as imagens tratadas com o
aplicativo Microsoft Paint™, sendo que cada classe recebeu uma pontuagao, de
acordo com as caracteristicas proprias de cada classe de dano, conforme
demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 — Pontuagdo e exemplos de cada classe de cometa visualizada através de
coloragao com nitrato de prata. Imagens de nucledides presentes em homogenato de Danio
rerio (n=6), expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil ndo
remediado (EB20), 20 % de efluente remediado pela empresa (ETE20), e a 20 % do
efluente remediado com quitosana pulverizada (QTS320), durante 2 dias. Imagens obtidas

com camera digital (aumento de 9,6 X) acoplada ao microscépio dptico (aumento de 1000 X)
e tratadas com aplicativo Microsoft Paint™. Determina¢des realizadas em duplicatas.

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4

Pontuacédo O 1 2 3 4

Imagem
digital do
cometa

Tratamento
da

Imagem
Microsoft
Paint™

Para cada animal foi calculada uma pontuagao de acordo com o numero de

cometas visualizados em cada classe, segundo a equacao (8):

indice de dano ao DNA (ID) = [(Ne de cometas classe 0 x 0) + (Ne de cometas classe
1 x 1) + (Ne de cometas classe 2 x 2) + (Ne de cometas classe 3 x 3) + (Ne de
cometas classe 4 x 4)] (8)
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Consequentemente, obteve-se uma unica pontuagdo para cada grupo
estudado. Entdo, o indice de dano de cada grupo podia variar de 0 (auséncia de
dano) a 400 (presenga de dano maximo). A visualizagdo dos resultados foi realizada
em um microscopio optico inicialmente em aumento 10 X, em casos de duvida entre
as classes efetuou-se leitura da lamina com objetiva de 1000 X para possibilitar a
comparagao com as imagens digitais utilizadas como gabarito, conforme tabela 5.
Desta forma, a “cabega” e a “cauda” dos cometas (Figura 13) foram mensuradas
visualmente com base em fotomicrografias obtidas com camera digital acoplada ao
microscopio, utilizando objetiva com aumento de 1000 X e aumento de 9,6 X da

camera.

Head outline

1=Head extent

A—0mrdu awtarnt

1= tamanho da cabega

2= comprimento do corpo
3=comprimento da cauda

4= comprimento da cauda sem o corpo
5= comprimento do cometa

Linha de
referéncia

Reference line

Figura 13 — Areas do cometa que foram mensuradas para determinar a classe do cometa e
para o calculo do indice de dano (modificada de SINGH, 2005).

b) Avaliacdo do dano secundario ao DNA (Teste de micronucleos)

O teste de micronucleos é o ensaio in vivo mais amplamente empregado na

deteccdo de agentes clastogénicos que causam quebras em cromossomos, € de



agentes aneugénicos que induzem segregagdo cromossdmica anormal
(MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al.,, 1994). Os micronucleos podem ser

visualizados préximos ao nucleo principal (HAYASHI et al., 1998).

Apods o sacrificio de cada animal, removeu-se a cabega expondo a regiao
cardiaca. Esta regido foi pressionada contra uma Iamina de microscopia de modo a
obter um esfregaco. Foram preparadas 2 laminas para cada animal. Apds secar por
cerca de uma hora, os esfregacos foram fixados com metanol absoluto (99,5 %)
durante 5 min, e secos ao ar em temperatura ambiente segundo método proposto

por Hayashi, Sofuni e Ishidate Jr. (1983), com modificagdes.

Os esfregagos foram corados através do método Feuglen-Fast-Green. Para
a hidrélise acida, as laminas foram colocadas em cubas de vidro contendo HCI 1 M a
temperatura ambiente por 1 min. Em seguida, foram transferidas para cuba contendo
HCI 1 M previamente aquecido a 63 °C e o conjunto foi mantido em banho-maria por
10 min. Em seguida, as laminas foram retiradas da cuba e mantidas inclinadas por
15 min sobre papel. Ao término deste tempo, as laminas foram transferidas para
uma cuba contendo HCI 1 M a temperatura ambiente, permanecendo por mais 5
min. Posteriormente, as laminas foram lavadas com agua destilada, em intervalos de

5 min, totalizando um tempo de 15 min.

As laminas, apds secarem em temperatura ambiente por 2 dias, foram
transferidas para cuba de vidro previamente coberta com papel aluminio e contendo
reativo de Schiff, suficiente para as cobrir. O conjunto foi mantido em camara escura
a temperatura ambiente por 1 h. As laminas foram lavadas com agua destilada,
repetiu-se este procedimento trés vezes, por um tempo de 5 min para cada lavagem.

Verificou-se entao, ao microscopio, se a coloragao dos nucleos estava adequada.
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Para a coloragao do citoplasma utilizou-se solugao Fast Green a 0,5 %, onde
as laminas foram mantidas por 7 segundos e, apos ter-se escorrido 0 excesso de
corante, as mesmas foram mergulhadas individualmente por 3 vezes em etanol
absoluto durante 2 min cada. Posteriormente, as laminas foram secas a temperatura

ambiente.

Para a determinacao da frequiéncia de micronucleos foram contadas 2.000
células por lamina, os valores obtidos foram expressos em frequéncia absoluta e
frequéncia relativa em %o (DIEKMANN et al., 2004). Na figura 14 pode ser observada

uma célula contendo micronucleos préximos ao nucleo principal.

Figura 14 — Fotomicrografia de eritrécitos de Danio rerio corados pelo método Feulgen-Fast-
Green, a seta indica célula com micronucleos (cadmera digital com aumento de 9,6 X
acoplada ao microscopio 6ptico com aumento de 1000 X).

A fim de expressar numericamente 0s micronucleos visualizados nas
laminas estas foram fotografadas com camera digital (aumento de 9,6 X) acoplada
ao microscoépio optico (aumento de 1000 X) (Figura 14) e as imagens obtidas foram
tratadas com aplicativo Microsoft Paint™. Desta forma, foi possivel confirmar a

ocorréncia dos micronucleos com as imagens tratadas com o aplicativo Microsoft
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Paint™  conforme demonstrado na tabela 6. Este aplicativo permitiu visualizar com
maior nitidez os micronucleos possibilitando o calculo da frequéncia relativa de

micronucleos por grupo de exposig¢ao, conforme equacgao (9):

Frequéncia de micronucleos = N2 de micronucleos X 1000 (%o) (9)
4000

Tabela 6 — Imagens de micronucleos em eritrécitos de sangue periférico de Danio rerio (n=
6), expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil ndo remediado
(EB20), a 20 % de efluente remediado pela empresa (ETE20), e a 20 % do efluente
remediado com quitosana pulverizada (QTS320), durante 2 dias. Imagens obtidas com
camera digital (aumento de 9,6 X) acoplada ao microscopio 6ptico (1000 X) e tratadas com
aplicativo Microsoft Paint™. Determinacdes realizadas em duplicatas.

Numero de micronucleos por célula

Amostras Eritrocito sem Eritrocitos com 1 Eritrécito com 4
micronucleos micronucleo micronucleos

Tratamento
da Imagem
com
Microsoft
Paint™

e/
Imagem
digital das
células




3.8 Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de
analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer. Para tal
utilizou-se o software INSTAT (GraphPad, San Diego, CA, USA), admitindo niveis de

significancia minimos de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo da quitosana, das microesferas de quitosana e da quitosana

pulverizada

4.1.1 Caracterizagcao da quitosana pela determinagcdo do grau de desacetilacao

e do diametro das microesferas

O grau médio de desacetilagdo (90 % GD) da quitosana que representa a
porcentagem de grupos amino distribuidos na cadeia polimérica foi determinado por

titulacdo condutimétrica.

A quitosana pulverizada foi fotografada para se verificar suas caracteristicas
superficiais na auséncia de reticulagéo, conforme pode ser visto nas figuras 15 e 16.
Ampliagdes maiores nao foram possiveis, pois a amostra de quitosana foi destruida
com a passagem dos feixes de elétrons do microscopio eletrénico de varredura

(MEV).

O didmetro médio das microesferas foi de 1,03 + 0,06 mm, determinado a
partir da micrografia de vinte microesferas. Considerando-se os detalhes da
superficie externa da microesfera de quitosana, foi observado que a mesma se

apresentou pouco porosa.
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Figura 15 — Fotomicrografia obtida de particulas de quitosana pulverizada em microscopio
eletrénico de varredura (ampliagao 300 X).
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Figura 16 — Fotomicrografia obtida de particulas de quitosana pulverizada, para observagao
de sua morfologia superficial em microscépio eletronico de varredura (ampliagao 600 X).
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4.2 Remediagé&o dos efluentes

4.2.1 Etapa 1 — Selecdo de formulacdo de quitosana para remediacdo de

efluente téxtil

4.2.1.1 Determinacao da porcentagem de remocéao de cor dos efluentes

Na tabela 7 sdo apresentados os resultados referentes a porcentagem de

remocao de cor do efluente EB, ETE, QTS1, QTS2 e QTS3.

Com relagcado a remocao de cor, o tratamento convencional da industria com
lodos ativados e uso de sulfato de aluminio, descolorante e polieletrélito, foi mais
eficaz (96,15 % de remocado de cor) que todos os tratamentos realizados com a
quitosana. Entretanto, €& importante ressaltar que a QTS3 também causou

significativa remogao de cor do efluente (80,76 %).

Na tabela 8 sdo apresentados os valores de absorbancia e porcentagem de
remocao de cor, obtidos a partir dos efluentes EB e QTS até QTSk para a selecéo
da melhor concentracado da formulagao a ser utilizada na remediacao dos efluentes.
Foram testadas as formula¢des de quitosana de 0,1 a 1,0 g para a remediagédo de

um volume de 20 mL de efluente téxtil bruto.

A formulagdo QTS¢ (0,3 g) foi escolhida para realizar o tratamento dos
efluentes em funcao de tratar-se da dosagem mais baixa que apresentou diferenca

significativa em relacao ao efluente EB. Ela foi escolhida também por nao ter



apresentado diferenca estatistica em relacdo ao ETE. A formulagcao QTS foi entéo

denominada como QTS3.

Tabela 7 — Leitura de absorbancias (a 517 nm) e porcentagem de remocdo de cor,
referentes ao efluente téxtil ndo remediado (EB); remediado pela empresa (ETE); remediado
com microesferas de quitosana (QTS1), com quitosana solubilizada em acido acético
(QTS2) e com quitosana pulverizada (QTS3). Todos os valores foram expressos como
média + EPM. (***) diferengca estatistica significativa (p<0,001) em relacdo ao EB.
Determinacgdes realizadas em triplicatas.

Amostras Absorbancia Remocao
(517 nm) de cor (%)
EB 0,524 + 0,006 0
ETE 0,020 = 0,001*** 96,15 £ 5,00***
QTS 1 0,130 £ 0,004*** 75,00 = 3,10***
QTS 2 0,140 + 0,004 *** 73,10 £ 2,80***
QTS3 0,102 £ 0,001*** 80,76 + 1,00***

Tabela 8 — Leitura de absorbancias (a 517 nm) e porcentagem de remocdo de cor.
Resultados referentes ao efluente téxtil ndo remediado (EB) e remediado com diferentes
formulagdes de quitosana empregadas: QTS (0,1 g); QTSg (0,2 g); QTS (0,3 g); QTSp (0,4
g); QTSe (0,5 g) e QTSEg (1,0 g). Todos os valores foram expressos como meédia + EPM. (***)
representa diferenca estatistica significativa (p<0,001) em relacdo ao EB. Determinacoes
realizadas em triplicatas.

Efluentes Absorbancia Remocao
(517 nm) de cor (%)
EB 0,524 £ 0,006 0

QTSa 0,170 £ 0,018*** 67,30 £ 10,60***
QTSg 0,134 + 0,004*** 75,00 £ 3,00***
QTSc 0,102 + 0,001*** 80,76 + 1,00***
QTSp 0,135 + 0,004*** 75,00 £ 3,07***
QTSe 0,118 £ 0,004*** 76,92 £ 3,33***

QTSk 0,139 £ 0,011*** 73,07 £ 7,85™**
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4.2.2 Analises fisico-quimicas dos efluentes ndo remediados e remediados

4.2.2.1 Verificacao do pH

Na tabela 9 sdo apresentados os valores de pH obtidos nas analises
quimicas realizadas com efluentes EB; ETE, QTS1, QTS2 e QTS3. Com relagédo ao
pH, pode-se observar que os tratamentos com QTS3 e ETE causaram ligeira
elevacdo do pH ao passo que QTS1 causou forte reducio deste parametro.

Tabela 9 — Valores de pH referentes ao efluente téxtil ndo remediado (EB); remediado pela
empresa (ETE); remediado com microesferas de quitosana (QTS1), com quitosana

solubilizada em acido acético (QTS2) e com quitosana pulverizada (QTS3). Determinagdes
realizadas em triplicatas.

Efluentes pH
EB 75+0,3
ETE 7,6+0,2
QTS 3,5+0,1
QTS2 7,0+0,3
QTS3 7,7+ 0,2

4.2.2.2 Anélise de metais

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados obtidos referentes as analises
quimicas realizadas no efluente téxtii EB, ETE e no QTS3. Com relagdo a
concentracdo de metais, os dados obtidos demonstram que ambas as remediacdes
realizadas promoveram a remoc¢ado dos metais. Entretanto, QTS3 promoveu a

reducdo de todos os metais enquanto ETE houve o aumento na concentragcédo de



alguns deles (Co, Mg, Pb, Rb e Th). Por motivo de ordem técnica, ndo foram
realizadas as analises de metais para os efluentes QTS1 e QTS2.
Tabela 10 — Concentragao de metais no efluente téxtil ndo remediado (EB), remediado pela

empresa (ETE) e remediado com quitosana pulverizada (QTS3). Determinagdes realizadas
em duplicatas.

Metal EB ETE QTS3
Concentracgdo (X 10°) ppm
Al 0,382 0,356 0,109
Cd 0,000 0,000 0,000
Co 0,227 0,229 0,072
Cr 0,039 0,036 0,013
Cu 0,000 0,000 0,000
Fe 0,837 0,628 0,033
Hg 0,000 0,000 0,000
Li 22,215 20,695 10,138
Mg 1364,000 2420,000 415,000
Mn 0,068 0,028 0,015
Mo 0,369 0,303 0,114
Pb 0,859 1,197 0,110
Rb 8,743 9,276 2,623
Th 2,160 3,410 0,103
Zn 0,000 0,000 0,000

4.2.2.3 Determinacao da condutividade e dureza

Na tabela 11 sdo apresentados os resultados obtidos referentes as analises
quimicas para determinacdo da condutividade e dureza de amostras de: agua de

torneira aerada e sem cloro, e efluentes EB, ETE e QTS3.

Os resultados obtidos mostram que a remediacdo com QTS3 causou

reducao na condutividade (2,1 vezes) e na dureza (4,6 vezes) comparativamente ao
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efluente EB. Com relagdo ao controle negativo (agua de torneira) o QTS3 néo
apresentou diferenga estatistica significativa. Por motivo de ordem técnica nao foram
realizadas as determinag¢des de condutividade e de dureza para os efluentes QTS1

e QTS2.

E importante notar que o efluente QTS3 causou uma redugdo da
condutividade no efluente muito maior do que aquela observada no tratamento

convencional realizado pela empresa em estudo.

Tabela 11 — Caracteristicas fisico-quimicas (condutividade e dureza) do efluente téxtil ndo
remediado (EB), remediado pela empresa (ETE) e remediado com quitosana pulverizada
(QTS3). Todos os valores foram expressos como média £+ EPM. (***) e (*) representam
diferengas estatisticas significativas em relagdo ao EB para p<0,001 e p<0,05;
respectivamente. Determinagdes realizadas em triplicatas.

Efluentes Condu'Eilvida(\)de Dureza em_1
uS.cm—25°C CaCOs;mg.L
Agua de torneira 61,65 + 2,31*** 120,00 £ 7,70***
EB 4693,00 + 54,01 890,00 = 44,00
ETE 4550,00 + 54,00* 111,00 £ 22,00***
QTS3 2253,00 + 3,33*** 196,00 + 39,00***

4.2.2.4 Avaliacdo da toxicidade aguda dos efluentes utilizando Artemia sp e

Daphnia magna

Os resultados referentes aos testes de toxicidade aguda usando os
microcrustaceos Artemia sp expostos aos efluentes EB, ETE, QTS1, QTS2 e QTS3
sdo apresentados na tabela 12. Os dados obtidos mostraram que apds 24 h de
remediagdo o efluente QTS2 apresentou maior toxicidade para os microcrustaceos

com concentragao efetiva (CE5y=15,05 %), superando inclusive o apresentado pelo
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efluente EB (CE50=12,22 %), enquanto que o efluente QTS3 causou uma reducéo
total da toxicidade, impossibilitando estabelecer a CE5sy uma vez que em nenhuma
das concentracdes da formulagdo QTS3 testadas ocorreu imobilidade dos animais.

Por outro lado, QTS1 e ETE também nao apresentaram toxicidade.

Os resultados obtidos com D. magna também confirmam que novamente a
remediacdo com QTS3 diminuiu substancialmente a toxicidade do efluente, de tal
forma que impossibilitou estabelecer a CEsy do mesmo, pois em nenhuma das
concentracbes testadas ocorreu toxicidade. Diferentemente, o efluente ETE
apresentou toxicidade elevada com FD=4, assim como o valor apresentado pelo
efluente EB, que foi determinado como sendo FD=2. Curiosamente, em QTS1 e
QTS2 houve uma forte elevagao da toxicidade do efluente (FD=8).

Tabela 12 — Toxicidade aguda para bioindicadores (Artemia sp, n=10 e Daphnia magna,
n=10) utilizados na selecdo da quitosana. Resultados referentes ao efluente téxtil nao
remediado (EB); remediado pela empresa (ETE); remediado com microesferas de quitosana

(QTS1), quitosana solubilizada em &cido acético (QTS2) e quitosana pulverizada (QTS3).
Determinacgdes realizadas em triplicatas.

Concentracao Fator de
Efetiva (CExo) Diluicéo
Efluentes Tratamento (%) (FD)
Artemia sp Daphnia magna
EB Sem tratamento 12,22 2
Lodos Aerébios
ETE Sulfato de Aluminio + nat 4
Descolorante +
Polieletrélito
QTS1 Microesferas n.a.t. 8
QTS pulverizada
QTS2 (Acido Acéticoa 1 % + 15,05 8
Oxido de Célcio a 1 %)
QTS3 QTS pulverizada n.a.t. 1

n.a.t. = ndo apresentou toxicidade
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4.2.3. Etapa 2 — Remediacdo e biomonitoramento do efluente téxtil com a

guitosana selecionada (QTS3)

4.2.3.1 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de toxicidade aguda

4.2.3.1.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Na tabela 13 sdo apresentados os resultados referentes ao ensaio estatico
de toxicidade aguda utilizando bactérias bioluminescentes (Vibrio fischeri) expostas
a diferentes dilui¢des (50; 25; 12,5; 6,25; 3,1; 1,5; 0,7; 0,3; 0,1 %) dos efluentes EB,
ETE, e QTS3. Os resultados mostram que a remediagao do efluente com QTS3
promoveu a redugao da toxicidade (FD=1), enquanto que o EB apresentou FD=64,
causando elevada toxicidade as bactérias, que reagiram reduzindo a
bioluminescéncia. O ETE também causou redugéo na toxicidade (FD=1).

Tabela 13 — Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (n= 10° UFC), expostas as

diferentes diluigdes do efluente téxtil ndo remediado (EB), remediado pela empresa (ETE) e
remediado com quitosana pulverizada (QTS3). Determinagdes realizadas em duplicatas.

Efluentes CE 50 (%) Fator de Diluicéao (FD)
Agua de torneira aerada n.a. n.a.
EB 10,64 64
ETE n.a.t. 1
QTS3 n.a.t. 1

n.a. = ndo aplicavel; n.a.t. = ndo apresentou toxicidade



4.2.3.1.2 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp

Na tabela 14 sao apresentados os resultados obtidos apds a exposicédo de
nauplios de Artemia sp as diferentes diluigbes (100; 75; 50; 25; 12,5; 6,2; 3,1; 1,5 %)
de EB, ETE e QTS3. Os resultados mostram que a remediacdo com quitosana,
assim como a remediagao efetuada pela empresa, reduziram totalmente a toxicidade
para 0os microcrustaceos, pois nenhum individuo imovel foi encontrado em nenhuma

das diluicbes testadas, o que inviabilizou o calculo da CEsg.

Paralelamente, foram conduzidos ensaios com dicromato de potassio como
controle positivo na concentragao 1,75 mg.L'1, sendo que apos 24 h de exposicao
todos os microcrustaceos morreram. Como controle negativo utilizou-se apenas
agua de cultivo (sal marinho sintético a 30 g.L™"), na qual nenhum microcrustaceo
permaneceu imovel durante a realizagao do experimento.

Tabela 14 — Ensaio de toxicidade aguda com nauplios de Artemia sp (n=10), expostos as

diluicdes de efluente téxtil ndo remediado (EB), remediado pela empresa (ETE) e remediado
com quitosana pulverizada (QTS3). Determinagdes realizadas em triplicatas.

Efluentes CE 50 (%)
Agua de torneira aerada n.a.
EB 12,22
ETE n.a.t.
QTS3 n.a.t.

n.a. = ndo aplicavel; n.a.t.= ndo apresentou toxicidade
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4.2.3.1.3 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna

Na tabela 15 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da exposigcao
de formas juvenis de Daphnia magna as diferentes diluicbes de EB, ETE e QTS3. Os
resultados mostram mais uma vez que a remediacdo com quitosana eliminou
totalmente a toxicidade para os microcrustaceos, pois nenhum individuo imovel foi

encontrado em nenhuma das dilui¢cdes testadas, o que inviabilizou o calculo da CExso.

Por outro lado, a remediacao efetuada pela empresa (ETE) n&o foi capaz de
reduzir completamente a toxicidade do efluente para os microcrustaceos, pois a
concentragao efetiva (CE50=49,80 %) manteve-se alta e muito préxima do valor que
foi determinado para o efluente EB (CE50=49,98 %).
Tabela 15 — Ensaio de toxicidade aguda empregando juvenis de Daphnia magna (n=10),

expostos as diluicoes do efluente téxtil ndo remediado (EB), remediado pela empresa (ETE)
e remediado com quitosana pulverizada (QTS3). Determina¢des realizadas em triplicatas.

Fator de Diluicéo

Efluentes CEso (%) (FD)

Agua de torneira aerada n.a. n.a.
EB 49,98 2
ETE 49,80 4
QTS3 n.a.t. 1

n.a. = nao aplicavel; n.a.t. = ndo apresentou toxicidade



4.2.3.1.4 Ensaio de toxicidade subcrénica com Allium cepa

a) Teste de inibicdo de germinacdo de sementes e de crescimento de plantulas

de Allium cepa

Na tabela 16 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da exposigcao
de sementes e de plantulas de Allium cepa a agua mineral, ao EB, ETE e QTS3. Os
resultados mostram que a remediagdo com quitosana, assim como a remediacao
efetuada pela empresa, causaram inibicdo da germinacdo de sementes similares
aos valores do controle negativo, nao houvendo diferenca estatistica entre os

valores obtidos.

Paralelamente, foram conduzidos ensaios com dicromato de potassio (1,75
mg.L'1) como controle positivo. Esta concentracdo causou forte inibicdo na
germinacao das sementes (76,00 + 3,21 %) e no crescimento das plantulas (97,55 +
5,00 %) e, em ambos os casos, houve diferenca estatisticamente significativa entre

todos os efluentes e o controle positivo (p< 0,001).

Com relacdo a inibicdo do crescimento das plantulas, verificou-se que
ocorreram diferengas significativas entre os efluentes EB, ETE e QTS3 em relagéo
ao controle negativo (p<0,001). Por outro lado, os efluentes ETE e QTS3 néo

apresentaram diferencga significativa em relagéo ao EB.

94



Tabela 16 — Ensaio de toxicidade subcrdnica empregando sementes e plantulas de Allium
cepa (n=100), expostas ao efluente téxtil ndo remediado (EB), ao remediado pela empresa
(ETE) e ao remediado com quitosana pulverizada (QTS3). Todos os valores foram
expressos como média + EPM. (***) representa diferenga estatistica significativa em relacao
ao efluente EB (p< 0,001). Determinagdes realizadas em triplicatas.

Inibicdo da germinagdo Inibi¢éo do crescimento

Efluentes de sementes (%) de plantula (%)
Agua Mineral 21,40 + 2,96 0***
K2Cr207 76,00 £ 3,21*** 97,55 £+ 5,00***
EB 26,67 £ 6,22 16,26 + 1,60
ETE 25,00 £ 1,52 16,75 + 1,47
QTS3 26,00 + 5,29 23,34 £ 1,60

b) Ensaio de inibicdo do crescimento de raiz de bulbos de Allium cepa

Na tabela 17 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da exposigao
da base dos bulbos a agua mineral (controle negativo), ao efluente EB, ETE e QTS3.
Os resultados mostram que a remediacdo com quitosana reduziu consideravelmente
a toxicidade, o que determinou a menor taxa de inibigdo do crescimento de raiz (39,6
* 6,6 %), comparativamente aos demais efluentes. Por outro lado, o tratamento com
ETE causou forte inibicdo no crescimento da raiz sendo esta maior do que aquela

observada com EB.

Paralelamente, utilizou-se dicromato de potassio (1,75 mg.L™") como controle
positivo. Esta concentragdo causou forte inibicdo no crescimento das raizes (97,6
33,3 %), apresentando diferenga estatistica em relagdo ao controle negativo

(p<0,01).
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Tabela 17 — Inibicdo de crescimento de raizes de bulbos de Allium cepa (n=6), expostos a
agua mineral (controle negativo), ao dicromato de potassio (1,75 mg.L™") (controle positivo),
ao efluente téxtil ndo remediado (EB), ao remediado pela empresa (ETE) e ao remediado
com quitosana pulverizada (QTS3), durante 3 dias. Todos os valores foram expressos como
média + EPM. (***), (**) representam diferencas estatisticas significativas em relagdo ao
efluente EB para (p< 0,001) e (p<0,01), respectivamente. () representa diferenca
estatisticamente significativa de QTS3 em relagdo ao ETE (p<0,05). Determinagbes
realizadas em triplicatas.

Crescimento daraiz Inibicdo de crescimento daraiz
Efluentes
(cm) (%)
Agua mineral 2,50 + 0,30** 0

K2Cr207 0,06 + 0,02*** 97,60 £ 33,30
EB 1,30+ 0,15 48,00 + 11,50
ETE 0,55 + 0,14** 78,00 £ 25,50*

QTS3 1,51+ 0,10 39,60 + 6,60

4.2.3.1.5 Ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para determinacdo da

dose de ndo efeito

Os resultados obtidos demonstraram que a menor diluicdo onde nao houve
nenhuma mortalidade de Danio rerio expostos aos diferentes efluentes foi 20 %
(Tabela 18), sendo esta diluicdo selecionada para os ensaios de toxicidade

subcronica com D. rerio.
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Tabela 18 — Ensaio de toxicidade aguda empregando Danio rerio (n=6), expostos a agua de
torneira aerada (CN) e as diluicbes de efluente téxtil ndo remediado (EB), remediado pela
empresa (ETE) e remediado com quitosana pulverizada (QTS3), por 48 h. Determinagbes
realizadas em triplicatas.

Efluentes Porcentagem de mortalidade (%)

Agua de torneira aerada 0

EB a 100 % 100
EB a 50 % 100
EB a 30 % 100
EB a 20 %
EBa1%

ETE a 100 %
ETE a 50 %
ETEa 30 %
ETE a20 %
ETEa1%

QTS a 100 %
QTS a 50 %
QTS a 30 %
QTS a 20 %
QTSa1%

eoNolololo}l folleolNeNelol No el

4.2.3.1.6 Ensaios de toxicidade subcrénica com Danio rerio

a) Avaliacdo do dano as membranas celulares através da medida da

lipoperoxidacédo (TBARS)

Na figura 17 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da exposicao
de Danio rerio, durante 7 dias, a 20 % dos efluentes EB, ETE e QTS3. Os peixes
expostos ao efluente QTS320 apresentaram os menores niveis de lipoperoxidagao

(55,06 + 11,42 nmol.g™') comparativamente ao ETE20 (78,60 + 4,45 nmol.g™), sem
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no entanto apresentar diferenca significativa em relacdo aos animais do controle

negativo (CN) (52,72 + 9,18 nmol.g™).

Por outro lado, os peixes que foram expostos ao efluente EB20 (123,56 +
10,72 nmol.g™") apresentaram valores 2,3 vezes maiores do que os apresentados
pelos peixes mantidos em agua de torneira aerada (CN), cerca de 1,6 vezes maiores
do que os apresentados pelos peixes mantidos em ETE20, e cerca de 2,2 vezes

maiores do que o QTS320.
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Figura 17 — indice de lipoperoxidacdo (TBARS, nmol.g™') em homogenato de pool de Danio
rerio (n=6), expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil nao
remediado (EB20), a 20 % do efluente remediado pela empresa (ETE20) e a 20 % do
efluente remediado com quitosana pulverizada (QTS320), durante 7 dias. Todos os valores
foram expressos como média £+ EPM. (**) e (*) representam diferengas estatisticas
significativas em relagdo ao EB20, para (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente.
Determinacgdes realizadas em triplicatas.
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b) Glutationa reduzida (GSH)

A figura 18 apresenta os resultados obtidos com relagdo a concentragcéo de

GSH de D. rerio expostos por 7 dias a 20 % dos efluentes EB, ETE e QTS3.

Os peixes expostos a QTS320 também apresentaram os menores niveis de
GSH (8,34 + 0,94 uymol.g™') comparativamente ao EB20 (31,43 + 6,01 ymol.g™") com
diferenca significativa (p<0,001). Nao houve diferenca estatistica de QTS320 em

relagdo ao controle negativo (CN) (9,17 + 0,30 umol.g™).

Da mesma forma, os animais expostos ao efluente ETE20 (13,70 + 1,46
pmol.g'1) apresentaram diferenca estatistica em relagdo aos animais expostos ao
efluente EB20 (p<0,001). Curiosamente houve um aumento de 3,4 vezes na
concentragdo da GSH nos animais expostos ao efluente EB20, em relagdo ao grupo

controle negativo (CN).
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Figura 18 — Concentracdo de GSH (umol.g™”') em homogenato de pool de Danio rerio (n=6),
expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil ndo remediado (EB20), a
20 % do efluente remediado pela empresa (ETE20) e a 20 % do efluente remediado com
quitosana pulverizada (QTS320), durante 7 dias. Todos os valores foram expressos como
média £ EPM. (***) representa diferenga estatistica significativa (p<0,001), em relacao ao
efluente EB20. Determinagdes realizadas em triplicatas.
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c) Atividade da enzima catalase (CAT)

Na figura 19 constam os resultados obtidos com 7 dias de exposigao, apos
0s quais a atividade manteve-se elevada em Danio rerio expostos tanto no efluente
QTS320 (118,30 + 9,30 mmol.min™.g™") quanto no efluente ETE20 (102,70 + 4,52
mmol.min”.g™"). Ambos nao apresentaram diferengas estatisticas significativas entre

si e em relagdo ao controle negativo (CN) (103,65 + 10,76 mmol.min™'.g™).

Nos animais expostos ao efluente EB20 (45,85 + 1,90 mmol.min"'.g™"), houve
uma reducao na atividade desta enzima. Pode-se verificar também que os animais
expostos aos efluentes QTS3 20 e ETE20 apresentaram diferengas estatisticamente
significativas em relagdo aos animais expostos ao efluente EB20 (p<0,001 e p<0,01;
respectivamente) sem, no entanto, apresentar diferenca em relacdo ao grupo

controle (CN).
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Figura 19 — Atividade enzimatica da catalase (CAT) (expressa em mmol de H,O, consumido
min™.g™") em homogenato de pool de Danio rerio (n=6), expostos & agua de torneira aerada
(CN), a 20 % do efluente téxtil ndo remediado (EB20), a 20 % de efluente remediado pela
empresa (ETE20) e a 20 % de efluente remediado com quitosana pulverizada (QTS320),
durante 7 dias. Todos os valores foram expressos como média + EPM. (***) e (**)
representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01), respectivamente, em
relacado ao efluente EB20. Determinacdes realizadas em duplicatas.
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4.2.3.1.7 Ensaios de genotoxicidade com Danio rerio

a) Avaliacdo do dano ao DNA (Teste cometa)

A tabela 19 apresenta a frequéncia de distribuicdo de cometas em cada
classe por tipo de exposic¢ao realizada. Os resultados para os grupos expostos a 20
% do efluente QTS3 e o controle negativo mostraram uma predominéncia das
classes associadas a um dano menor (classes 0 e 1). Por outro lado, nos grupos
expostos a 20 % do efluente ETE houve um aumento nas frequéncias das classes
de maior dano (classes 2, 3 e 4), em relagc&o ao controle negativo (CN).
Tabela 19 — FreqUéncia de classes de dano ao DNA (teste cometa) em homogenato de
Danio rerio (n=6), expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil ndo
remediado (EB20), a 20 % de efluente remediado pela empresa (ETE20) e a 20 % do

efluente remediado com quitosana pulverizada (QTS320), durante 2 dias. Todos os valores
foram expressos como média £ EPM. Determinacdes realizadas em duplicatas.

Efluentes

A .
(20 %) Frequéncia das Classes de Dano (%)

Classe0 Classel Classe?2 Classe3 Classe4

Agua torneira

Aerada (CN) 793+142 170+110 0612 00+0,0 0,000

EB20 125+7,0 75+10,5 23,7+1,7 6,2+52 0,0+0,0
ETEZ20 356+6,7 10,2+5,7 3442 03+08 0611
QTS320 400+70 8,7+45 00+x00 0,000 0,0%0,0

Os resultados referentes ao indice de dano ao DNA para o homogenato de
cada um dos seis peixes expostos em diferentes tratamentos, sdo apresentados na
figura 20. O indice de dano apresentado pelos peixes expostos ao efluente QTS320

(3,00 £ 0,70) apresentou diferenca estatistica em relagcdo ao apresentado pelo



efluente EB20 (29,50 £ 0,50), para p<0,001. Também né&o diferiu estatisticamente

em relagao ao grupo controle negativo (4,75 + 1,50).

O efluente QTS320 representou apenas 10,16 % do indice de dano
verificado nos peixes expostos ao efluente EB20, enquanto o efluente remediado
pela empresa ETE20 (8,25 + 1,10) representou 27,9 % comparativamente ao EB20,

conforme pode ser visualizado na figura 20.
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Figura 20 — indice de dano ao DNA (teste cometa) em homogenato de Danio rerio (n=6),
expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil ndo remediado (EB20), a
20 % de efluente remediado pela empresa (ETE20) e a 20 % do efluente remediado com
quitosana pulverizada (QTS320), durante 2 dias. Todos os valores foram expressos como
média £+ EPM. (***) representa diferenca estatistica significativa em relacdo ao EB20
(p<0,001). Determinagdes realizadas em duplicatas.

b) Avaliacdo do dano secundario ao DNA (Teste de micronucleos)

Os resultados referentes a frequéncia de micronucleos em eritrécitos de

peixes expostos aos diferentes tratamentos s&o apresentados na figura 21. Os
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resultados obtidos com os ensaios no teste de micronucleos confirmaram aqueles
que foram obtidos com a fragmentacdo do DNA no teste cometa. Os peixes
expostos ao efluente QTS320 durante 48 h, apresentaram menor frequéncia de
micronucleos (0,37 + 0,12 %o) estatisticamente significativa em relagcdo ao EB20
(1,15 £ 0,16 %o), para p<0,01. Além de ndo terem diferido estatisticamente dos
animais do grupo controle negativo (CN) (0,37 + 0,12 %), nem do ETE20 (0,57 %
0,08 %.). O efluente ETE20, por outro lado, também diferiu estatisticamente do

efluente EB20 (p<0,01).
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Figura 21 — Freqliéncia de micronucleos em eritrocitos de sangue periférico de Danio rerio
(n=6), expostos a agua de torneira aerada (CN), a 20 % do efluente téxtil ndo remediado
(EB20), a 20 % de efluente remediado pela empresa (ETE20) e a 20 % do efluente
remediado com quitosana pulverizada (QTS320), durante 2 dias. Todos os valores foram
expressos como média + EPM. (**) representa diferenga estatistica significativa em relagao
ao EB20 para (p<0,01). Determinagdes realizadas em duplicatas.
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5 DISCUSSAO

A quitosana pulverizada foi apontada por Kimura (2001) como sendo um
agente adsorvente adequado a remogao de cor de corantes e de efluentes téxteis.
Ja Spinelli (2001) considerou este biopolimero como um coagulante adequado ao
tratamento de aguas superficiais destinadas ao abastecimento publico. Chen, Chen
e Wu (2003) também consideraram a quitosana como um floculante orgéanico
adequado ao tratamento de agua e efluentes. O trabalho realizado por estes
pesquisadores elucidou os mecanismos envolvidos na floculagdo com quitosana.
Estes autores verificaram que a massa molar de quitosana exerce um papel na
floculagdo maior do que o exercido pelo grau de desacetilagdo. Também foi
postulado que, em termos de microambiente estrutural, as ligagbes em ponte sao
dominantes em relagdo a capacidade deste floculante em promover a neutralizagao

de cargas.

Por outro lado, a capacidade de atuar com agente floculante também varia
com o aumento do grau de desacetilagdo da quitosana. Quando ocorre um aumento
no numero de grupos amino (-NH;) na cadeia do polimero ocorre um aumento da
massa molar da quitosana. A elevacdo da massa molar, por sua vez, determina uma
mudancga na configuragao da molécula de quitosana em solugéo, que pode adquirir a

forma estendida ou enovelada (CHEN; CHEN; WU, 2003).

Com relagdo a morfologia das particulas de quitosana pulverizada utilizada
na presente pesquisa verificou-se a predominancia de flocos com certa uniformidade
em suas dimensdes, apresentando uma superficie irregular com estrias e dobras

suaves que proporcionaram um aumento na area de contato entre a particula e os
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efluentes, favorecendo o processo de adsor¢dao. Em estudos previamente realizados
no Laboratério QUITECH por Valentini et al. (2000) e por Kimura (2001), verificou-se
que a quitosana em po, flocos e microsferas, utilizadas na presente pesquisa,
apresentaram pouca porosidade. E importante destacar que a porosidade é outro

fator que pode influenciar diretamente a velocidade de adsor¢éo (KIMURA, 2001).

O uso do polieletrdlito quisotana pulverizada como coagulante no processo
de tratamento de aguas apresenta ainda a vantagem de ser atoxica (SPINELLI,
2001), enquanto o uso de sulfato de aluminio e outros compostos de aluminio como
coagulante inorganico no tratamento de aguas de rios ou lagos, pode determinar um
aumento significativo do conteudo deste metal na agua tratada e, desta forma,

representar riscos a saude (KEITH et al., 1999).

No presente trabalho, na busca pela formulacdo de quitosana mais
adequada, foram realizadas trés abordagens para a remediacao do efluente téxtil.
Inicialmente, com microsferas de quitosana as quais, apesar de possibilitarem a
remocgao de cor do efluente téxtil levaram a uma importante redugao do pH (Tabela
9). Resultado semelhante foi obtido por Kimura et al. (2001), que verificaram uma
maior remog¢ao da cor de efluentes téxteis em pH acido, com microsferas de

quitosana.

Provavelmente devido a reducdo do pH, o efluente remediado com QTS1
demonstrou toxicidade frente aos organismos bioindicadores Artemia sp e Daphnia

magna e, por esta razao, foi descartado dos ensaios posteriores.

No caso da remediagdo com QTS2, onde foi utilizado o processo de

coagulagao/floculagdo com quitosana, embora tenha havido uma importante
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porcentagem de remocao de cor do efluente (Tabela 7) houve também elevada
toxicidade para os organismos bioindicadores (Tabela 12). E importante observar
que houve a necessidade de utilizar 6xido de calcio para corre¢cao do pH da solugao
de quitosana, antes de efetuar a remediacdo do efluente. Considerando-se que o
oxido de calcio causou toxicidade em ensaios preliminares realizados com Artemia
sp, provavelmente por esta razdo o efluente QTS2 também causou importante
toxicidade para os microcrustaceos utilizados (Artemia sp € D. magna) nos testes

preliminares e, desta forma, foi excluido dos ensaios posteriores.

Ja a quitosana pulverizada em suspensdao aquosa (QTS3) apresentou
eficiéncia na remocgéao da cor (Tabelas 7 e 8) sem alterar o pH do efluente remediado
(Tabela 9). Da mesma forma, Kimura (2001) verificou que a adsor¢do de corantes
téxteis foi maior utilizando quitosana pulverizada comparativamente ao uso de

microsferas de quitosana na remocao da cor de corantes téxteis.

Com respeito a avaliagao toxicologica de efluentes industriais, os parametros
fisico-quimicos avaliados na presente pesquisa, apresentados nas tabelas 9, 10 e
11; deve-se considerar principalmente o pH, a condutividade e dureza podem afetar

a toxicidade de substancias, incluindo os metais (KNIE; LOPES, 2004).

Graff et al. (2003) demonstraram que os parametros condutividade e dureza
sdo fatores que afetam de maneira significativa a toxicidade da agua dos rios. Na
atual pesquisa, a condutividade do efluente bruto (4,693 + 0,054 mS.cm™) foi a
maior, comparativamente aos demais efluentes estudados (Tabela 11). No entanto,
causou alguma surpresa, por ser maior do que algumas amostras de chorume de um

aterro sanitario municipal, estudadas por Sisinno et al. (2000). Estas apresentaram
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valores entre 3,09 e 6,20 mS.cm™ e dureza de 60 a 95 mg.L"' de CaCOs; , que

contribuiram para causar toxicidade elevada a Danio rerio apds 48 h de exposicao.

Apesar da remediagdo com quitosana (QTS3) ter reduzido sensivelmente a
dureza do efluente remediado, ele apresentou valor acima daqueles obtidos por
Sisinno et al. (2000) para chorume de aterro sanitario. Isto revelou outro aspecto
curioso dos efluentes téxteis: a dureza causada pela adicdo de sais durante o
processo téxtil. Entre estes sais encontram-se o fosfato dissddico e bicarbonato de
sédio (SENAI; CETIQT; GTZ, 1998); silicato de sddio, polifosfatos, fosfato de
amoénia, cloreto de amoénia e cloreto de magnésio (VANDEVIVERE; BIANCH,;
VERSTRAETE, 1998); além de dicromato de potassio, cloreto de ferro (lll) e nitrito
de sddio (PERUZZO, 2003) e também permanganato de potassio (ASCHNER;

LUKEY; TREMBLAY, in press).

A dureza total da agua pode influenciar de maneira significativa, tanto o
comportamento como a sensibilidade das espécies—teste. Aguas que apresentem
dureza baixa em combinagdo com valores de pH decrescentes (a partir pH 6,9),

aumentam a biodisponibilidade de metais (KNIE; LOPES, 2004).

Para os testes com peixes, Knie e Lopes (2004) recomendam que sejam
utilizadas apenas aguas com dureza na faixa de 250 mg.L™" de CaCOs. Segundo
estes autores, a norma ISO 7346 (1996) determina que o cultivo desta espécie pode
ser realizado em aguas com dureza de até 300 mg.L™". Por outro lado, segundo a
norma 15088 da ABNT (2004) para Danio rerio, os valores de dureza para o cultivo
devem estar entre 10 e 60 mg.L™ de CaCOs e entre 40 e 48 mg.L™" de CaCOs para a
agua de diluicdo. Na presente pesquisa optou-se por utilizar a agua de torneira com

a dureza apresentada (120,15 + 7,70 mg.L™" de CaCOs) (Tabela 11), tanto no cultivo
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como na diluicdo das amostras utilizadas nos ensaios, em funcdo de Knie e Lopes
(2004) terem chamado a atencgdo sobre o fato de que em Santa Catarina, muitas
aguas apresentam dureza muito préxima ou acima de 100 mg.L™" de CaCOs. Além
disto, o calcio € um elemento essencial para o desenvolvimento dos peixes. A
dureza da agua utilizada apresentou valor bem menor do que os limites

estabelecidos para a potabilidade de aguas (500 mg.L™") (BRASIL; FUNASA, 2001).

No local de lancamento de efluentes pode haver um enriquecimento de
nutrientes, conforme foi demonstrado em um estudo, no qual carpas (Cyprinus
carpio) que foram expostas a efluentes contendo substéncias toxicas, apresentaram
crescimento em comparag¢ao ao grupo controle. Este crescimento pode ser explicado
gragcas aos nutrientes contidos nos efluentes que causam um enriquecimento
organico e, consequentemente, um aumento nos niveis de nutrientes disponiveis no

local onde forem langados (SMOLDERS; BERVOETS; BLUST, 2004).

No entanto, os efluentes podem causar toxicidade variavel de acordo com o
tempo de exposi¢cdo, pois as substancias presentes nos efluentes podem ser

degradadas ou transformadas pelos organismos expostos (SISINNO et al., 2000).

Além disso, deve-se ter em conta que as misturas complexas de corantes e
dos produtos da degradagdo dos mesmos, presentes nos efluentes estudados na
atual pesquisa, podem causar toxicidade aos organismos (PINHEIRO; TOURAUD;

THOMAS, 2004).

A toxicidade observada na presente pesquisa poderia ser relacionada aos
parametros fisico-quimicos anteriormente discutidos e a presenga de cor no efluente

téxtil ndo remediado que pode ser atribuida a presenca de varios corantes utilizados
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no processo de tingimento na industria téxtil em estudo. Conforme ressaltado por Oh
et al. (1997), os corantes reativos e os demais corantes que apresentam grupo azo,
ao sofrerem clivagem redutiva quimica ou enzimatica originam as aminas
aromaticas. Algumas destas foram consideradas como carcinogénicas (PINHEIRO;

TOURAUD; THOMAS, 2004).

Apesar de que na presente pesquisa nao foram efetuadas analises para
verificacdo dos niveis de aminas aromaticas em nenhum dos efluentes estudados,
pode-se especular que parte da toxicidade, particularmente a genotoxicidade,
verificada nos efluentes poderia ser atribuida a presenca destas aminas nos

efluentes ndo remediados (EB) e nos remediados (ETE e QTS3).

Para reduzir o conteudo de corantes nos efluentes Bastian, Santos e Ferrari
(2001) recomendam o uso de corantes que apresentem maior capacidade de
retencdo a fibra téxtil, evitando-se ou até mesmo reduzindo-se o uso de corantes
que apresentam baixa porcentagem de retencao a fibra téxtil. A porcentagem de
retencdo do corante no banho determina o quanto sera retido na fibra téxtil e,
consequentemente, o quanto sera perdido no efluente que resulta do processo de
tingimento. Estes autores ressaltam ainda que devem ser substituidos ou evitados
0s corantes que apresentarem toxicidade aos organismos aquaticos, como no caso
daqueles que apresentam metais ou enxofre em sua estrutura. E os autores
concluem que devido a presenca destes corantes nos efluentes que chegam a
estacado de tratamento, o teor de enxofre no efluente aumenta muito e, através da
reducdo dos sulfatos a sulfetos, forma-se gas sulfidrico, que é toéxico para os

organismos e corrosivo para as tubulagoes.
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Como verificado em varios trabalhos, a quitosana apresenta a capacidade
de remover a cor de solugdes aquosas devido aos grupos funcionais amino e hidroxil
que existem em sua molécula. Estes grupos conferem ao biopolimero e polieletrélito
quitosana elevada afinidade por muitas classes de corantes, incluindo os corantes
dispersos, diretos, reativos, anidnicos, a cuba e ao enxofre; no entanto, conferem a
este biopolimero baixa afinidade por corantes catidnicos (CHAO et al., 2004; CHIOU;
LI, 2002; WU; TSENG; JUANG, 2001). Uma vez que na presente pesquisa a
remocao de cor obtida através da remediagdo com quitosana nao foi completa,
pode-se supor que isto se deu provavelmente em funcdo da baixa afinidade que a
quitosana pode apresentar por corantes catidnicos, conforme ressaltado no trabalho

de Chao et al. (2004).

Na presente pesquisa a remediacdo com quitosana pulverizada (QTS3)
também mostrou maior efetividade na remocdo dos metais (Al, Co, Cr, Fe, Li, Mg,
Mn, Mo, Pb, Rb e Th), comparativamente a remogao por processo microbiologico e
fisico-quimico efetuado pela empresa (ETE), conforme pode ser verificado na tabela

10.

Varios estudos apontaram a quitosana como bom agente quelante de metais
pesados como mercurio, cromo, cobre e ions metalicos (EIDEN; JEWELL,;
WIGHTMAN, 1980; JANSSON-CHARRIER et al., 1996; WU; TSENG; JUANG, 2001;

JUANG; SHAOQO, 2002).

Favere et al. (2004) verificaram a remocgdo de ferro (lll) utilizando
microsferas de quitosana na remediacao de efluentes de mineragao de carvao, ricos
em Fe, Mn e Al. Da mesma forma, Laus et al. (2006) também utilizando microsferas

de quitosana verificaram a remocgao de ferro (lll) e de manganés (ll) de aguas
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contaminadas pela mineragcdo de carvao. Ja Valentini et al. (2000) verificaram a
adsorcao de Cu(ll) e Ni(ll) por capsulas de quitosana e polivinilalcool (PVA). Favere
(1994) verificou a adsorgdo dos ions Cu(ll), Cd(ll), Ni(ll), Pb(ll) e Zn(ll) pelo

biopolimero quitina, quitosana e pelas quitosanas modificadas.

Os niveis de metais encontrados em todos os efluentes estudados na
presente pesquisa (Al, Co, Cr, Fe, Li, Mg, Mn, Mo, Pb, Rb, Th) também foram
inferiores comparativamente aos determinados para outros efluentes téxteis
estudados por Baptista (2001), nos quais a autora verificou a presenga de Al, Cu,

Pb, Zn e Cr.

As principais fontes industriais de cromo sdo as empresas que produzem
corantes, as tinturarias e as industrias téxteis (IARC,1990), o que pode explicar a
presenga de cromo na presente pesquisa. Similarmente, Baptista (2001) e Smith
(1990) encontraram este elemento em estudos realizados com diferentes efluentes

téxteis.

O chumbo encontrado na presente pesquisa pode originar-se dos compostos
de chumbo utilizados como pigmentos em tintas e corantes (ABADIN et al., 2005). A
exposi¢ao aos compostos de chumbo, por sua vez, pode aumentar o risco de cancer

devido ao acumulo de Pb nos ossos ou no leite materno (ETTINGER et al., 2004).

Entre os efluentes téxteis estudados por Smith (1990), antes de receberem
qualquer forma de tratamento, foram verificadas as presencgas dos metais Cd, Cu,
Hg e Zn. Porém, estes metais ndo foram detectados na presente pesquisa em todos

os efluentes estudados.
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Na atual pesquisa, foram verificadas concentracbes diferentes de metais
sendo em geral maiores no efluente EB, embora alguns metais tenham apresentado
elevacdo no efluente ETE e tenham sido sempre menores no efluente QTSS3,
indicando que os processos de remediacao tiveram eficacia diferenciada na remocéao

de metais do efluente final.

Portanto, € importante ressaltar que do ponto de vista qualitativo, no efluente
QTS3 houve a diminuigao de todos os metais enquanto no ETE houve o aumento de
alguns metais (Co, Mg, Pb, Rb e Th) (Tabela 10), provavelmente em fungdo do
acréscimo de polieletrolito ou descolorante (resina) no decantador terciario (Figura

4).

Com relagao aos metais Al, Co, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo, Pb, Rb e Th, Smith (1990)
verificou valores muito maiores comparativamente aos encontrados para estes
metais na presente pesquisa. Embora este autor ndo tenha detectado litio (Li) em
todas as amostras estudadas, este metal foi detectado na presente pesquisa nos
efluentes EB e ETE (Tabela 10) provavelmente devido ao fato deste elemento ser
utilizado como agente promotor de inibigdo da corrosdo em sistemas de resfriamento
(CrLi2O2) ou como umectante em sistemas de ar condicionado (LiBr) (BIRCH, 1988;
LEONARD; HANTSON; GERBER, 1995).

Na presente pesquisa, o litio (Li) (Tabela 10) apresentou valores muito abaixo
do maximo permitido para o lancamento de efluentes, que é de 2,5 mg.L™”
(CONAMA, 2005); embora haja certa controvérsia estudos apontam para possiveis
efeitos teratogénicos associados a exposicdo a compostos de litio (LEONARD;

HANTSON; GERBER, 1995).
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Os efluentes em estudo sdo despejados apds prévio tratamento na

microbacia do Rio Itajai, cujas aguas sédo captadas para abastecimento publico.

Entdo este rio, dentro de sua microbacia, pode ser enquadrado ao longo de seu

percurso nas classes [, Il e Ill da Resolugdo CONAMA (2005). Por esta razao,

efetuou-se a comparagao entre os valores obtidos para a concentracdo de metais

nos efluentes e os valores maximos permitidos para langamento no corpo receptor,

apresentados na tabela 20.

Tabela 20 — Concentracdo maxima de metais permitida para langamentos em corpos de
agua doce (Classes |, Il e lll) e para langamento de efluentes industriais (CONAMA, 2005),

em ppm (ug. L™).

Metais Padrdes (valor maximo pg.L™)
Aguas doces Aguas doces  Lancamento de
Classes | e ll Classe llI Efluentes
Al 100,0 200,0 n.c.
Cd 1,0 10,0 200,0
Co 50,0 200,0 n.c.
Cr 50,0 50,0 500,0
Cu 9,0 13,0 1000,0
Fe 300,0 5000,0 15000,0
Hg 0,20 2,0 10,0
Li 2500,0 2500,0 2500,0
Mg n.c. n.c. n.c.
Mn 100,0 500,0 1000,0
Mo n.c. n.c. n.c.
Pb 10,0 33,0 500,0
Rb n.c. n.c. n.c.
Th n.c. n.c. n.c.
Zn 180,0 5000,0 5000,0

n.c. = nada consta

Apesar de que, nesta pesquisa, ser abordado apenas o monitoramento do

tratamento de efluentes industriais, deve-se ter em mente que, quando os efluentes

sdo langados nos rios eles afetam a qualidade das aguas dos mesmos. As aguas
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dos rios sdo utilizadas para abastecimento publico, somente apds tratamento
convencional ou avangado (CONAMA, 2005). Desta forma, a presenca de
substancias téxicas na agua bruta que € captada para tratamento deve ser também

monitorada.

Os metais Al, Co, Mg, Mo, Rb e Th ndo foram contemplados na Resolugéo
do CONAMA (2005), o que causa certa preocupagao, uma vez que entre os efeitos
téxicos associados aos metais podem estar envolvidos neurotoxicidade e a
hepatotoxicidade; além de ser obrigatorio efetuar-se uma avaliacdo da toxicidade
aguda para peixes de agua doce (UNITED STATES ENVIRONMENTAL

PROTECTION AGENCY - USEPA, 1991).

Estudos indicam que o Al pode influenciar a homeostase do Fe, e também
pode contribuir para a toxicidade sobre células nervosas nas quais o dano tenha
sido induzido por radicais livres mediados pelo Fe (STOHS; BAGCHI, 1995); o Al
também foi associado & osteosporose e ao mal de Alzheimer (KISNIERIENE;
SAKALAUSKAS, 2005); o cobalto (Co) pode afetar a transmissdao neuromuscular
(FAROON et al., 2004); os efeitos toxicos do magnésio (Mg) sao dose-dependentes
e ocorrem principalmente nos sistemas cardiovascular e nervoso (TOFIL; BENNER;
WINKLER, 2005); o tério (Th) pode acumular-se nos ossos segundo Agency for
Toxic Substances and Desease Registry (ATSDR) ligada ao Center of Desease
Control (CDC) norte americano (ATSDR, 1990); com relagao ao rubidio (Rb) estudos
demonstraram que a exposi¢cao conjunta ao chumbo (Pb) levou ao aumento da
concentracdo do Rb sangtiineo (SINGH et al.,, 1994) e, a exposi¢cao tanto ao Rb

quanto ao Litio causou lesdes renais em roedores (BERTELLI et al., 1985).
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Na presente pesquisa o magnésio foi o elemento que apresentou maiores
valores em todos os efluentes, embora tenha sido maior no efluente ETE. Isto
ocorreu provavelmente em funcdo da adicdo de compostos que apresentam este
elemento durante o tratamento dos efluentes ou ainda devido a adi¢cao de sais de
magnésio durante o processo téxtil (VANDEVIVERE; BIANCH; VERSTRAETE,

1998), o que pode explicar sua presenga no efluente EB.

Smith (1990) menciona que uma quantidade razoavel de contaminagao
presente nos efluentes téxteis pode originar-se do préprio substrato como no caso
das fibras celulésicas (algodao), pois estas apresentam altos niveis de varios
contaminantes metalicos provenientes de fungicidas. Este autor refere-se ao fato de
que os contaminantes, normalmente, se desprendem durante o processo de
beneficiamento das fibras.

A presenca do Mn nos efluentes da industria téxtil em estudo poderia ser
devida ao uso de fungicidas a base de manganés (Mn) no cultivo de algodao
(SMITH, 1990) ou ao uso de permanganato de potassio para remog¢ao de odores

dos efluentes (ASCHNER; LUKEY; TREMBLAY, in press).

E importante lembrar ainda que a exposi¢do continua ao manganés pode
levar a alteragbes neurofuncionais e a uma condicdo neurolégica crdnica

denominada como manganismo (MERGLER, 1999).

A Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA) através da Portaria n® 1469 de
2000 determinou os padrdées de potabilidade da agua para consumo humano
(BRASIL; FUNASA, 2001). Nesta portaria foi apresentando o valor maximo permitido
para as substancias inorganicas com potencial toxico que podem estar presentes na

agua potavel. Foram propostos os valores maximos permitidos para o aluminio (0,2
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mg.L™"), o cadmio (0,005 mg.L™), o cromo (0,05 mg.L™), o cobre (2,0 mg.L™"), o ferro
(0,3 mg.L™), o mercurio (0,001 mg.L™), o manganés (0,1 mg.L™") e o chumbo (0,01

mg.L™"), entre outros.

No caso da presente pesquisa, diferentes efluentes contendo misturas
complexas de metais podem ocorrer variagbes, conforme ressaltado por Roney e
Colman (2004). Tais variagbes podem contribuir para os efeitos tdxicos sobre os
organismos expostos como € possivel discernir ao serem observados os resultados
obtidos em varias pesquisas realizadas sobre a toxicidade de metais, principalmente

no caso do aluminio e seus compostos.

O aluminio € o primeiro metal e o terceiro elemento quimico mais abundante
na crosta terrestre, depois do oxigénio e do silicio. Trata-se de um elemento muito
reativo que nunca € encontrado como metal livre na natureza. Este elemento
combina-se com outros, formando compostos que podem ser encontrados na agua
em sua forma i6nica. Os compostos de aluminio apresentam muitas e importantes
aplicagdes, entre as quais se destaca o emprego em tratamento de agua. A
concentracao de aluminio em aguas naturais, assim como na agua potavel, é baixa
(<0,1 ppm), exceto em aguas muito acidas nas quais o aluminio pode se dissolver.
Entretanto, o aluminio dissolvido na agua causa toxicidade para organismos
aquaticos incluindo os peixes (KEITH et al., 1999). O valor maximo ou limite de
concentracdo permitido na agua para consumo humano estabelecido para o Al na

agua é de 0,2 mg.L”" (BRASIL; FUNASA, 2001).

Ja na presente pesquisa, o nivel maior de aluminio encontrado no efluente
proveniente do tratamento convencional (ETE), certamente deve-se a utilizacdo de

sulfato de aluminio na empresa téxtil em estudo (Figura 4).
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Por outro lado, a toxicidade do aluminio e a acumulagao ao longo prazo tem
sido apontadas como uma das possiveis causas da osteoporose e do mal de
Alzheimer. Também no meio ambiente a liberagao deste metal do solo pela chuva
acida tem afetado seriamente as florestas e a vida aquética (KISNIERIENE;

SAKALAUSKAS, 2005).

Na presente pesquisa todos os efluentes estudados apresentaram niveis
muito baixos de metais, especialmente o efluente remediado com quitosana QTS3,
cujos valores foram os menores. Em todos os casos os valores estavam abaixo dos
maximos permitidos para langamento de efluentes em corpo de agua receptor,
segundo CONAMA (2005), o que pode ser constatado comparando-se as tabelas 10
e 20. No entanto, os efluentes tratados ainda podem causar toxicidade aos

organismos aquaticos (BAPTISTA et al., 2002).

Como a quitosana apresenta capacidade de remover cor e metais em
solugcdes aquosas, e com base nas caracteristicas da quitosana pulverizada, pode-
se considerar que esta atende a alguns dos critérios utilizados em uma avaliagao
preliminar que deve ser efetuada antes do uso de substancias quimicas, segundo
recomendado por Smith (1990). Este autor estabeleceu tais critérios de maneira a
promover uma reducédo no potencial poluidor de produtos a serem empregados em

industrias téxteis.

Entre os critérios de Smith (1990) que podem ser aplicados a quitosana
pulverizada encontram-se o desempenho, a biodegradabilidade, a baixa toxicidade
e, consequentemente, menor risco para o operador do sistema de tratamento e para
o consumidor final da agua tratada com este coagulante conforme demonstrado nos

trabalhos de Kimura (2001) e Spinelli (2001).
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Outro aspecto que justificaria o uso de quitosana pode ser encontrado em
um estudo de Cheng et al. (2005). Estes autores verificaram a viabilidade econdmica
do emprego de quitosana dissolvida em &cido acético (6 %) utilizada no tratamento
de efluentes. A quitosana empregada como coagulante foi mais efetiva em remover
particulas coloidais organicas em suspensao existentes em efluentes de cervejaria.
A remocao de 95 % de turbidez foi atingida com o uso de 120 mg de quitosana por
litro. Segundo estes autores, tal eficiéncia na remogao pode ser devida aos grupos
funcionais (cargas positivas na superficie da quitosana em pH baixo), ou ainda em
funcdo do tamanho das particulas em suspensido, uma vez que coléides podem
ligar-se a superficie da quitosana. Por outro lado, os autores ressaltam que para
obter resultado semelhante com o coagulante sulfato de aluminio, foram necessarios
350 mg. Cheng e colaboradores consideraram que levando em conta as relagdes de
custo e beneficio, 0 emprego da quitosana revelou-se mais vantajoso no caso do
pré-tratamento de efluentes gerados em algumas das etapas da produgdo da
cervejaria, além de nao ter sido necessario o ajuste do pH do efluente, o qual foi
mantido em 4,5. Apds o tratamento do efluente os sélidos em suspensao adsorvidos
na quitosana formaram-se 15 g de residuo seco por litro. Este residuo, segundo os
autores, pode ser vendido para obtengdo de ragdo animal e, desta forma,
compensar os gastos com a aquisigao de quitosana. Para uma produg¢ao de 200
toneladas de efluentes/dia sdo necessarios 24 kg de quitosana, e sdo produzidas 3

toneladas de residuos secos.

Portanto, apesar da quitosana ser aproximadamente de 10 vezes mais cara
do que o sulfato de aluminio, seu uso torna-se economicamente viavel quando os
residuos gerados sao empregados em outro processo produtivo (CHENG et al.,

2005).
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Desta forma, a viabilidade da utilizagao da quitosana pode ser apoiada pelos
resultados de Cheng et al. (2005), como também pelos resultados obtidos na
presente pesquisa, na qual houve uma remocgédo de 80,76 + 1,00 % da cor de
efluente téxtil utilizando 18,7 g de quitosana por litro (QTS3), sem a necessidade do

ajuste do pH, o que representa redugao de custos.

Por outro lado, a quitosana é um biopolimero altamente biodegradavel e
aumenta a degradabilidade de compostos que estejam ligados a ela (USTINOV et
al., 2004), o que constitui outra vantagem quando se considera que o lodo gerado na
remediacdo dos efluentes poderia ser descartado nos aterros sanitarios com menor
risco ambiental. Isto seria possivel tendo-se em vista que a disposicado final em
aterros do lodo gerado através do tratamento de agua com quitosana n&o representa

prejuizo ambiental, conforme ressaltado por Spinelli (2001).

Para avaliar os efeitos que misturas de corantes causam em organismos
aquaticos, devem ser empregados conjuntamente diferentes organismos-teste de
forma a obter-se um quadro mais completo dos efeitos que determinadas
substancias, misturas complexas ou efluentes podem causar em diferentes niveis

troficos conforme ressaltado por Baptista (2001).

A toxicidade de corantes foi determinada através da exposicao de larvas de
Artemia salina, em diferentes intervalos de tempo (0, 6, 12 h) as diferentes
concentragdes do corante cristal violeta diluido em agua do mar. Na concentragéao
de 115 mg.L™ (24 h), o corante cristal violeta apresentou importante toxicidade para

A. salina (EL-NAGGAR; EL-AASAR; BARAKAT, 2004).
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Similarmente, na presente pesquisa apdés a exposicdo dos nauplios de
Artemia sp estes apresentaram sensibilidade ja nas primeiras 24 h de exposi¢ao ao
efluente ndo remediado (EB), porém os demais efluentes remediados (ETE e QTS3)
nao causaram toxicidade a estes microcrustaceos, conforme pode ser verificado nas
tabelas 12 e 14. De forma similar, EI-Naggar; El-Aasar e Barakat (2004) verificaram
que os produtos da degradagdo do corante cristal violeta por Pseudomonas

aeruginosa em bioreator aerado n&o foram téxicos para A. salina.

Estudos com larvas de artémias com 24, 48 e 72 h de vida demonstraram
que a sensibilidade aos produtos quimicos difere com a idade; sendo que as larvas
com 72 h apresentam maior sensibilidade (BARAHONA; SANCHEZ-FORTUN, 1996;
FORTUN et al., 1997). Corroborando estes dados, Benassi (2004) verificou que

nauplios expostos por 48 h foram sensiveis a um efluente rico em metais.

Comparativamente, na presente pesquisa a maior toxicidade do efluente
téxtil ndo remediado (EB) levou a imobilidade ja nas primeiras 24 h de exposigao e,
no mesmo periodo, o efluente remediado com QTS3 n&o causou toxicidade para os
nauplios. Resultado semelhante foi observado em 48 h, indicando que este estagio

também nao apresentou sensibilidade.

Embora o efluente ndo remediado (EB) tenha apresentado niveis baixos de
metais, pode-se supor que os nauplios de Artemia sp também foram sensiveis aos

mesmos.

Na presente pesquisa, os nauplios de Artemia sp expostos ao efluente nao
remediado (EB) foram mais sensiveis ja nas primeiras 24 horas de exposicao,

comparativamente aos microcrustaceos de agua doce (D. magna), expostos ao
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mesmo efluente. No entanto, os nauplios de Artemia sp ndo foram sensiveis aos
efluentes ETE e QTS3, sendo que apenas os efluentes EB e ETE causaram
toxicidade aos juvenis de D. magna (Tabela 15).

Similarmente, Benassi (2004) também verificou que os nauplios de A. salina
mostraram-se um pouco mais sensiveis que as formas juvenis de D. magna, quando
expostos a efluentes de mineragao de carvao ricos em metais. Por outro lado, Silva,
Dezotti e Sant’/Anna Junior (2004) também verificaram que individuos de A. salina
apresentaram menor sensibilidade, comparativamente aos juvenis de D. similis

expostos a chorume de aterro sanitario.

Em estudos de toxicidade aguda utilizando o organismo-teste D. similis,
realizados com dois esgotos distintos provenientes de uma planta de tratamento de
agua que utiliza aluminio e de outra planta que utiliza cloreto férrico, foi observado
que estes nado causaram toxicidade aguda aos microcrustaceos. O sulfato de
aluminio [Al, (SO4)3 .18H,0] e cloreto férrico (FeCl;.6H,0) sdo substancias quimicas
utilizadas normalmente como coagulantes primarios em estagdes de tratamento de
agua, durante o processo de floculagdo/decantacdo. No entanto, apds exposicao
cronica (14 dias), verificou-se que ambos os esgotos causaram reducao na taxa de
reprodugao, enquanto o esgoto contendo cloreto férrico causou alguma mortalidade

(SOTERO-SANTOS; ROCHA; POVINELLI, 2005).

Na presente pesquisa, na exposi¢do aguda de individuos jovens de D.
magna verificou-se que o efluente ndo remediado apresentou toxicidade com fator
de diluicdo FD=2, porém o efluente remediado ETE causou maior toxicidade aos
organismos expostos com FD=4, acima do determinado pela FATMA (2002). Por

outro lado, o efluente QTS3 ndo causou toxicidade aos organismos-teste, o que
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indica que a remediagao com quitosana foi mais eficaz na redugéo da toxicidade dos

efluentes téxteis.

Resultados similares foram obtidos por Baptista et al. (2002), que também
verificaram que o efluente téxtil ndo tratado causou toxicidade para D. magna (CEsg
=2,25 %), embora o efluente tratado em lagoas de estabilizagdo ndo tenha sido
téxico para estes organismos, ao contrario da presente pesquisa na qual o efluente
ETE foi mais toxico para estes organismos. Portanto, os valores das concentragdes
efetivas (CEsp) apresentados por Baptista et al. (2002) para o efluente téxtil foram
muito menores do que os obtidos na presente pesquisa para o EB (CE5,=49,98 %) e
para ETE (CE5,=49,80 %). O que sugere que os efluentes téxteis EB e ETE em
estudo apresentaram menor toxicidade de uma maneira geral e comparativamente

aos estudados por Batista e colaboradores.

Isidori et al. (in press) verificaram a toxicidade de alguns surfactantes
utilizando D. magna e Ceriodaphnia dubia. Estes autores observaram que, tanto na
exposicao aguda de D. magna (24 h) quanto na crénica de C. dubia (7 dias), houve
toxicidade para os microcrustaceos, porém recomendaram os testes cronicos por

serem mais significativos em termos de concentragdes efetivas.

Comparando os resultados da presente pesquisa obtidos com D. magna
para os efluentes ndo remediados e remediados (Tabelas 12 e 15) aos resultados
obtidos por Isidori et al. (in press) para os surfactantes, estes ultimos foram mais

téxicos, com CEsp bem menores (CE5,=0,09 a 1,20 %).

Na presente pesquisa, a toxicidade dos efluentes ndo remediados (EB) e

remediados (ETE e QTS3) também foi avaliada através de um microrganismo teste
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(Vibrio fischeri) (Tabela 14), que é um bioindicador bioluminescente com inumeras

aplicagdes biotecnolégicas (NUNES-HALLDORSON; DURAN, 2003).

As bactérias bioluminescentes (V. fischeri) emitem luz em condigbes
ambientais favoraveis, porém na presenca de substancias toxicas a
bioluminescéncia é reduzida. A diminuicdo da intensidade de luz é proporcional a
toxicidade da amostra testada e esta associada com a inibicdo de processos

metabdlicos das bactérias (KNIE; LOPES, 2004).

Na presente pesquisa nenhum dos efluentes remediados (ETE e QTS3)
apresentou toxicidade (FD=1) para V. fischeri. No entanto, o efluente téxtil EB, como
esperado, causou forte inibicdo na bioluminescéncia das bactérias (FD=64), muito
acima do permitido (FD=2) para o langamento de efluentes téxteis nos corpos de
agua receptores, segundo determinado pela Portaria n® 17 (FATMA, 2002). Da
mesma forma, Baptista et al. (2002) e Wang et al. (2002) verificaram resultados
similares aos da presente pesquisa relativamente ao efluente nao tratado e a
corantes, respectivamente; que também foram téxicos para as bactérias. Embora
Baptista et al. (2002) tenham apontado as V. fischeri como sendo mais sensiveis do
que os demais organismos empregados, isto ndo ocorreu no caso da presente
pesquisa, onde apesar destas bactérias nao terem sido afetadas pelo ETE apés

exposicao aguda (30 min), este causou maior toxicidade em D. magna e em D. rerio.

Por outro lado, remediagdo com quitosana apresenta algumas vantagens
sobre a biorremediagao utilizando fungos. Entre as quais, pode-se destacar o fato de
gue a quitosana ter apresentado uma rapida atuagao (24 h) com a remocgao de 80,76
+ 1,0 % da cor de um efluente téxtil complexo contendo uma mistura de varios

corantes e de outras substancias, como no caso verificado na presente pesquisa
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(Tabela 7) e por Kimura (2001). Balan e Monteiro (2001) conseguiram apods 24 h,
que é o tempo de retengdo normalmente empregado nas industrias, obter a remogéao
de 64 % da cor do corante com Phellinus gilvus, de 75 % com Pleurotus sajor-caju, e

de 70 % com Pycnoporus sanguineus.

Entre os aspectos que dificultam o emprego de fungos em sistema de
tratamento de efluentes téxteis destaca-se metabolismo destes organismos. Apesar
de serem capazes de removerem a cor por mineralizagdo enzimatica (ZHENG et al.,
1999); por biosorgdo (CONNEELY; SMYTH; MACMULLAN, 1999; ZHENG et al.,
1999); por biodegradacdo (CONNEELY; SMYTH; MACMULLAN, 1999); ou ainda por
promoverem esta remog¢do por um ou mais destes processos (COULIBALY;
GOURENE; AGATHOS, 2003). Sua capacidade de metabolizar substancias
depende de suas condi¢des fisioldgicas, dos nutrientes disponiveis e do crescimento
de sua biomassa (CONNEELY; SMYTH; MACMULLAN, 1999). Desta forma, essa
capacidade pode ser atingida apenas apos um determinado periodo de tempo de
crescimento, que pode levar até duas semanas (BALAN; MONTEIRO, 2001;
VILLELA et al., 2005). Por outro lado, quando se emprega a quitosana pulverizada
na remocgao de cor ndo existem tais problemas, uma vez que se trata de um material

de acao imediata (KIMURA, 2001).

Buscando-se verificar a toxicidade de efluentes téxteis sobre vegetais na

presente pesquisa foram efetuados ensaios com sementes e bulbos de Allium cepa.

Nos ensaios com sementes, estas foram expostas aos efluentes téxteis nao
remediados (EB) e remediados (ETE e QTS3), que também continham uma mistura
complexa de substancias (corantes, metais, surfactantes, etc.). Embora nédo se

tenham realizado ensaios de bioacumulagdo com as sementes ou com as plantulas,
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trabalhos anteriores demonstraram que as plantas expostas a ambientes
contaminados com metais sofrem estresse (PIP, 1993) e podem acumular em seus

tecidos alguns destes metais (NOGAWA et al., 1989).

Considerando os resultados da presente pesquisa, pode-se perceber que
houve uma resposta muito parecida entre o controle negativo e os efluentes
estudados (EB, ETE e QTS3), tanto em termos de inibicdo da germinagédo quanto na
inibicdo do crescimento das plantulas, conforme pode ser verificado na tabela 16.
Isto poderia ter acontecido devido ao curto periodo de exposi¢cao de apenas 12 dias,
além de que as sementes ndo foram pré-embebidas. Embora Gallego, Benavides e
Tomaro (1996) tenham verificado os efeitos morfolégicos do estresse apos 4 dias de
exposi¢cao, as mudas estavam em um estagio de desenvolvimento mais avangado,

ou seja, ja contavam com 21 dias desde a germinagao.

Na presente pesquisa, nos ensaios conduzidos com bulbos de Allium cepa,
verificou-se o alongamento das raizes expostas aos efluentes EB, ETE e QTS3. No
periodo de exposicao (3 dias) nao houve diferencas estatisticas entre os resultados
obtidos com relagdo ao EB. Porém, houve uma maior inibicdo do crescimento das
raizes dos bulbos expostos ao efluente ETE do que a verificada nos bulbos expostos
ao efluente QTS3 (Tabela 17). E importante observar que a concentragdo de
aluminio presente no efluente ETE foi aproximadamente trés vezes maior do que a
de QTS3. Estes resultados sugerem que o ensaio de inibicdo de crescimento de
raizes de bulbos apresentou mais sensibilidade do que o ensaio conduzido com
sementes e plantulas de A. cepa. Da mesma forma, Zhang e Zhou (2005)
consideraram que o crescimento de raiz foi um indicador mais sensivel do que a

germinagao das sementes. Estes autores verificaram os efeitos toxicos causados por

125



coagulantes a base de aluminio: o cloreto de aluminio (AICI3) e o cloreto de
polialuminio (CPA), este ultimo apresentou toxicidade para ambos vegetais em
condigdes neutras. Os autores observaram ainda que ambos coagulantes causaram
reducao no crescimento de raizes de Brassica chinensis e Raphanus sativus. Em
condicdes neutras, R. sativus foi mais sensivel aos efeitos toxicos de AlICl;, e B.

chinensis foi mais sensivel a este coagulante em pH acido.

O sinal mais importante da toxicidade do aluminio para as plantas é a
inibicdo do crescimento de raizes (VAN SCHOLL et al., 2004). A toxicidade deste
metal pode ser associada a acdo que seus ions exercem sobre a parede celular e
sobre a membrana plasmatica das células em desenvolvimento na raiz (AHN et al.,
2002). Verificou-se que o APP* induziu mudancas no potencial de membrana
plasmatica de células de Nitellopsis obtusa, provavelmente por afetar a homeostase

de Ca** (KISNIERIENE; SAKALAUSKAS, 2005).

Nos ensaios, tanto com sementes quanto com bulbos de Allium cepa, na
presente pesquisa utilizou-se como controle positivo o dicromato de potassio, em
funcdo do mesmo ser utilizado na industria téxtil como oxidante (PERUZZO, 2003).
O dicromato de potassio (1,75 mg.L™") causou forte inibicdo na germinagdo das
sementes, no desenvolvimento das plantulas e no alongamento de raizes de bulbos,
O que sugere que o uso de dicromato de potassio mesmo em menores
concentragbes na industria téxtil poderia representar um risco para as plantas
aquaticas, e mesmo aquelas cultivadas com agua retirada de rio que tenha recebido

efluentes contendo dicromato de potassio.

A presente pesquisa, nos peixes (D. rerio) expostos por 48 h em ensaio

agudo estatico aos efluentes ETE e QTS, ndo houve morte em nenhuma das
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concentracdes testadas. No entanto, apds 24 h de exposicao ao efluente EB, houve
mortalidade total de peixes expostos a todas as concentragdes superiores a 20 %, o
que indica a toxicidade do mesmo. Desta forma, os ensaios conduzidos para a
determinagcdo das defesas antioxidantes e genotoxicidade dos efluentes foram
efetuados com a concentracdo de 20 %. A renovagao diaria dos efluentes foi
necessaria para reduzir o acumulo de substancias geradas pelo metabolismo dos
animais, bem como para garantir certa uniformidade na composi¢ao das substancias
presentes nos efluentes utilizados nos ensaios, ja que estas substancias podem ser

degradadas ou biotransformadas pelos organismos expostos (SISINNO et al., 2000).

As misturas das substancias presentes em efluentes téxteis podem
determinar o aumento da toxicidade sobre os peixes, conforme verificado por Meinelt
et al. (2001). Estes autores constataram que o Ca®* influencia diretamente a
toxicidade induzida por corante na presencga de substancias humicas. Ja alguns dos
corantes utilizados na industria téxtil apresentam metais em sua estrutura
(ZOLLINGER, 1991); os quais além de causarem poluicdo afetando o ambiente

podem se acumular nos tecidos dos peixes (DEMIRAK et al., in press).

Além disso, Smith (1990) verificou em efluentes téxteis que, além de
misturas de corantes, também foram detectadas misturas de compostos fendlicos

que apresentaram toxicidade para os organismos aquaticos.

Sob condi¢des de estresse, os peixes podem reagir fugindo ou podem sofrer
um processo de adaptacao através de enzimas de defesa. Em peixes, o tipo de
resposta quantitativa com relagao as defesas antioxidantes aparentemente depende

do tempo de exposicdo e dos niveis de poluicdo. Esta resposta ocorre de acordo
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com a capacidade funcional dos 6rgaos e tecidos envolvidos (WILHELM FILHO et

al., 2001).

Portanto, existe a resposta celular ao estresse (RCE) que constitui um
mecanismo universal representado por uma reacao de defesa da célula aos danos
que forcas do meio ambiente causaram em macromoléculas. No entanto, muitos
aspectos da RCE nédo sado especificos ao tipo de agente estressor porque as células
monitoram o estresse com base nos danos causados nas macromoléculas sem
considerar o tipo de estressor que produziu o dano. Entdo, o estudo dos
mecanismos de adaptacao ao estresse e aos ambientes extremos pode nos fornecer
a base para o monitoramento de mudancas que estejam ocorrendo no meio (KULTZ,

2005).

Como consequéncia direta da exposicdo de células a alguns tipos de
estresse, ocorrem eventos moleculares que resultam no aumento na geragéo de
EROs. Isto ocorre no caso de exposi¢cao a agentes estressores, como substancias
quimicas altamente reativas. Como a RCE envolve a avaliagcédo e a neutralizagao do
dano induzido pelo estresse, nas células expostas ocorre um aumento temporario da
tolerancia a tal dano e/ou pode haver uma remocéao das células danificadas através

da morte celular programada (apoptose) (KULTZ, 2005).

Evidéncias indicam que os metais de transicdo atuam na deterioragao
oxidativa de macromoléculas e a toxicidade associada aos mesmos pode ser em
parte causada pelo dano oxidativo causado nos tecidos (STOHS; BAGCHI, 1995).
Verificou-se que Fe, Cu, Cr, Cd, Hg, Ni e Pb causam deplegéao da glutationa e dos

grupos sulfidrila das proteinas que resultam na producdo de EROs, como
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consequéncia ocorre um aumento da lipoperoxidacdo e de dano ao DNA (STOHS;

BAGCHI, 1995).

Em estudos realizados com animais expostos a efluentes provenientes da
lixiviacdo de rejeitos de mineracdo de carvdo, houve um aumento no nivel de
lipoperoxidagao e também de dano ao DNA durante as duas primeiras semanas de
exposicao, além de uma elevacdo na expressdo de enzimas de estresse oxidativo

(catalase e superodxido dismutase), indicando sua toxicidade (BENASSI, 2004).

Wilhelm Filho et al. (2001) também verificaram uma elevacéo significativa no
nivel de TBARS de peixes coletados em sitio com contaminacdo antropica, em

relacdo ao grupo controle coletado em sitio referéncia, sem contaminagao.

Na presente pesquisa os peixes que foram expostos por 7 dias aos efluentes
ETE e EB apresentaram um significativo aumento na lipoperoxidagao de membranas
(Figura 17). Curiosamente, os animais expostos ao ETE apresentaram um nivel de
lipoperoxidagao relativamente alto em compargcdo aos animais expostos ao efluente
EB, sugerindo uma maior toxicidade do efluente remediado da forma convencional.
Ja os animais expostos ao efluente QTS3, apresentaram niveis de lipoperoxidacao
similares ao grupo controle e menores que dos animais expostos ao efluente ETE, o
que sugere que no efluente QTS3 houve uma reducgao significativa de toxicidade
para os peixes. Teoricamente, esta menor lipoperoxidacdo poderia estar associada

tanto a reducao da concentragdo de metais quanto de corantes e surfactantes.

Similarmente, Ribeiro et al. (2000) verificaram que o efluente téxtil tratado

causou uma elevacdo nos niveis de TBARS e na concentracdo de GSH de
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Oreochromis niloticus ja na primeira semana de tratamento, esta tendéncia manteve-

se até a 4% semana.

Na presente pesquisa os animais expostos aos efluentes ETE apresentaram
uma correlagdo inversa entre os niveis de GSH e de TBARS, fato que também foi
verificado em acaras (Geophagus brasiliensis) expostos a ambientes contaminados

(WILHELM FILHO et al., 1997).

A acéo protetora da GSH previne os danos as membranas celulares e a
outras macromoléculas. Esta molécula hidrossoluvel, por ser ubiqua, pode ser
encontrada desde os microrganismos, plantas e animais. A GSH é encontrada

principalmente no citossol celular e em outras fases aquosas de sistemas vivos,

onde desempenha um papel fundamental na regulacéo do balango redox. Portanto,

pode ser usada como um indicador de estresse oxidativo no processo de

detoxificagdo de xenobiodticos (KONISHI et al., 2005; JEFFERIES et al., 2003).

Em um estudo realizado com peixes onde em ambos os tratamentos, tanto a
curto quanto em longo prazo, houve uma redugao dos niveis de GSH. Supés-se que,
a maior parte dos xenobioticos de origem industrial poderia ter sido detoxificada
através da via da GST, capacitando os animais a sobreviverem apds a exposi¢ao a
toxicidade aditiva e/ou sinergistica da mistura de substancias tdxicas
(CHATTERJEE; BHATTACARYA, 1984). Esta diminuigdo no conteido de GSH
poderia ser um indicio de que, num estresse severo, haja depleg¢ao deste tiol devido
a perda do mecanismo de adaptagdo ou devido a oxidacdo interna da GSH sem

haver a reposicéo de sua forma reduzida (ZHANG et al., 2005).
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Jifa et al. (2005) verificaram que o conteudo de GSH de peixes (Lateolabrax
japonicus) apresentou um declinio significativo apés 6 dias de exposicdo ao
surfactante dodecilbenzeno sulfonato de soédio (DBSS), em relagdo ao grupo
controle; apds este periodo observou-se uma tendéncia ao aumento na GSH. O
tratamento com dodecil sulfato de sddio (DSS), por outro lado, levou a um aumento

mais rapido de GSH.

Na presente pesquisa, no final do curto periodo de exposic¢ao (7 dias), pode-
se constar um aumento significativo de GSH nos animais expostos ao efluente néo
remediado (EB) em relac&o ao grupo controle, indicando tratar-se de um estado de
estresse oxidativo, conforme pode ser observado na figura 18, e confirmado pelos
dados obtidos através de TBARS (Figura 19). A elevagéo dos niveis de GSH poderia
ser causada por surfactantes (JIFA et al.,, 2005), por metais (LANGE; AUSSEIL;
SEGNER, 2000), ou por azo corantes que apresentam potencial genotoxico (TSUDA
et al.,, 2000) presentes nos efluentes téxteis. Ja os animais expostos ao efluente
remediado (QTS3) ndo apresentaram diferenga significativa em relacédo ao grupo
controle, indicando que no processo de remediagdo com quitosana, houve redugao
de toxicidade devido a remocgdo dos varios agentes estressores presentes no

efluente.

Desta forma, os resultados confirmam que a GSH é frequentemente a
primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1998). Os niveis de GSH podem aumentar devido a um mecanismo de adaptagao a
um estresse oxidativo e, por outro lado, em caso de estresse severo, pode haver
supressao dos niveis de GSH devido a perda do mecanismo de adaptagao, além de

ocorrer predominantemente oxidagcao da GSH para sua forma oxidada com uma
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menor capacidade de regeneragdo da mesma por processo de reducado (ZHANG et

al., 2005).

A GSH também esta associada com a regulagdo e possivelmente com a
detoxificacdo de metais. Os niveis de GSH variaram de acordo com cada tipo de
metal, apos exposicéo subletal de trutas (Oncorhynchus mykiss) a cadmio e zinco e
a uma combinacdo de ambos por um periodo de 14 e 28 dias. Apos 14 dias houve
um leve aumento na GSH em todos os tratamentos. Porém, apds 28 dias, apenas os
animais expostos & combinagdo de Zn e Cd (10 ug Cd.L”" com 1000 pg Zn.L™")
apresentaram significativa elevagdo no conteudo de GSH em relagdo ao grupo
controle. Houve acumulagéo de Cd, embora n&o tenha ocorrido acumulagéo de Zn

nos tecidos (LANGE; AUSSEIL; SEGNER, 2000).

Paris-Palacios; Biagianti-Risbourg e Vernet (2000) também verificaram um
aumento nas defesas antioxidantes hepaticas, tanto no conteudo de GSH quanto no
da CAT, em peixes (Danio rerio) expostos por 14 dias a concentragdes subletais de
cobre na forma de CuSO, (40 e 140 pg Cu.L™). Esta substancia, que tem atividade
antifungica, é freqlientemente utilizada no cultivo de algodao e, juntamente com o
cobre, derivado de corantes metalicos; podem ser encontrados em efluentes téxteis

(BASTIAN; SANTOS; FERRARI, 2001; ZOLLINGER, 1991).

Benassi (2004) também verificou um aumento da atividade da CAT em
peixes (Oreochromis niloticus) expostos aos efluentes provenientes de mineragao de
carvao nao remediados, em relagdo ao grupo controle. Este autor sugere que a
presenca de compostos toxicos no efluente de carvao ndo remediado provavelmente
favoreceu a formacédo de peroxido de hidrogénio, potencializando a produgdo do

radical hidroxil via reagcao de Haber-Weiss. Isto sugere que a elevagao da atividade
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da CAT também constitui um indicio de uma forte geragcdo de O," (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 1998).

Resultados similares foram obtidos em estudo semi-estatico conduzido em
laboratério com fémeas de Danio rerio que foram expostas a concentragbes sub-
letais de sulfato de cobre (Cu SO,) (40 + 5 e 140 + 30 pg Cu. L "), durante 7 e 14
dias de exposicao seguidos de 14 dias de recuperagao, em agua limpa, ao final dos
quais os animais foram sacrificados. Em todos os peixes observou-se um aumento
linear na atividade da CAT, proporcional ao aumento da concentragao de cobre e ao
tempo de exposigdo (PARIS-PALACIOS; BIAGIANTI-RISBOURG; VERNET; 2000).
Este resultado era esperado, pois o cobre € conhecido como promotor de estresse

oxidativo (SEGNER; BRAUNBECK, 1998).

Hermes-Lima e Storey (1996) consideram que a elevacédo da atividade da
CAT representa um carater adaptativo que esta associado a prevencao do estresse

oxidativo.

Curiosamente, na presente pesquisa os peixes expostos ao efluente QTS3
apresentaram diferenga significativa em relagdo aos expostos ao efluente EB, nos
quais aparentemente houve uma inibicdo da atividade desta enzima. A atividade da
CAT para os peixes expostos ao efluente QTS3 n&o diferiu significativamente do
grupo controle (Figura 19), indicando novamente que a remediagdo com quitosana

reduziu a toxicidade do efluente, por ter retirado do efluente os agentes estressores.

Similarmente ao resultado obtido na presente pesquisa com peixes expostos
ao efluente EB, em estudo efetuado por Bainy et al. (1996) houve uma inibicado da

atividade da CAT em tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a um local poluido.

133



Corroborando os resultados do presente trabalho, Ribeiro et al. (2000)
verificaram que o efluente téxtil tratado causou uma inibicao da atividade da CAT de
Oreochromis niloticus na primeira semana de tratamento, no entanto, verificou-se em
seguida um aumento da atividade desta enzima que se manteve até o final (4°

semana) do tratamento.

Por outro lado, Jifa et al. (2005) verificaram que os niveis de CAT de peixes
(Lateolabrax japonicus) foram mantidos significativamente altos em peixes expostos
a surfactante apds 6 dias de exposi¢cado, no entanto verificaram um decréscimo da
enzima no tempo maximo de exposi¢cado (18 dias) mantendo-se acima dos niveis
apresentados pelo grupo controle, o que indicou a toxicidade do surfactante
dodecilbenzeno sulfonato de sdédio, enquanto os animais expostos ao surfactante
dodecil sulfato de sddio ndo apresentaram diferencga significativa em relagdo ao

grupo controle.

Hermes-Lima e Storey (1996) verificaram que a atividade da CAT na
musculatura branca esquelética aumentou em ra-leopardo (Rana pipiens), quando
foram expostas a andxia; porém, sem haver variagcdo nas demais enzimas. Segundo
estes autores, esta elevacdo da atividade da CAT na musculatura representa um
carater adaptativo que esta associado a prevencgao da lipoperoxidacao. Desta forma,
a determinacdo da atividade da CAT, do nivel de GSH e de TBARS fornecem
informacdes que possibilitam avaliar o estado de estresse oxidativo em que os

organismos se encontravam apos a exposi¢cao a agentes estressores.

Os testes citogenéticos sdo provavelmente a forma mais sensivel e eficiente
de detecgao dos efeitos de substancias genotoxicas. Entre estes se destaca o teste

cometa, no qual podem ser utilizados quaisquer tipos celulares que apresentem
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nucleo, além de requer minima quantidade de células sendo analises realizadas em

nivel de cada célula individualmente (SUMATHI et al., 2001).

O estresse oxidativo causado por EROs também representa uma fonte de
dano ao DNA, pois devido a alta reatividade do radical hidroxil, este pode atuar
sobre a molécula do DNA gerando diversos produtos, uma vez que este radical pode
atacar os agucares e também as bases do DNA em diferentes posi¢gbes, como por
exemplo, com uma 2’-desoxiguanosina nas posi¢cdes 4, 5 ou 8 do anel purinico

(BREEN; MURPHY, 1995).

Na presente pesquisa, além dos ensaios bioquimicos para a avaliacdo do
estresse oxidativo foram realizados testes citogenéticos com D. rerio expostos aos
efluentes téxteis remediados e ndo remediados, que foram posteriormente avaliados
pelo teste cometa que confirmou os resultados de Lemos et al. (2005). Segundo
estes autores a detecgdo precoce de efeitos adversos, como por exemplo, a
ocorréncia de dano ao DNA poderia ser possivel através da realizagcdo de ensaios

subletais.

Os resultados da presente pesquisa indicam que o efluente téxtil EB foi
capaz de induzir maior dano ao DNA das células presentes no homogenato que
incluia os tecidos: muscular, sanguineo, hepatico e os tecidos associados ao trato
gastrointestinal. Por outro lado, nos peixes expostos ao efluente QTS3 houve uma
fragmentacdo do DNA similar a que ocorre naturalmente, pois nao apresentaram
diferencgas significativas em relagdo ao grupo controle. Portanto, a remediagdo com
quitosana foi eficiente na remocao de agentes clastogénicos que induziram dano ao
DNA em peixes expostos ao efluente EB, conforme pode ser verificado na figura 20.

Os nucledides podem ser observados na tabela 5.

135



Similarmente Sumathi et al. (2001) consideraram que os efluentes téxteis
contém agente(s) capaz(es) de induzir dano ao DNA de células do figado e em
eritrocitos de peixes. Estes autores verificaram a genotoxicidade de efluente téxtil
através do teste cometa utilizando hepatdcitos e eritrocitos de carpas (Cyprinus
carpio) e verificaram que, em ambos os tipos celulares, 0 comprimento maximo da
cauda dos cometas foi obtido no terceiro dia de tratamento, havendo um gradual
decréscimo deste comprimento que continuou até o 28° dia de tratamento. Também
foi observada uma tendéncia de aumento das quebras no DNA de maneira

diretamente proporcional ao aumento das concentragdes do efluente téxtil testado.

A utilizagdo de homogenato de pool de D. rerio na presente pesquisa
forneceu resultados similares aos obtidos por Jarvis e Knowles (2003). Estes autores
utilizaram organismos inteiros (embrides de D. rerio) no teste cometa, os quais
podem fornecer melhores indicagcdes de dano ao DNA do que se o ensaio fosse
conduzido com poucos tipos celulares selecionados. Estes autores argumentam
ainda que é mais provavel que diferentes tipos celulares possam demonstrar mais

adequadamente os danos provocados pela exposigao do organismo.

Entre os metais, o aluminio destaca-se pelo seu efeito lesivo ao DNA, pois
pode formar complexos com macromoléculas e evidéncias sugerem que o nucleo e
a cromatina sao frequentemente sitios de ligacdo deste elemento na célula
(CRAPPER-MCLACHLAN, 1986; KARLIK; EICHHORN; CRAPPER-MCLACHLAN,
1980). Parte do dano ao DNA verificado na presente pesquisa poderia ser atribuida
ao aluminio detectado nos efluentes em estudo, principalmente no efluente ETE, no

qual também foram encontradas as classes de maior dano ao DNA (Tabela 19).
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Benassi (2004) também verificou a toxicidade de efluentes ricos em metais
que, mesmo em uma diluicdo de 10 %, levaram a indugdo de dano ao DNA de

peixes (Oreochromis niloticus) expostos aos mesmos.

Lemos et al. (2005) com o objetivo de validar o teste cometa como
biomarcador de potencial genotoxico de substancias indutoras de fragmentagéo do
DNA, utilizaram tilapias (Tilapia rendalli) expostas a aguas de lago contaminado com
efluentes industriais e com despejos domésticos. Os autores concluiram que, o teste
cometa realizado com sangue periférico desta espécie € um bom biomarcador, de

acordo com os critérios estabelecidos por van der Oost, Beyer e Vermeulen (2003).

No presente trabalho, além do dano ao DNA avaliado pelo teste cometa,
também foi avaliada a genotoxicidade medindo-se a frequéncia de micronucleos,
que foi maior nos peixes expostos ao efluente EB, como esperado, em fungao do
potencial genotoxico associados aos metais (FAROON et al.,, 2004) e aos azo
corantes (TSUDA et al., 2000). Ja a remediagdo com quitosana foi eficiente na
remogado da genotoxicidade do efluente QTS3, pois os animais expostos a este
efluente apresentaram niveis similares de frequéncia de micronucleos aos do grupo

controle, conforme pode ser observado na figura 21.

Similarmente, o potencial genotdxico de efluentes de uma industria téxtil foi
demonstrado através do aumento da freqliéncia de micronucleos em eritrécitos do
sangue periférico de Oreochromis niloticus expostos por 3, 6 € 9 dias as diferentes

concentracdes de efluente téxtil (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003).

Curiosamente, ndo foram encontradas diferengas significativas entre as

frequéncias de micronucleos de peixes da espécie Microtus pennsylvanicus
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coletados em sitio referéncia daqueles coletados em rios contaminados com
pesticidas organoclorados e metais, como mercurio, cadmio e chumbo.
Aparentemente, os animais ndo acumularam danos ao DNA suficientes para resultar
na formacdo de micronucleos em eritrécitos acima dos niveis basais. Desta forma,
embora tenham apresentado danos primarios ao DNA verificados através do teste

cometa, nao apresentaram danos aos cromossomos (KNOPPER et al., 2005).

Embora tenham encontrado danos significativos ao DNA de eritrécitos de
carpas (Cyprinus carpio) em apenas 3 dias de tratamento, Sumathi et al. (2001) n&o
verificaram diferencas significativas nas frequéncias de micronucleos entre os

animais expostos, quando comparadas ao controle negativo.

Segundo alguns autores, os metais, mesmo em baixas concentra¢des
podem atuar sinergisticamente ou aditivamente quando em conjunto, pois estes
atuam induzindo a genotoxicidade através de ligagdes com a estrutura de DNA e/ou

de proteinas e através da geracdo de EROs (CHANDRA et al., 2005).

Em resumo, com base nos resultados obtidos de remocéao de cor do efluente
téxtil, no presente trabalho, verificou-se uma equivaléncia entre a remediacdo com
quitosana (QTS3) e a remediagdo por processos convencionais efetuados pela
empresa téxtii em estudo (ETE). Em ambas as remediagcbes o pH manteve-se
proximo da neutralidade. Porém, a condutividade do efluente ETE foi o dobro da
apresentada pelo QTS3. No entanto, este efluente apresentou dureza um pouco
maior do que o ETE. Por outro lado, a remediacdo com quitosana foi mais eficiente
na remocao dos metais e, consequentemente, na redugao da toxicidade. O efluente
QTS3 nado causou toxicidade aguda as bactérias bioluminescentes (V. fischeri) e aos

microcrustaceos (Artemia sp e D. magna), enquanto o efluente ETE causou

138



toxicidade apenas a D. magna. O efluente QTS3 causou menor inibicdo de
crescimento de raiz de bulbos de cebola (A. cepa), ao passo que a exposi¢ao dos
bulbos ao efluente ETE causou forte inibicdo no crescimento das raizes, sendo esta
maior do que aquela observada com o EB. A remediagcdo com quitosana levou
também a uma reducido de toxicidade do efluente QTS3, verificada através dos
biomarcadores de estresse oxidativo nos peixes que apresentaram menores niveis
de lipoperoxidacdo determinada através de TBARS, enquanto os animais expostos
ao ETE apresentaram valores maiores. Ilgualmente com relagdo a GSH, os animais
expostos ao efluente remediado com QTS3 nao apresentaram diferenga significativa
em relagdo ao grupo controle, enquanto os peixes expostos ao ETE apresentaram
maiores niveis de GSH. Com relacdo a CAT, novamente os peixes expostos ao
QTS3 nao apresentaram diferenga quanto ao grupo controle, enquanto os expostos

ao ETE apresentaram comparativamente uma diminuigao da atividade desta enzima.

Da mesma forma, a remediagdo com quitosana levou a uma reducado da
genotoxicidade, verificando-se menor dano ao DNA e menor frequéncia de
micronucleos, comparativamente aos peixes expostos ao efluente ETE, que

apresentaram valores maiores para ambos.

Na industria téxtil em estudo, apesar do tratamento convencional apresentar
eficiéncia na descoloragcao do efluente, a toxicidade residual verificada no mesmo
sugere que devem ser empregados compostos para a descoloragdo que apresentam
toxicidade, que também poderia ser atribuida aos metais, corantes e surfactantes

presentes no efluente téxtil.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

¢ A remedicdo realizada com quitosana na forma pulverizada apresentou maior
eficacia na remocédo de cor do efluente téxtil, quando comparada com as
formas de microesferas e solugcédo de quitosana em acido acético. Entretando, a
remocao de cor obtida através da remediacdo através de tratamento
microbiolégico e fisico-quimico convencional (96 %), foi mais efetiva do que
aquela obtida pela quitosana pulverizada (80 %).

¢ Na industria téxtil em estudo, apesar do tratamento convencional apresentar
eficiéncia na descoloracdo do efluente, foi verificada uma toxicidade residual,
provavelmente devida as substancias utilizadas na descoloracdo do efluente,
bem como aos metais, corantes e surfactantes presentes no efluente.

e A remediagdo com quitosana promoveu a diminuicdo de todos os metais
encontrados originalmente no efluente ndo remediado (EB), enquanto que na
remediacao realizada pela empresa (ETE) houve aumento de alguns metais,
entre os quais o aluminio.

¢ O efluente remediado com quitosana na forma pulverizada (QTS3) e o efluente
ETE n&o apresentaram toxicidade aguda para bactérias e para
microcrustaceos (Artemia sp).

e A remediagdo com quitosana pulverizada apresentou menor toxicidade aguda
para D. magna quando comparada ao tratamento convencional (ETE).

e De maneira geral, os bioindicadores utilizados (Vibrio fischeri, Artemia sp, D.
magna e D. rerio) foram eficazes para caracterizar a toxicidade dos efluentes

avaliados antes e apos a remediagao.



Relativamente ao bioindicador A. cepa, a inibicdo no desenvolvimento de
raizes de bulbos foi mais sensivel, comparativamente a inibicdo da germinagao
de sementes e do crescimento de plantulas.

De maneira geral, os biomarcadores de estresse oxidativo e de defesas
antioxidantes utilizados (TBARS, GSH e CAT), também foram eficazes para
caracterizar a toxicidade dos efluentes avaliados.

Os biomarcadores de genotoxicidade (teste cometa e de micronucleos)
demonstraram, igualmente, que ambos sao instrumentos eficientes para avaliar
a toxicidade dos efluentes remediados (ETE e QTS3) e ndo remediado (EB).

O wuso integrado de diferentes biomarcadores demonstrou resultados
convergentes, confirmando a adequagao de sua utilizacdo para o diagnostico
da qualidade de ambientes aquaticos.

Finalmente, diante de todos os aspectos avaliados, pode-se concluir que a
quitosana utilizada na forma pulverizada mostrou-se uma alternativa bastante
promissora e eficiente no processo de remediacdo de efluentes téxteis.
Portanto, a quitosana ao promover a remocado de cor, de metais e,
provavelmente, de outros xenobiodticos presentes no efluente remediado,

determinou, consequentemente, a reducao da toxicidade dos mesmos.
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7 PERSPECTIVAS

e Aplicar o teste cometa e de micronucleos em raizes de cebolas expostas aos
diferentes efluentes visando avaliar o dano ao DNA, uma vez que este
organismo mostrou-se sensivel ao teste de toxicidade.

o Efetuar a avaliacido da oxidagao das proteinas nos peixes durante o estresse
oxidativo por meio da carbonilagdo de proteinas, uma vez que estas sao
passiveis de sofrer oxidacdo, durante uma situacdo de estresse como a
verificada nos experimentos realizados.

o Efetuar exposicao crénica (30, 60 ou 90 dias) dos peixes aos efluentes, através
de processo semi-estatico com aeragao, para verificar a ocorréncia de perda do
processo adaptativo as injurias causadas pelas substancias toxicas presentes

nos efluentes.

Verificar nos efluentes a presenga de compostos fendlicos e de outros que

apresentam toxicidade para organismos aquaticos.

Efetuar a quantificagao de aminas aromaticas nos efluentes.

Realizar ensaios para avaliacdo das possibilidades de recuperacdo e

reutilizacdo da quitosana, em termos de sua aplicacao e viabilidade econémica.

Avaliar a biodegradabilidade da quitosana complexada com os corantes.



REFERENCIAS

ABADIN, H. et al. Draft Toxicological Profile for Lead. U.S. Department of Health
and Human Services. Public Health Service. Agency for Toxic Substances and
Disease Registry. 2005. Disponivel em:
<http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp13.pdf>. Acesso em: 10 fev. 2006.

ADAMS, S. M. et al. The use of bioindicators for assessing the effects of pollutant
stress on fish. Marine Environmental Research, v. 8, p. 459-464, 1989.

AEBI, H. Catalase in Vitro. Methods in Enzymology, v. 105, p. 121-126, 1984.

AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY (ATSDR).
Toxicological profile for Thorium. Atlanta, GA: U.S. Department of Health and
Human Services, Public Health Service. U. S. Environmental Protection Agency.
1990. Disponivel em: <http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp147.pdf>. Acesso em:
10 fev. 2006.

AHLSTROM, L.; ESKILSSON, C. S.; BJORKLUND, E. Determination of banned azo
dyes in consumer goods. Trends in Analytical Chemistry, v.24, n.1, p. 49-56, 2005.

AHN, S. J. et al. Aluminium-induced growth inhibition is associated with impaired
efflux and influx of H" across the plasma membrane in root apices of squash
(Cucurbita pepo). Journal of Experimental Botany, v. 53, n. 376, p. 1959-1966,
2002.

ALMEIDA, J. A. et al. The use of the oxidative stress responses as biomarkers in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to in vivo cadmium contamination.
Environment International, v. 27, n. 8, p. 673-679, 2002.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (APHA). Standard methods for the
examination of water and wastewater. 20 ed. Washington, DC, USA: American
Public Health Association (APHA), American Water Works Asssociation (AWWA),
Water Environment Federation (WEF), 1998.

ANGUIANO, L.; MONTAGNA, C.; PECHEN DE D’ANGELO, A. M. Rol del glutation
en la tolerancia a metilazinfos. In: HERKOVITZ, J. (ed.) Toxicologia 'y Quimica
Ambiental. Contribuciones para un Desarrollo Sustentable. Buenos Aires,
Argentina. SETAC - LA, p.182 -184, 2003.

ARAMBASIC, M. B.; BJELIC, S.; SUBAKOV, G. Acute toxicity of heavy metals
(copper, lead, zinc), phenol and sodium on Allium cepa L., Lepidium sativum L. and
Daphnia magna St.: comparative investigation and the practical applications. Water
Research, v. 29, n. 2, p. 497-503, 1995.

143


http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp151.pdf

144

ASCHNER, M.; LUKEY, B.; TREMBLAY, A. The Manganese Health Research
Program (MHRP): Status report and future research needs and directions.
NeuroToxicology, (in press).

ASPLAND, J. R. (a) Chapter 5: Reactive dyes and their application. Textile Chemist
and Colorist, v. 24, n. 5, p. 31- 36, 1992.

.(b) Chapter 5/Part 2: Practical application of reactive dyes. Textile
Chemist and Colorist, v. 24, n. 6, p. 35- 40, 1992.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA (ABIQUIM). Corantes
téxteis. Disponivel em: < http://www.abiquim.org.br/corantes>. Acesso em: 16 nov.
2005.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA TEXTIL E DE CONFECCAO (ABIT).
Industria Téxtil. Disponivel em: <http://www.abit.org.br/abit/quemso.shtml>. Acesso
em: 20 set. 2004.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS (ABNT). NBR 5766 CB 12.
Corantes organicos naturais e artificiais. Rio de Janeiro: ABNT, 1974.

. NBR 12713. Ecotoxicologia aquética - Toxidade aguda - Método de
ensaio com Daphnia spp (Cladocera, Crustacea). Sdo Paulo: ABNT, 2003.

. NBR 15088. Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de
ensaio com peixes. Sao Paulo: ABNT, 2004.

BAE, J.; FREEMAN, H. S. Aquatic toxicity evaluation of new direct dyes to the
Daphnia magna. Dyes and Pigments, (in press).

BAINY, A. C. D. et al. Oxidative stress in gill, erythrocytes, liver and kidney of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) from a polluted site. Aquatic Toxicology, v. 34, p.
151-162, 1996.

BALAN, D. S. L. Biodegradagao e toxicidade de efluentes téxteis. Quimica Téxtil, v.
22, n. 54, p. 26-31, 1999.

BALAN, D. S; L. Biodegradacao e quicidade de AEquentes Téxteis. Revista ABTT
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE TECNICOS TEXTEIS), v. 1; n. 1, p. 16-19, 2002.

BALAN, D. S. L.; MONTEIRO, R. T .R. Decoloration of textile indigo dye by lignolytic
fungi. Journal of Biotechnology, v.89, p. 141-145, 2001.

BANCO REGIONAL DE DESENVOLVIMENTO DO EXTREMO SUL (BRDE). Carta
de Conjuntura 1° Sem/2004. Diretoria de Planejamento. Superintendéncia de
Planejamento. Numero 8, primeiro semestre 2004. Disponivel em:
<http://www.brde.com.br/estudos_e_pub/Carta%20Conjuntura%202004%201°sem.p
df>. Acesso em: 11 nov. 2004.


http://www.abiquim.org.br/corantes

145

BANCO REGIONAL DE DESENVOLVIMENTO DO EXTREMO SUL (BRDE). Carta
de Conjuntura 1° Sem/2005. Diretoria de Planejamento. Superintendéncia de
Planejamento. Numero 9, primeiro semestre 2005. Disponivel em:
<http://www.brde.com.br/estudos_e_pub/Carta%20Conjuntura%202005%201°sem.p
df>. Acesso em: 17 nov. 2005.

BANERJEE, S.; DASTIDAR, M.G. Use of jute processing wastes for treatment of
wastewater contaminated with dye and other organics. Bioresource Technology,
v.96, n. 17, p. 1919-1928, 2005.

BAPTISTA, I. E. Avaliagdo da toxicidade de efluentes gerados em uma industria
téxtil catarinense. 2001. 133 f. Dissertagao (Mestrado em Engenharia Sanitaria e
Ambiental) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis.

BAPTISTA, I. E. et al. Avaliagao da toxicidade aguda de efluentes de uma industria
téxtil utilizando Daphnia magna, Poecilia reticulata e Vibrio fischeri como
bioindicadores. In: ESPINDOLA, E. L. G. et al. (editores). Ecotoxicologia
Perspectivas para o Século XXI. Sao Carlos: RiMa, 2002. p. 365-377.

BARAHONA, M. V.; SANCHEZ-FORTUN, S. Comparative sensitivity of three age
classes of A. salina larvae to several phenolic compounds. Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, v. 56, p. 271-278, 1996.

. Toxicity of carbamates to the brine shrimp Artemia salina and the effect of
atropine, BW284c51, iso-OMPA and 2-PAM on carbaryl toxicity. Environmental
Pollution, v. 104, p. 469-476, 1999.

BASTIAN, E. Y. O.; SANTOS, M. S.; FERRARI, L. R. Compilacdo de Técnicas de
Prevencao a Poluicédo para a Industria Téxtil. 2 ed. Sao Paulo: CETESB, 2001. 42

p.

BENASSI, J. C. O uso de bioindicadores e biomarcadores na avaliagéo do
processo de remediacao de efluente de lixiviagdo de carvdo mineral utilizando
microesferas de quitosana. 2004. 102 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

BERTELLI, A. et al. Experimental comparative renal toxicity of lithium and rubidium.
Drugs under Experimental and Clinical Research, v. 11, n. 4, p. 269-273, 1985.

BEUTLER, E.; DURON, O.; KELLY, B. M. Improved method for the determination of
blood glutathione. Journal of Laboratory and Clinical Medicine, v. 61, p. 882-890,
1963.

BIRCH, N. J. Lithium. In: SEILER, H. G.; SIGEL, H.; SIGEL, S. (Eds.) Handbook on
the Toxicity of Inorganic Compounds. New York: Marcel Dekker, 1988. p. 382-
393.



146

BIRD, R. P.; DRAPER, A. H. Comparative studies on different methods of
malondyhaldehyde determination. Methods in Enzymology, v. 90, p. 105-110,
1984.

BODDU, V. M. et al. Removal of hexavalent chromium from wastewater using a new
composite chitosan biosorbent. Environmental Science and Tecnology, v. 37, p.
4449-4456, 2003.

BOETTCHER, K. J.; RUBY, E. G. Depressed light emission by symbiotic Vibrio
fischeri of the sepiolid squid, Euprymna scolopes. Journal of Bacteriology, v. 172,
p. 3701-3706, 1990.

BRAILE, P. M.; CAVALCANTI, J. E. W. A. Manual de tratamento de aguas
residudrias industriais. Sdo Paulo: CETESB, 1993. 15 p.

BRASIL. Ministério da Agricultura e da Reforma Agraria. Regras para analise de
sementes. Brasilia: SNDA, DNDV, CLAV, 1992. 365 p.

BRASIL. Ministério da Saude. Fundagéo Nacional de Saude (FUNASA). Portaria n°
1.469/2000, de 29 de dezembro de 2000: aprova o controle e vigilancia da
qualidade da 4gua para consumo humano e seu padrao de potabilidade.
Brasilia: Fundagéao Nacional de Saude, 2001. 32 p.

BREEN, A. P.; MURPHY, J. A. Reactions of oxyl radicals with DNA. Free Radical
Biology and Medicine, v.18, n. 6, p. 1033-1077, 1995.

BROWN, D.; HAMBURGUER, B. The degradation of dye stuffs. Part IIl.
Investigations of their ultimate degradability. Chemosphere, v. 16, n. 7, p. 1539-
1553, 1987.

BROWN, D.; LABOUREUR, P. The aerobic biodegradability of primary aromatic
amines. Chemosphere, v. 12, n. 3, p. 405-414, 1983.

BUENO, A. M. S. Biomonitoramento citogenético in situ: um instrumento indicador de
genotoxicidade ambiental. Biotemas, v. 13, p. 137-158, 2000.

BURKINSHAW, S. M.; JARVIS, A. N. The use of Chitosan in the Dyeing of Full
Chrome Leather with reactives dyes. Dyes and Pigments, v. 31, n. 1, p. 35-52,
1996.

CAVAS, T.; ERGENE-GOZUKARA, S. Genotoxicity evaluation of metronidazole
using the piscine micronucleus test by acridine orange fluorescent staining.
Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 19, p. 107-111, 2005.

. Micronuclei, nuclear lesions and interphase silver-stained nucleolar
organizer regions (AgNORs) as cyto-genotoxicity indicators in Oreochromis niloticus
exposed to textile mill effluent. Mutation Research/Genetic Toxicology and
Environment, v. 538, p. 81-91, 2003.



147

CHANDRA, S. et al. Comparative biomonitoring of leachates from hazardous solid
waste of two industries using Allium test. Science of Total Environment, v. 347, p.
46-52, 2005.

CHANDRA, S.; GUPTA, S. K. Genotoxicity of leachates of tannery solid waste in root
meristem cells of Allium cepa. Journal of Ecophysiology Occupacional Health, v.
2, p. 225-234, 2002.

CHAQO, A. et al. Enzymatic grafting of carboxyl groups on to chitosan to confer on
chitosan the property of a cationic dye adsorbent. Bioresource Technology, v. 91,
p. 157-162, 2004.

CHATTERJEE, S.; BHATTACARYA, S. Detoxification pollutants by the glutathione-
S-transferase system in the liver of Anabas testudineus (Bloch). Toxicology Letters,
v. 22, p. 187-193, 1984.

CHENG, W. P. et al. Using Chitosan as an Coagulant in Recovery of Organic Matters
from the Mash and Lauter Wastewater of Brewery. Journal of Polymers and the
Environment, v. 13, n. 4, p. 383-388, 2005.

CHEN, L.; CHEN, D.; WU, C. A. New Approach for the Flocculation Mechanism of
Chitosan. Journal of Polymers and the Environment, v. 11, n. 3, p. 87-92, 2003.

CHIOU, M.S.; HO, P.Y.; LI, H. Y. Adsorption of anionic dyes in acid solutions using
chemically cross-linked chitosan beads. Dyes and Pigments, v. 60, p. 69-84, 2004.

CHIOU, M.S;; LI, H. Y. Equilibrium and kinetic modeling of adsorption of reactive dye
on cross-linked chitosan beads. Journal of Hazardous Materials B, v. 93, n. 2, p.
248-263, 2002.

COLLINS, A. R.; AI-GUO, M.; DUTHIE, S. J. The kinetics of oxidative DNA damage
(strand breaks and oxidized pyrimidines) in human cells. Mutation Research, v. 336,
p. 69-77, 1995.

CONNEELY, A.; SMYTH, W. F.; MACMULLAN, G. Metabolism of the phthalocyanine
textile dye remazol turquoise blue by Phanerochaete chrysosporium. FEMS
Microbiology Letters, v. 179, n. 2, p. 333-337, 1999.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE (CONAMA). Resolucéo n° 020, de
18 de junho de 1986. Dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, e d& outras providéncias.
1986. Disponivel em: <http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res86/res2086.html>.
Acesso em: 10 nov. 2005.

. Resolucéo n° 237, de 19 de dezembro de 1997. Dispde sobre as
atividades ou empreendimentos sujeitos ao Licenciamento Ambiental. 1997.


http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res86/res2086.html

148

Disponivel em: <http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res97/res23797.html>.
Acesso em: 16 nov. 2005.

. Resolucéo n° 357, de 17 de marcgo de 2005. Dispde sobre a
classificacdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condicfes e padrdes de lancamento
de efluentes, e da outras providéncias. 2005. Disponivel em:
<http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res05/res35705.pdf>. Acesso em: 10 nov.
2005.

COULIBALY, L.; GOURENE, G.; AGATHOS, N. S. Utilization of fungi for biotratment
of raw wastewaters. African Journal of Biotechnology, v. 2, n. 12, p. 620-630,
2003.

CRAPPER-MCLACHLAN, D. R. Aluminum and Alzheimer’s disease. Neurobiology
and Aging, v. 7, p. 525-533, 1986.

DEMIRAK, A. et al. Heavy metals in water, sediment and tissues of Leuciscus
cephalus from a stream in southwestern Turkey. Chemosphere, (in press).

DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG (DIN). DIN 38412-34 Testverfahren mit
Wasserorganismen (Gruppe L). Bestimmung der Hemmwirkung von Abwasser
auf die Lichtemission von Photobacterium phosphoreum.Berlin: DIN, 1993.

DEVENTER, K. Detection of Genotoxic Effects on Cells of Liver and Gills of B. rerio
by Means of Single Cell Gel Electrophoresis. Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, v. 56, p. 911-918, 1996.

DIEKMANN, M. et al. On the relevance of genotoxicity for fish populations Il:
genotoxic effects in zebrafish (Danio rerio) exposed to 4-nitroquinoline-1-oxide in a
complete life-cycle test. Aquatic Toxicology, v. 68, p. 27-37, 2004.

DI GIULIO, R.T. et al. Biochemical mechanisms: metabolism, adaptation, and
toxicity. In: RAND, G. M. (ed.) Fundamentals of Aquatic Toxicology Effects,
Environmental Fate, and Risk Assessment. 2 ed. NY: Taylor &Francis, 1995. p.
523-560.

DOS SANTOS; A. B. et al. The transformation and toxicity of anthraquinone dyes
during thermophilic (55 °C) and mesophilic (30 °C) anaerobic treatments. Journal of
Biotechnology, v. 115, p. 345-353, 2005.

DOS SANTOS, A. B. Reductive Decolourisation of Dyes by Thermophilic
Anaerobic Granular Sludge. 2005. 176 f. Thesis (PhD) - University Wageningen,
The Netherlands, 2005.

EIDEN, C. A.; JEWELL, C. A.; WIGHTMAN, J. P. Interaction of Lead and Chromium
with Chitin and Chitosan. Journal of Applied Polymers Science, v. 25, p. 1587-
1599, 1980.


http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res97/res23797.html

149

EL-NAGGAR, M. A.; EL-AASAR, S. A.; BARAKAT, K. I. Bioremediation of crystal
violet using air bubble bioreactor packed with Pseudomonas aeruginosa. Water
Research, v. 38, p. 4313-4322, 2004.

ETTINGER, A. S. et al. Levels of Lead in Breast Milk and their relation to maternal
blood and bone lead levels at one month postpartum. Environmental Health
Perspectives, v. 112, n. 8, p. 926-931, 2004.

FAROON, O. M. et al. Toxicological Profile for Cobalt. U.S. Department of Health
and Human Services. Public Health Service. Agency for Toxic Substances and
Disease Registry. 2004. Disponivel em:
<http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp33.pdf>. Acesso em: 10 fev. 2006.

FAVERE, V. T. Adsorcao dos ions Cu(ll), Cd(Il), Ni(ll), Pb(ll) e Zn(ll) pelo
biopolimero quitina, quitosana e pelas quitosanas modificadas.1994. 153 f.
Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis.

FAVERE, V. T. et al. Use of chitosan microsferes as remedial material for acidity and
iron (Ill) contents of coal mining wastewaters. Environmental Technology, v. 25, p.
861-866, 2004.

FIELD, J. A. et al. Enhanced degradation of aromatic pollutant in coculture of
anaerobic and aerobic bacterial consortia. Antonie van Leewenhoek, v. 67, p. 47-
77; 1995,

FISH BASE. Danio rerio. California Academy of Sciences. 2005. Disponivel em:
<http://www.fishbase.org/Summary/SpeciesSummary.php?id=4653>. Acesso em: 20
dez. 2005.

FISKESJO, G. The Allium test - an alternative in environmental studies: the relative
toxicity of metal ions. Mutation Research, v. 197, p. 243-260, 1988.

. The Allium test in wastewater monitoring. Environmental Toxicology and
Water Quality, v. 8, p. 291-298, 1993.

FORTUN, S. S. et al. Acute sensitivity of three age classes of Artemia salina larvae
to seven chlorinated solvents. Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, v. 59, p. 445-451, 1997.

FRITZ, J. S., SCHENK JUNIOR, G .H. Quantitative Analytical Chemistry. 2 ed.
Boston, USA: Allyn & Bacon, 1969. p. 228-232.

FUNDACAO DO MEIO AMBIENTE (FATMA). Portaria Intersetorial n° 01/92 que
aprova a Listagem das Atividades Consideradas Potencialmente Causadoras
de Degradac&o Ambiental. 1992. Disponivel em:
<http://www.fatma.sc.gov.br/temas/tema3/PORTARIA_01_1992.htm>. Acesso em:
14 nov. 2004.


http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp33.pdf
http://www.fishbase.org/Summary/SpeciesSummary.php?id=4653
http://www.fatma.sc.gov.br/temas/tema3/PORTARIA_01_1992.htm>. Acesso em: 14 novembro 200
http://www.fatma.sc.gov.br/temas/tema3/PORTARIA_01_1992.htm>. Acesso em: 14 novembro 200

.Portaria N° 017 de 18/04/2002. Estabelece os Limites Maximos de
Toxidade Aguda para efluentes de diferentes origens e da outras providéncias.
2002. Disponivel em:
<http://www.fatma.sc.gov.br/temas/tema3/PORTARIA_17_2002.htm>. Acesso em:
14 nov. 2004.

GALLAGHER, E. P.; DI GIULIO, R. T. A comparasion of glutathione-dependent
enzymes in liver, gills and posterior kidney of channel catfish (Ictalurus punctatus).
Comparative Biochemistry and Physiology, v. 102, p. 543-547, 1992.

GALLEGO, S. M.; BENAVIDES, M. P.; TOMARO, M. L. Effect of heavy metal ion
excess on sunflower leaves: evidence for oxidative stress. Plant Science, v. 121, n.
2, p. 151-159, 1996.

GAVRILESCU, M.; CHISTI, Y. Biotechnology - a sustainable alternative for chemical
industry. Biotechnology Advances, v. 23, p. 471-499, 2005.

GIRARDI, E.; VALLDEPERAS, J.; LIZ, M. Novos corantes dispersos biodegradaveis.
Quimica Téxtil, v. 22, n. 55, p. 34-45, 1999.

GOMES, L. A. O Cultivo de crustaceos e moluscos. Sdo Paulo: Nobel, 1986. 226
p.

GONTIJO, A. M. M. C.; TICE, R. Teste do cometa para a deteccao de dano no DNA
e reparo em células individualizadas. In: RIBEIRO, L. R.; SALVADORI, D. M. F;
MARQUES, E. K. Mutagénese Ambiental. Canoas: Ed. ULBRA, 2003. p. 247-279.

GRAFF, L. et al. Toxicity of chemicals to microalgae in river and in standard waters.
Environmental and Toxicological Chemistry, v. 22, p. 1368-1379, 2003.

GRANT, W. F. Chromosome aberrations assays in Allium. A report of the US
Environmental Agency Gene-Tox Program. Mutation Research, v. 99, p. 273-291,
1982.

GUARATINI, C. C. I.; ZANONI, M. V. Corantes Téxteis. Quimica Nova, v. 23, n. 1, p.
71-78, 2000.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Free Radicals in Biology and Medicine.
3rd ed. Oxford: Claredon Press, 1998. 545 p.

HAMILTON, M. A.; RUSSO, R. C.; THURSTON, R. V. Trimmed Sperman-Karber
Method for estimating median lethal concentrations in toxicity assays.
Environmental Science and Tecnology, v. 11, n.7, p. 714-719, 1977.

HAOQO, O. J.; KIM, H.; CHANG, P. C. Decolorization of wastewater. Critical Reviews
in Environmental Science and Technology, v .30, p. 449-505, 2000.

HAYASHI, M. et al. Development of genotoxicity assay systems that use aquatic
organisms. Mutation Research, v. 399, p. 125-133, 1998.

150


http://www.fatma.sc.gov.br/temas/tema3/PORTARIA_17_2002.htm

151

HAYASHI, M. et al. In vivo rodent erythrocyte micronucleus assay. Mutation
Research, v. 312, p. 293-304, 1994.

HAYASHI, M.; SOFUNI, T.; ISHIDATE JUNIOR, M. An application of acridine orange
fluorescent staining to the micronucleus test. Mutation Research, v. 120, p. 241-
247, 1983.

HERMES-LIMA, M.; STOREY, K. B. Relationship between anoxia exposure and
antioxidant status in the frog Rana pipiens. American Journal of Physiology -
Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, v. 271, n. 4, p. R918-R925,
1996.

HERMES-LIMA, M.; WILLMORE, W. G.; STOREY, K. B. Quantification of lipid
peroxidation in tissue extracts based on Fe (lll) xylenol orange complex formation.
Free Radical Biology & Medicine, v. 19, n. 3, p. 271-280, 1995.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE). Lista de
atividades industriais / comerciais potencialmente contaminadoras do solo e
aguas subterraneas. Projeto CETESB-GTZ.1999. Disponivel em:
<http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/anexos/download/3101.pdf>
. Acesso em: 15 jul. 2004.

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS (IBAMA). Relacéo das Atividades Potencialmente Poluidoras e/ou
Utilizadoras de Recursos Ambientais. 2000. Disponivel em:
<http://www.Ilbamapr.hpg.lg.com.br/ractfapp.htm>. Acesso em: 15 mar. 2003.

INTEGRATED TAXONOMIC INFORMATION SYSTEM NORTH AMERICA (ITIS).
Brachidanio rerio. 2005. Disponivel em:
<http://www.cbif.gc.ca/pls/itisca/taxastep?king=every&p_action=containing%taxa=Br
achydanio%20rerio.htm>. Acesso em: 10 abr. 2005.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARC). IARC
Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Lead Salts.
Summary of Data Reported and Evaluation. World Health Organization. Lyon,
France, v.1, p. 40, 1972. Disponivel em:
<http://www.cie.iarc.fr/htdocs/monographs/vol01/lead.html>. Acesso em: 12 fev.
2006.

. IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans.
Some Flame Retardants and Textile Chemicals, and Exposures in the Textile
Manufacturing Industry. Summary of Data Reported and Evaluation. World
Health Organization. Lyon, France, v. 48, p. 215, 1990. Disponivel em: <http://www-
cie.iarc.fr/htdocs/monographs/vol48/48-13>. Acesso em: 12 fev. 2006.

. IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans.
Some Metals and Metallic Compounds. Summary of Data Reported and
Evaluation. Lead and Lead Compounds. World Health Organization. Lyon, France,
v. 23, p. 325, 1980. Disponivel em:


http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/anexos/download/3101.pdf
http://www.ibamapr.hpg.ig.com.br/ractfapp
http://www.cbif.gc.ca/pls/itisca/taxastep?king=every&p_action=containing%taxa=Brachydanio%20rerio
http://www.cbif.gc.ca/pls/itisca/taxastep?king=every&p_action=containing%taxa=Brachydanio%20rerio
http://www-cie.iarc.fr/htdocs/monographs/vol01/lead.html

152

<http://www-cie.iarc.fr/htdocs/monographs/vol23/lead.htmI>. Acesso em: 12 fev.
2006.

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (ISO). Water
Quality: Determination of the acute lethal toxicity of substances to a freshwater
fish (Brachidanio rerio Hamilton-Buchanan [Teleostei, Cyprinidae]). ISO 7346
Part 2: Semistatic method. Geneve: International Organization for Standardization.
1996.

. Water quality: Determination of the inhibitory effect of water samples
on the light emission of Vibrio fischeri (luminescente bacteria test). Part 1:
Method using freshly prepared bacteria. ISO/DIS 11348-1. Geneve: International
Organization for Standardization, 1998.

ISIDORI, M. et al. Toxicity on crustaceans and endocrine disrupting activity on
Saccharomyces cerevisiae of eight alkylphenols. Chemosphere, (in press).

ISIK; M.; SPONZA, D. T. Aromatic Amine Degradation in an UASB/CSTR Sequential
System Treating Congo Red Dye. Journal of Environmental Science and Health
Part A, v. 38, n. 10, p. 2301-2315, 2003.

. Monitoring of toxicity and intermediates of C.I. Direct Black 38 azo dye
through decolorization in an anaerobic/aerobic sequential reactor system. Journal of
Hazardous Materials, v. 114, n. 1-3, p. 29-39, 2004.

JANSSON-CHARRIER, M. et al. Vanadium (IV) Sorption by Chitosan: Kinetics and
Equilibrium. Water Research, v. 30, p. 465-475, 1996.

JARVIS, R. B.; KNOWLES, J. F. DNA damage in zebrafish larvae induced by
exposure to low-dose rate gama-radiation: detection by the alkaline comet assay.
Mutation Research, v. 541, p. 63-69, 2003.

JEFFERIES, H. et al. Glutahione. ANZ Journal of Surgery, v. 73, n. 7, p. 517-522,
2003.

JIFA, W. et al. Comparative researches on effects of sodium dodecylbenzene
sulfonate and sodium dodecyl sulfate upon Lateolabrax japonicus biomarker system.
Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 20, n. 3, p. 465-470, 2005.

JUANG, R.; SHAO, H. Effect of pH on Competitive Adsorption of Cu(ll), Ni(ll), and
Zn(Il) from Water onto Chitosan Beads. Adsorption, v. 8, p. 71-78, 2002.

KARAPINAR, I. K. et al. Effect of environmental conditions on biological
decolorization of textile dyestuff by C. versicolor. Enzyme and Microbial
Technology, v. 26, p. 381-387, 2000.

KARLIK, S. J.; EICHHORN, G. L.; CRAPPER-MCLACHLAN, D. R. Molecular
interactions of aluminum with DNA. Neurotoxicology, v.1, p. 83-88, 1980.


http://www-cie.iarc.fr/htdocs/monographs/vol23/lead.html

153

KEITH, S. et al. Toxicological Profile for Aluminum. ATSDR — Agency for Toxic
Substances and Disease Registry. U.S. Department of Health and Human Services.
Public Health Service. 1999. Disponivel em:
<http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp22.html>. Acesso em: 16 jan. 2006.

KIMURA, I. Y. et al. Adequacy of isotherm adsorption of black 5 reactive dye for
crosslinked chitosan microspheres. Acta Scientiarum, v. 23, n. 6, p. 1313-1317,
2001.

KIMURA, I. Y. et al. Efeito do pH e do tempo de contato na adsor¢ao de corantes
reativos por microesferas de quitosana. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, n. 3, p.
51-57, 1999.

KIMURA, I|. Y. Remocdao de corantes reativos contendo grupos vinilsulfona e
triazina por adsorcao e coagulagao/floculagcdo com quitosana. 2001. 200 f. Tese
(Doutorado em Quimica) - Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

KISNIERIENE, V.; SAKALAUSKAS, V. AP** induced membrane potential changes in
Nitellopsis obtusa cells. BIOLOGIJA, n.1, p.31-34, 2005.

KNIE; J. L. W.; LOPES, E. W. B. Testes Ecotoxicolégicos. Floriandpolis: FATMA,
2004. 289 p.

KNOPPER, L. D. et al. Use of Comet and Micronucleous Assays to Measure
Genotoxicity in Meadow Voles (Microtus pennsylvanicus) Living in Golf Course
Ecosystems Exposed to Pesticides. Ecotoxicology, v. 14, p. 323-335, 2005.

KNUT, K. R. Gestdao Ambiental: Um Estudo de Caso para o Setor Téxtil — S. C.
2001. 200 f. Dissertacado (Mestrado em Engenharia de Produgéao) - Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

KONISHI, T. et al. A new class of glutathione S-transferase from the hepatopancreas
of the red sea bream Pagrus major. Biochemistry Journal, v. 388, p. 299-307,
2005.

KULTZ, D. Molecular and evolutionary basis of the cellular stress response. Annual
Review of Physiology, v. 67, p. 225-257, 2005.

KUMAR, K. et al. Decolorisation, biodegradation and detoxification of benzidine
based azo dye. Bioresource Technology, v. 97, p. 407- 413, 2006.

KUMAR, M. N. V. R. A review of chitin and chitosan applications. Reactive and
Functional Polymers, v. 46, p. 1-27, 2000.

KUNZ, A. et al. Novas tendéncias no tratamento de efluentes téxteis. Quimica Nova,
v.25,n. 1, p. 78-82, 2002.



154

LANGE, A.; AUSSEIL, 0.; SEGNER, H. Alterations of tissue thiol levels of rainbow
trout exposed to sub-lethal metal concentrations. Comparative Biochemistry and
Physiology Part A, v.126, p. S 87, 2000.

LAUS, R. et al. Microsferas de quitosana reticuladas com tripolifosfato utilizadas para
remoc¢ao da acidez, ferro (lll) e manganés (Il) de aguas contaminadas pela
mineracao de carvao. Quimica Nova, v. 29, n. 1; p. 34-39, 2006.

LEDAKOWICZ, S.; SOLECKA, M.; ZYLLA, R. Biodegradation, decolourisation and
detoxification of textile wastewater enhanced by advanced oxidation processes.
Journal of Biotechnology, v. 89, p. 175-184, 2001.

LEMOS, N. G. et al. Evaluation of environmental waters using the comet assay in
Tilapia rendalli. Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 19, p. 197-201,
2005.

LEONARD, A.; HANTSON, P.; GERBER, G. B. Mutagenicity, carcinogenicity and
teratogenicity of lithium compounds. Mutation Research / Reviews in Genetic
Toxicology, v. 339, n. 3, p. 131-137, 1995.

LIMA, P. L. et al. Time-Course Variations of DNA Damage and Biomarkers of
Oxidative Stress in Tilapia (Oreochromis niloticus) Exposed to Effluents From a
Swine Industry. Archives of Environmental Contamination and Toxicology, v. 50,
n. 1, p. 23-30, 2006.

LIVINGSTONE, D. R. Contaminant-stimulated reactive oxygen species production
and oxidative damage in aquatic organisms. Marine Pollution Bulletin, v.42, p. 656-
666, 2001.

MACGREGOR, J. T. et al. Guide-lines for the conduct of micronucleous assay in
bone marrow erythrocytes. Mutation Research, v. 189, p. 103-112, 1987.

MEAGHER, E. A.; FITZGERALD, G. A. Indices of lipid peroxidation in vivo: Strengths
and limitations. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, p. 202-226, 2000.

MEINELT, T. et al. The toxicity of the antiparasitic mixture, FMC is changed by humic
substances and calcium. Aquaculture Research, v. 32, n. 5, p. 405-410, 2001.

MELO FILHO, L. C. Efeito da pré-ozoniza¢cao na geracéo de lodo em processos
de coagulacao - floculacdo no tratamento de efluentes téxteis. 1997. 122 f.
Dissertacédo (Mestrado em Engenharia Sanitaria e Ambiental) - Universidade Federal
de Santa Catarina, Florianépolis.

MERGLER, D. Neurotoxic Effects of Low Level Exposure to Manganese in Human
populations. Environmental Research Section A, v. 80, n. 2, p. 99-102, 1999.



155

MERIC, S.; SELCUK, H.; BELGIORNO, V. Acute toxicity removal in textile finishing
wastewater by Fenton’s oxidation, ozone and coagulation—focculation processes.
Water Research, v.39, p. 1147-1153, 2005.

MEYER, B. N. et al. Brine shrimp: A convenient general bioassay for active plant
constituents. Planta Medica, v. 45, p. 31-34, 1982.

MONTEIH, D. K.; VANSTONE, J. Comparison of the microgel electrophoresis assay
and other assays for genotoxicity in the detection of DNA damage. Mutation
Research, v. 345, p. 97-103, 1995.

MUTTI, A. Biological monitoring in occupational and environmental toxicology.
Toxicology Letters, v. 108, p. 77-89, 1999.

MUZZARELLI, R. A. A.; WECKX, M.; FILIPPINI, O. Removal of trace metals ions
from industrial waters nuclear effluents and drinking water, with the aid of cross-
linked N-carboxymethyl chitosan. Carbohydrate Polymers, v. 11, p. 293-306, 1989.

NADIN, S. B.; VARGAS-ROIG, L. M.; CIOCCA, D. R. A Silver Staining Method for
Single-cell Gel Assay. The Journal of Histochemistry & Cytochemistry, v. 49, n.
9, p. 1183-1186, 2001.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Biologic markers in pulmonary toxicology.
Washington, DC: National Academy Press, 1989. 179 p.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. COMMITTEE ON BIOLOGICAL MARKERS OF
THE NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Biological markers in environmental health
research. Environmental Health Perspectives, v. 74, p. 3-9, 1987.

NOGAWA, K. et al. A dose-response analysis of cadmium in the general environment
with special reference to total cadmium intake limit. Environmental Research, v. 48,
n.1, p. 7-16, 1989.

NUNES-HALLDORSON, V. S.; DURAN, N. L. Bioluminescent bacteria: lux genes as
environmental biosensors. Brazilian Journal of Microbiology, v. 34, p. 91-96, 2003.

ODEIGAH, P. G. C.; OSANYIPEJU, A. O. Effluents and Ethyl Methane Sulfonate in
Clarias lazera. Food Chemistry and Toxicology, v. 33, n. 6, p. 501-505, 1995.

OHKAWA, H. Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbituric acid
reaction. Analytical Biochemistry, v. 95, p. 351-358, 1979.

OH, S. W. et al. Detection of carcinogenic amines from dyestuffs or dyed substrates.
Dyes and pigments, v. 33, n. 2, p. 119-135, 1997.

ONSOYEN, E.; SKAUGRUD, O. Metal recovery using chitosan. Journal of
Chemical Technology and Biotecnology, v. 49, p. 395-404, 1990.



156

PARIS-PALACIOS, S.; BIAGIANTI-RISBOURG, S.; VERNET, G. Biochemical and
(ultra)structural hepatic perturbations of Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae)
exposed to two sublethal concentrations of copper sulfate. Aquatic Toxicology, v.
50, n. 1-2, p. 109-124, 2000.

PEARCE, C. I.; LLOYD, J. R.; GUTHRIE, J. T. The removal of colour from textile
wastewater using whole bacterial cells: a review. Dyes and Pigments, v. 58, p. 179-
196, 2003.

PENA S. et al. D. Role of glutathione in thiobencarb resistance in the European eel
Anguilla anguilla. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 46, n. 1, p. 51-56,
2000.

PENG, J.; JONES, G. L.; WATSON, K. Stress proteins as biomarkers of oxidative
stress: effects of antioxidant supplements. Free Radical Biology and Medicine, v.
28, p. 1598-1606, 2000.

PERSOONE, G. et al. (Eds.) The Brine Shrimp Artemia. Wetteren, Belgium:
Universa Press, 1980. 500 p.

PERUZZO, L. C. Influéncia de agentes auxiliares na adsorcao de corantes de
efluentes da industria téxtil em colunas de leito fixo. 2003. 80 f. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Quimica) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis.

PIANA, Z.; TILLMANN, M. A. A.; SILVA, W. R. Avaliagao do vigor de sementes de
cebola pelo teste do estresse hidrico. Pesquisa Agropecuéaria Brasileira, v.30, n. 6,
p. 867-873, 1995.

PIELESZ, A. et al. Detection and Determination of Aromatic Amines as Products of
Reductive Splitting from Selected Azo Dyes. Ecotoxicology and Environmental
Safety. Environmental Research, Section B, v. 53, p. 42-47, 2002.

PINHEIRO, H. M.; TOURAUD, E.; THOMAS, O. Aromatic amines from azo dye
reduction: status review with emphasis on direct UV spectrophotometric detection in
textile industry wastewaters. Dyes and Pigments, v. 64, p. 121-139, 2004.

PIP, E. Cadmium, copper and lead in wild rice from central Canada. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, v. 24, n. 2, p. 179-181, 1993.

RAYMOND, L.; MORIN, F. G.; MARCHESSAULT, R. H. Degree of deacetylation of
chitosan using conductometric titration and solid-state NMR. Carbohydrate
Research, v. 246, p. 331-336, 1993.

RHAZI, M. et al. Influence of the nature of the metal ions on the complexation with
chitosan. Application to the treatment of liquid waste. European Polymer Journal, v.
38, p. 1523-1530, 2002.



157

RIBEIRO, L. et al. Estresse oxidativo em Tilapia (Oreochromis niloticus) exposta ao
efluente de industria téxtil. In: ESPINDOLA, E. L. G et al. (editores). Ecotoxicologia
Perspectivas para o Século XXI. Sao Carlos: RiMa, 2000. p. 365- 377.

RIBEIRO, L. R.; SALVADORI, D. M. F.; MARQUES, E. K. Mutagénese Ambiental.
Canoas, Rio Grande do Sul: Ed. ULBRA, 2003. 306 p.

RODO, A. B. Avaliacdo do potencial fisiologico de sementes de cebola e sua
relagdo com o desempenho das plantas em campo. 2002. 123 f. Tese (Doutorado
em Agronomia) - Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

RONEY, N.; COLMAN, J. Interaction profile for: Lead, manganese, zinc, and
copper. U.S. Department of Health and Human Services Public Health Service.
Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2004. 121 p.

SALEN, V. Corantes na Industria Téxtil — Uma abordagem ecolégica. Quimica
Téxtil, v. 38, p. 6-15, 1995.

SANIN, L. B. B. A industria téxtil e o meio ambiente. In: XIV CONGRESSO DA
FLAQT, 14., 1997, Caracas. Anais... Caracas: Federacio Latino Americana de
Quimica Téxtil, 1997, p. 13-34.

SANTOS, N. E. S. Utilizacédo da analise de "filiere" com a variavel ambiental
"efluentes liquidos e estacfes de tratamento” no estudo de comportamento
das industrias téxteis do vale do Itajai — SC. 1996. 102 f. Dissertagao (Mestrado
em Engenharia de Producgao) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis.

SCHLENK, D. Necessity of defining biomarkers for use in ecological risk
assessments. Marine Pollution Bulletin, v. 39, p. 48-53, 1999.

SEGNER, H.; BRAUNBECK, T. Cellular response profile to chemical stress.
Ecotoxicology, v. 3, p. 521-569, 1998.

SERVICO NACIONAL DE APRENDIZAGEM INDUSTRIAL (SENAI); CENTRO DE
TECNOLOGIA DA INDUSTRIA QUIMICA E TEXTIL (CETIQT); DEUTSCHE
GESELLSCHAFT FUR TECHNISCHE ZUSAMMENARBEIT (GTZ). Introduc&o as
Técnicas de Estamparia. Projeto de Apoio Tecnoldgico a Modernizagao dos
Departamentos de Confecgédo e Acabamentos Téxteis do SENAI. Apostila de curso,
Rio de Janeiro: SENAI/ CETIQT / GTZ, 1998. 35 p.

SILBERGELD, E. K. Neurochemical Approaches to Developing Biochemical Markers
of Neurotoxicity: Review of Current Status and Evaluation of Future Prospects.
Environmental Research, v. 63, n. 2, p. 274-286, 1993.

SILVA, A. C.; DEZOTTI, M.; SANT’ANNA JUNIOR, G. L. Treatment and
detoxification of a sanitary landfill leachate. Chemosphere, v. 55, p. 207-214, 2004.



SINGH, B. et al. Impact of lead pollution on the status of other trace metals in blood
and alterations in hepatic functions. Biology of Trace Elements Research, v. 40, n.
1; p. 21-29, 1994.

SINGH, N. P. et al. A simple technique for quantitation of levels of DNA damage in
individual cells. Experimental Cell Research, v. 175, p.184-191, 1988.

SINGH, N. P. Comet Assay Forum. Definitions. 2005. Disponivel em:
<http://comet.itrcindia.org/defini1.gif>. Acesso em: 10 dez. 2005.

SISINNO, C. L. S. et al. Toxicity Evaluation of a Municipal Dump Leachate Using
Zebrafish Acute Tests. Bullettin of Environmental and Contamination
Toxicology, v.64, n. 1, p. 107-113, 2000.

SMITH, B. Identification and reduction of toxic pollutants in textile mill
effluents. Raleigh, North Carolina: College of Textiles. North Carolina State
University, 1990. 107 p.

SMOLDERS, R.; BERVOETS, L.; BLUST, R. In situ and laboratory bioassays to
evaluate the impact of effuent discharges on receiving aquatic ecosystems.
Environmental Pollution, v.123, p. 231-243, 2004.

SNYDERWINE, B. G. et al. Highlights of the eighth international conference on
carcinogenic / mutagenic N-substituted aryl compounds. Mutation Research, v. 506,
p. 1-8, 2002.

SOCIETY OF DYERS AND COLOURISTS. Colour Heritage Edition. 2005.
Disponivel em: <http://www.sdc.org.uk/publications/ci4intro.htm>. Acesso em: 10 fev.
2006.

SORGELOQOS, P. et al. Manual para el cultivo y uso de Artemia en acuicultura.
Bélgica: Programa Cooperativo Gubernamental FAO - Italia, Universidad del Estado
en Gent, Bélgica, Facultad de Agrononia, Centro de Referencia de Artemia. 1986.
Disponivel em: <http://www.fao.org/docrep/field/003/AB474S/AB474S07 .htm>.
Acesso em: 10 fev. 2006.

SOTERO-SANTOS, R. B.; ROCHA, O.; POVINELLI, J. Evaluation of water treatment
sludges toxicity using the Daphnia bioassay. Water Research, v. 39, p. 3909-3917,
2005.

SOUZA, C. R. L.; PERALTA-ZAMORA, P. Degradagéao de corantes reativos pelo
sistema ferro metalico/peréxido de hidrogénio. Quimica Nova, v. 28, n. 2, p. 226-
228, 2005.

SPINELLI, V. A utilizacdo do polieletrolito quitosana no tratamento de agua.
2001. 135 f. Dissertacado (Mestrado em Engenharia Sanitaria e Ambiental) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

158


http://comet.itrcindia.org/defini1.gif
http://www.sdc.org.uk/publications/ci4intro.htm
http://www.fao.org/docrep/field/003/AB474S/AB474S07.htm

SPONZA, D. T.; ISIK, M. Toxicity and intermediates of C.I. direct Red 28 dye through
sequential anaerobic/ aerobic treatment. Process Biochemistry, v. 40, p. 2735-
2744, 2005.

STOHS, S. J.; BAGCHI, D. Oxidative mechanisms in the toxicity of metal ions. Free
Radicals in Biology and Medicine, v. 18, n. 2, p. 321-336, 1995.

STOLBERG, J. et al. Microspheres of chitosan/poly (vinylalcohol) incorporating
tetrasulphonated copper (Il) phthalocyanine: preparation and characterization.
Journal of Microencapsulation, v. 16, p. 431-438, 1999.

SUMATHI, M. et al. Genotoxicity of Textile Dye Effluent on Fish (Cyprinus carpio)
Measured Using the Comet Assay. Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, v 66, p. 407-414, 2001.

SUPAKA, N. et al. Microbial decolorization of reactive azo dyes in a sequential
anaerobic/aerobic reactor system. Chemistry Engineering Journal, v. 99, p. 169-
179, 2004.

TAHIR, S. S.; RAUF, N. Removal of a cationic dye from aqueous solutions by
adsorption onto bentonite clay. Chemosphere, (in press).

TIQUIA, S. M.; TAM, N. F. Y.; HODGKISS, I. J. Effects of Composting on
Phytotoxicity of Spent Pig-Manure Sawdust Litter. Environmental Pollution, v. 93,
p. 249-256, 1996.

TOFIL, N. M.; BENNER, K. W.; WINKLER, M. K. Fatal hypermagnesemia caused by
an Epsom salt enema: a case illustration. (Case Report). Southern Medical
Journal, v. 98, n. 2, p. 253-254, 2005.

TROTMAN, E. R. Dyeing and chemical technology of textile fibres. 6 ed. High
Wycombe: C. Griffin, 1984. 587p.

TSUDA, S. et al. The comet assay in eight mouse organs: results with 24 azo
Compounds. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, v. 465, n. 1-2, p. 11-26, 2000.

TUNAY, O. Color removal from textile wastewaters. Water Science and Tecnology,
v.34,n.11,p. 9 -16, 1996.

UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (USEPA). Hazard
Profiles for Selected Heavy Metals. Washington, DC: Office of Pollution Prevention
and Toxics, Health and Environmental Review Division, Environmental Effects
Branch. 1991. Disponivel em:
<http://www.epa.gov/oppt/newchems/tools/sarman.pdf>. Acesso em: 30 dez. 2005.

USTINOV, M. Y. et al. Composition and properties of biodegradable materials. Fibre
Chemistry, v. 36, n. 3, p. 189-192, 2004.

159


http://www.epa.gov/oppt/newchems/tools/sarman.pdf

VALENTINI, A. et al. Processo alternativo para remocéao de cobre (Il) e niquel (ll) de
solugcbes aquosas utilizando capsulas de quitosana — alcool polivinilico. Quimica
Nova, v. 23, n.1, p. 12-15, 2000.

VAN DER OOST, R.; BEYER, J.; VERMEULEN, N. P. E. Fish bioaccumulation and
biomarkers in environmental risk assessment: a review. Environmental Toxicology
and Pharmacology, v. 13, p. 57-149, 2003.

VANDEVIVERE, P.C.; BIANCH, R.; VERSTRAETE, W. Treatment and reuse of
waste-water from the textile wetprocessing industry. Journal of Chemistry,
Technology and Biotechnology, v. 72, p. 289-302, 1998.

VAN SCHOLL, L. et al. Aluminium concentration versus the base cation to aluminium
ratio as predictors for aluminium toxicity in Pinus sylvestris and Picea abies
seedlings. Forest Ecology and Management, v. 195, n. 3, p. 301-309, 2004.

VARMA, A. J., DESHPANDE, S. V., KENNEDY, J. F. Metal complexation by chitosan
and derivatives: a review. Carbohydrate Polymers, v. 55, p. 77-93, 2004.

VAZOLLER, R. F. Microbiologia de lodos ativados. Sdo Paulo: CETESB, 1989. 23
p.

VILLELA, S. M. et al. Descoloracao de corantes e efluente de uma industria téxtil, em
bioreatores utilizando Lacase, Lacase com HBT e caldo bruto de Pleurotus
ostreatus. In: ENCONTRO DE QUIMICA DA REGIAO SUL, 13., 2005, Florianépolis.
Resumos... Floriandpolis: Sociedade Brasileira de Quimica - Sul, 2005.

WANG, C. et al. Toxicity evaluation of reactive dyestuffs, auxiliaries and selected
effluents in textile finishing industry to luminescent bacteria Vibrio fischeri.
Chemosphere, v. 46, p. 339-344, 2002.

WANG, W.; KETURI, P. H. Comparative seed germination tests using ten plant
species for toxicity assessment of a metal engraving effluent sample. Water, Air and
Soil Pollution, v. 52, p. 369-376, 1990.

WEBER, E. J.; WOLFE, N. L. Kinetic study of the reduction of aromatic azo
compound in anaerobic sediment/water systems. Environmental Toxicology and
Chemistry, v. 6, p. 911-919, 1987.

WILHELM FILHO, D. et al. Influence of season and pollution on the antioxidant
defenses of the cichlid fih acara (Geophagus brasiliensis). Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, v. 34, p. 719-726, 2001.

WILHELM FILHO, D. et al. The effect of pulp mill effluent on two fish species. In:
Brazilian Symposium on the Chemistry of Lignins and Other Wood Components, 5.,
1997, Curitiba, PR. Proceedings... Curitiba, 1997, p. 612-619.

160



161

WILHELM FILHO, D. Fish antioxidant defenses — a comparative approach. Brazilian
Journal of Medicine and Biological Research, v. 29, p. 1735-1742, 1996.

WILHELM FILHO, D.; GIULIVI, C.; BOVERIS, A. Antioxidant defences in marine fish-
I. Teleosts. Comparative Biochemistry and Physilogy Part C: Comparative
Pharmacology and Toxicology, v. 106, n. 2, p. 409-413, 1993.

WILLIAM MYRON KECK FOUNDATION. Vibrio fischeri Genome Project. 2002.
Disponivel em:
<http://ergo.integratedgenomics.com/Genomes/VFl/vibrio_fischeri.html>. Acesso em:
10 jan. 2006.

WOLFF, D. B. Estudo da tratabilidade de um efluente téxtil por biomassa fixa
através de um reator de leito fluidizado trifasico aerébio. 1997. 92 f. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Sanitaria e Ambiental) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis.

WU, F.; TSENG, R.; JUANG, R. Kinetic modeling of liquid-phase adsorption of
reactive dyes and metal ions on chitosan. Water Research, v. 35, n. 3, p. 613-618,
2001.

ZANONI, M. V.; CARNEIRO, P. A. Corantes na industria téxtil. Ciéncia Hoje, v. 29,
p. 61-71, 2001.

ZHANG, J. F. et al. Responses of the antioxidant defenses of the Goldfish Carassius
auratus, exposed to 2,4-dichlorophenol. Environmental Toxicology and
Pharmacology, v. 19, p. 185-190, 2005.

ZHANG, K.; ZHOU, Q. Toxic effects of Al-based coagulants on Brassica chinensis
and Raphanus sativus growing in acid and neutral conditions. Environmental
Toxicology, v. 20, n. 2, p. 179-187, 2005.

ZHENG, Z. et al. Decolorization of polymeric dyes by a novel Penicillium isolate.
Process Biochemistry, v. 34, p. 31-37, 1999.

ZOLLINGER, H. Color chemistry: syntheses, properties and applications of
organic dyes and pigments. 2 ed. rev. Weinheim: VCH, 1991. 496 p.

ZONG, Z. et al. Characterization of chemical and solid state structures of acylated
chitosans. Polymer, v. 41, p. 899-906, 2000.

ZWART, L. L. et al. Biomarkers of free radical damage: Applications in experimental
animals and in humans. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, p. 202-226,
1999.


http://ergo.integratedgenomics.com/Genomes/VFI/vibrio_fischeri.html

	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Indústria têxtil no cenário brasileiro e em Santa Catari
	1.2 Potencial poluidor/degradador gerado pela indústria têxt
	1.3 Etapas do processo produtivo têxtil e substâncias químic
	1.3.1 Corantes

	1.4 Classificação de corantes
	1.4.1 Corantes reativos

	1.5 Tratamento de efluentes de uma indústria têxtil
	1.6 Aspectos dos corantes relacionados à poluição
	1.6.1 Toxicidade de corantes azo e antraquinona
	1.7 Bioindicadores utilizados na avaliação de toxicidade de 
	1.7.1 Vibrio fischeri
	1.7.2 Artemia sp
	1.7.3 Daphnia magna
	1.7.4 Danio rerio
	1.7.5 Allium cepa

	1.8 Biomarcadores no biomonitoramento
	1.8.1 Teste cometa
	1.8.2 Teste de micronúcleos
	1.8.3 Lipoperoxidação de membranas celulares
	1.8.4 Defesas antioxidantes

	1.9 Novas alternativas de remoção de cor de corantes e de ef
	1.9.1 Uso de polieletrólitos em processos de adsorção
	1.9.1.1 Uso de quitosana em processos de adsorção



	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivo Geral
	2.2 Objetivos Específicos

	3 METODOLOGIA
	3.1 Considerações Gerais
	3.2. Materiais e Equipamentos
	3.2.1 Reagentes gerais
	3.2.2 Equipamentos

	3.3 Coleta das amostras de efluentes
	3.4 Determinação do grau de desacetilação e morfologia da qu
	3.4.1 Grau de desacetilação e morfologia
	3.4.2 Preparação das microesferas de quitosana (QTS1)
	3.4.3 Preparação da solução de quitosana em ácido acético (Q
	3.4.4 Quitosana pulverizada (QTS3)

	3.5 Remediação dos efluentes
	3.5.1 Etapa 1 – Seleção de formulação de quitosana para reme
	3.5.1.1 Remediação com microsferas de quitosana (QTS1)
	3.5.1.2 Remediação do efluente por coagulação/floculação da 
	3.5.1.3 Remediação do efluente por adsorção em quitosana pul

	3.5.2 Análises físico-químicas dos efluentes não remediados 
	3.5.2.1 Determinação do pH
	3.5.2.2 Determinação da concentração de metais
	3.5.2.3 Determinação da condutividade
	3.5.2.4 Determinação da dureza


	3.6 Avaliação da toxicidade aguda dos efluentes não remediad
	3.6.1 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp
	3.6.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna

	3.7 Remediação e biomonitoramento dos efluentes
	3.7.1 Etapa 2 – Remediação e biomonitoramento do efluente tê
	3.7.1.1 Remediação com QTS3
	3.7.1.2 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de
	3.7.1.2.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri
	3.7.1.2.2 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp
	3.7.1.2.3 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna
	3.7.1.2.4 Ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio, para d

	3.7.1.3 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de
	3.7.1.3.1 Ensaio de toxicidade subcrônica com Allium cepa
	a\) Teste de inibição de germinação de
	b\) Ensaio de inibição do crescimento d
	c\) Ensaio de inibição do crescimento d

	3.7.1.3.2 Ensaios de toxicidade subcrônica com Danio rerio
	a\) Avaliação do dano às membranas cel�
	b) Glutationa reduzida (GSH)
	c) Atividade da enzima catalase (CAT)


	3.7.1.4 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de
	a\) Avaliação do dano ao DNA \(Teste c
	b\) Avaliação do dano secundário ao DN�




	3.8 Análise estatística

	4 RESULTADOS
	4.1 Caracterização da quitosana, das microesferas de quitosa
	4.1.1 Caracterização da quitosana pela determinação do grau 

	4.2 Remediação dos efluentes
	4.2.1 Etapa 1 – Seleção de formulação de quitosana para reme
	4.2.1.1 Determinação da porcentagem de remoção de cor dos ef

	4.2.2 Análises físico-químicas dos efluentes não remediados 
	4.2.2.1 Verificação do pH
	4.2.2.2 Análise de metais
	4.2.2.3 Determinação da condutividade e dureza
	4.2.2.4 Avaliação da toxicidade aguda dos efluentes utilizan

	4.2.3. Etapa 2 – Remediação e biomonitoramento do efluente t
	4.2.3.1 Biomonitoramento dos efluentes utilizando ensaios de
	4.2.3.1.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri
	4.2.3.1.2 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp
	4.2.3.1.3 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna
	4.2.3.1.4 Ensaio de toxicidade subcrônica com Allium cepa
	a\) Teste de inibição de germinação de
	b\) Ensaio de inibição do crescimento d

	4.2.3.1.5 Ensaio de toxicidade aguda com Danio rerio para de
	4.2.3.1.6 Ensaios de toxicidade subcrônica com Danio rerio
	a\) Avaliação do dano às membranas cel�
	b) Glutationa reduzida (GSH)
	c) Atividade da enzima catalase (CAT)

	4.2.3.1.7 Ensaios de genotoxicidade com Danio rerio
	a\) Avaliação do dano ao DNA \(Teste c
	b\) Avaliação do dano secundário ao DN�





	5 DISCUSSÃO
	6 CONCLUSÕES
	7 PERSPECTIVAS
	REFERÊNCIAS

