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Avaliacao da toxicidade e genotoxicidade dos corantes azo reativos Remazol Preto B e
Remazol Alaranjado 3AR e da eficacia da radiacdo com feixe de elétrons na reducéo da cor
e efeitos toxicos

Alessandro de Sa Pinheiro
RESUMO

As induastrias téxteis desempenham um importante papel na economia nacional e mundial.
Entretanto, do ponto de vista ambiental, suas atividades sdo consideradas como potencialmente
poluidoras e utilizadoras de recursos naturais. Os corantes azo reativos sdo 0s principais corantes
utilizados no setor para o tingimento do algod&o no Brasil e no mundo. Devido a sua baixa
fixacdo a fibra e a variacBes no processo de producédo, cerca de 30 % da concentracdo inicial
utilizada nos banhos de tingimento sdo perdidos e vdo compor o efluente final. Esses compostos
apresentam uma baixa biodegradabilidade e elevada solubilidade em &gua e, por isso, ndo sao
completamente removidos pelos processos biologicos convencionais. Os corantes quando
descartados sem tratamento adequado no corpo d’agua receptor podem causar modificagdes
estéticas, alterar a fotossintese e a solubilidade dos gases, além de serem toxicos e genotdxicos
para a biota. Os principais objetivos do trabalho foram avaliar a toxicidade e genotoxicidade de
dois diferentes corantes azo reativos (Remazol Preto B — RPB e Remazol Alaranjado 3R —
R3AR) e a eficiéncia de reducdo da cor e toxicidade apds o uso da radiacdo com feixe de
elétrons. Também foi analisada a toxicidade dos corantes em diferentes formas quimicas, que
podem ser encontradas nos efluentes. Os ensaios de toxicidade aguda realizados com Vibrio
fischeri, Daphnia similis e Biomphalaria glabrata evidenciaram diferentes padrbes de resposta
para 0s corantes. Os dois corantes em suas formas quimicas foram levemente toxicos para Vibrio
fischeri, com excec¢do da forma vinilsulfona do corante RPB que foi toxico (CE(1)5015min = 6,23
mg L™). Nos ensaios com Daphnia similis, o corante RPB foi levemente toxico na sua forma
original, sulfatoetilsulfona (CE(1)5048, = 91,25 mg L™) e ndo apresentou toxicidade nas demais
formas quimicas. Entretanto, o corante RA3R foi toxico para o dafnideo, sendo muito téxico na
forma vinilsulfona (CE(1)504s, = 0,54 mg L™). N#o foi observada toxicidade nos ensaios com o
organismo Biomphalaria glabrata. A toxicidade crénica foi avaliada com o organismo
Ceriodaphnia dubia e o corante RPB apresentou valores de CENO e CEO iguais a 12,5 e 25 mg
L, respectivamente, para a forma sulfatoetilsulfona. Apés a hidrélise do corante (vinilsulfona e
hidroxietilsulfona) foi observado um aumento os valores obtidos de CENO e CEO. Nao foi
verificado efeito cronico para o corante R3AR e suas formas quimicas. O teste do cometa
adaptado para o caramujo Biomphalaria glabrata foi utilizado para avaliar a genotoxicidade dos
corantes. O corante RPB apresentou genotoxicidade nas concentragdes mais elevadas (1e2 g L’
1), com valores de dano quantitativo de 117 e 112 e o R3AR n#o foi genotéxico. O uso da
radiacdo com feixes de elétrons demonstrou eficacia na remocéo da cor dos corantes. Com a dose
de 10 kGy foi possivel uma reducdo de 97,64 % para RPB e de 96,8 % para R3AR. Apoés
irradiacdo do corante RPB com a dose de 10 kGy foi evidenciada uma reducdo de 59,52 % da
toxicidade aguda avaliada com Vibrio fischeri. Nas demais doses nd&o houve reducdo
significativa, assim como na avaliagdo com Daphnia similis, onde os valores de CE(1)504gh
obtidos foram menores que o corante ndo irradiado. O corante R3AR apresentou diminuicdo da
toxicidade mais acentuada ap6s a radiagdo quando comparado com o RPB, com reducdes de
82,95 % (V. fischeri) e 71,26 % (D. similis) com 10 kGy.



Assessment of toxicity and genotoxicity of the reactive azo dyes Remazol Black B and
Remazol Orange 3R and effectiveness of electron beam irradiation in the reduction of color
and toxic effects

Alessandro de Sa Pinheiro

ABSTRACT

The textile industries play an important role in national and global economy. But, their activities
are considered potentially polluting. The use of large volumes of water and the production of
colored wastewater with high organic matter are among the main issues raised, especially during
the stage of dyeing and washing of the textile process. The reactive azo dyes are the main colors
used in the industry for dyeing of cotton in Brazil and worldwide. Because of its low setting and
variations in the fiber production process, about 30% of the initial concentration used in the
dyeing baths are lost and will compose the final effluent. These compounds have a low
biodegradability, are highly soluble in water and therefore are not completely removed by
conventional biological processes. In addition, other processes do not promote degradation but
the tranference to solid environment. The dyes discarded without treatment in the water body can
cause aesthetic modifications, alter photosynthesis and gas solubility, as well as being toxic and
genotoxic. The main objectives of this study were to evaluate the toxicity and genotoxicity of
two reactive azo dyes (Remazol Black B - RPB and Remazol Orange 3R — R3AR) and the
percentage of color and toxicity reduction after the use of electron beam radiation. The acute
toxicity assays performed with Vibrio fischeri, Daphnia similis and Biomphalaria glabrata
showed different response patterns for dyes. The different chemical forms of dyes were slightly
toxic to Vibrio fischeri and only the RPB dye (vinylsulphone) was toxic (EC5015min = 6,23 mg L
). In tests with Daphnia similis, the dye RPB was slightly toxic in its patern form,
sulphatoethylsulphone, (CE504s, = 91,25 mg L™) and showed no toxicity in other chemical
forms. However, the RA3R dye was toxic to the dafnids and the vinylsulphone form very toxic
(EC504g, = 0,54 mg L™). No toxicity was observed in Biomphalaria glabrata assays. Chronic
toxicity was assessed with the organism Ceriodaphnia dubia and the NOEC and OEC values of
RPB dye (sulphatoethylsulphone) were 12.5 and 25 mg L™, respectively. After hydrolysis of the
dye (vinylsulphone and hydroxyethylsulphone) was shown to increase the values obtained from
the NOEC ans OEC. There was no chronic effect for the R3AR dye and its chemical forms to C.
dubia. The comet assay adapted to hemocytes of Biomphalaria glabrata was used to assess the
genotoxicity of the dyes. The RPB dye was genotoxic at highest concentrations (1 and 2 g L™),
with quantitative values of DNA damage equal to 117 and 112 and the R3AR dye was not
genotoxic. The use of radiation with electron beams have proven effective in removing the color
dyes. With a dose of 10 kGy a reduction of 97.64% and 96.8% for R3AR and RPB, respectively,
was achievied. Possibly, the color removal was mainly due to the interaction of reactive species
such as hydroxyl radicals generated in the radiolysis of water after the radiation beam of
electrons. After radiation of the RPB dye a dose of 10 kGy reduced 59.52 % of the acute toxicity
measured with Vibrio fischeri. For the other doses there was no significant reduction, as well as
with Daphnia similis, where the values of EC504g, obtained were smaller than the non-irradiated
dye. The R3AR dye showed better decreased toxicity after radiation when compared with the
RPB, with reductions of 82.95% (V. fischeri) and 71.26% (D. similis) with 10 kGy.
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“A mente que se abre a uma nova idéia,

jamais voltara a seu tamanho original.”

Albert Einstein



1. INTRODUCAO

O Homem sempre recorreu a0 meio ambiente para suprir suas necessidades basicas de
sobrevivéncia. Durante milhares de anos, os impactos causados ao meio ambiente pelas
atividades humanas eram pequenos e havia tempo suficiente para recuperacdao natural. A partir
da Revolucdo Neolitica as sociedades humanas desenvolveram técnicas de cultivo agricola. O
Homem passou de parasita a socio ativo da natureza, se fixando definitivamente em um local e
adaptando-o as suas necessidades, tendo por base uma economia produtora.

O impacto das atividades humanas sobre o meio ambiente aumentou significativamente a
partir do inicio da Revolucdo Industrial, que iniciou na Inglaterra em 1760 e gradativamente se
tornou um fenbmeno mundial. Os fatores primordiais para o inicio da industrializacdo mundial
foram o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico; o crescimento populacional, criando um forte
mercado consumidor de bens manufaturados e a migracdo do homem do campo para as grandes
cidades, gerando um excesso de mao de obra barata (Moura, 2006).

Com a industrializacdo, os paises passaram a obter um rapido crescimento econdmico,
baseado no uso dos recursos naturais para 0 aumento da produgdo e consumo, concretizando
profundas mudancas socioeconémicas. A renda per capita e a populacdo comecam a crescer de
forma acelerada com constante migracdo do homem para as cidades, ocorre a mecanizagao da
agricultura, modificacdo dos meios de transporte de pessoas e de carga, nos meios de
comunicacgdo, dentre outros. O modelo capitalista é fortalecido com grandes consequéncias
sociais para as cidades urbanas, geradas, principalmente, pela concentracdo de riqueza e o
desemprego (Moura, 2006).

Dentro dessa perspectiva, a questdo ambiental teve seu inicio no final dos anos 50 do século
XX. Nas na¢Oes mais industrializadas, a sociedade em geral passou a constatar uma deterioragdo
na qualidade de vida, afetando a salde tanto fisica quanto psicoldgica dos habitantes das grandes
cidades. Eventos como os ocorridos em Donora, 1958, Londres, 1952, Minamata, 1941-1971 e
outros, onde milhares de pessoas morreram devido a exposicdo a polui¢do foram o despertar dos
cidaddos para a deterioracdo da qualidade do ar e da 4gua (Dias, 1992).

A percepcéo e conscientizacdo das questdes ambientais ganharam forca na década de 70 com

0 surgimento dos primeiros movimentos ambientalistas. Além disso, outro marco historico foi a



realizacdo da primeira conferéncia internacional para discussdo dos temas ambientais, a
Conferéncia de Estocolmo, realizada em 1972 com a participacdo de 113 paises (Loureiro,
2004).

Outras conferéncias mundiais foram acontecendo e, com isso, aumentando as exigéncias da
sociedade, refletindo em uma legislacio ambiental mais rigorosa e uma conseqlente
internalizacdo das questbes socioambientais pelas empresas.

Todos os processos industriais produzem residuos, sejam eles solidos, liquidos ou gasosos,
em maior ou menor quantidade. Antes de serem descartados é imprescindivel que ocorra um
tratamento adequado, sempre obedecendo aos padrées ambientais estabelecidos pela legislacéo.

Com o passar do tempo, percebeu-se que a geracdo de residuos industriais é resultado da
ineficiéncia de transformacdo de insumos (matéria-prima, agua e energia) em produtos,
acarretando em danos ao meio ambiente e custos paras empresas. A solugdo para minimizar o
problema veio com a ado¢do de técnicas de controle preventivo, evitando ou diminuindo a
geracdo de residuos na fonte. Ainda assim, muitas empresas ainda relutam em adotar tais
medidas.

Entretanto, alguns setores apresentam dificuldades para reducgdo e tratamento dos residuos
gerados durante o processo industrial. O setor téxtil se enquadra como atividade potencialmente
poluidora pela resolucdo do CONAMA 237/97. A indUstria téxtil é caracterizada pela utilizacao
de grandes volumes de agua durante todo o processo produtivo, além de utilizar diversos tipos de
corantes que apresentam baixa fixacdo a fibra e sdo resistentes ou apresentam uma cinética de
degradacdo lenta para os processos bioldgicos convencionais. Com isso, um dos maiores
problemas ambientais encontrados por essas empresas € a descoloracdo de seus efluentes,
caracterizados por também apresentarem uma elevada carga organica e toxicidade (Ong et al.,
2005).

O principal impacto causado pelos efluentes téxteis ¢ a deteriorizagdo do corpo d’agua
receptor, com a introducdo de compostos antropicos que podem desequilibrar o ecossistema local
e inviabilizar seu uso para atividades mais nobres, tais como, o abastecimento publico.

Diante dos riscos ambientais causados, principalmente, pela presenca dos corantes, novas
tecnologias tém sido desenvolvidas para sua degradacdo ou imobilizacdo nos efluentes. Os

processos oxidativos avancados (POA) representam a mais recente e potente técnica de



tratamento para efluentes contendo corantes. Os POAs sdo baseados na producdo in situ de
espécies oxidantes como as hidroxilas (OH"), que provocam uma sequéncia de reacbes capazes
de quebrar as moléculas e em muitos casos mineraliza-las (Rauf e Ashraf, 2009).

No Brasil, bem como outros paises, campos de pesquisa estudam a utilizacdo da radiacdo de
efluentes com aceleradores de elétrons, com importantes resultados sobre a eficiéncia da
irradiacdo na reducdo da toxicidade de efluentes considerados criticos (Borrely et al., 2001). O
uso da radiacdo com feixes de elétrons na degradacdo de poluentes organicos recalcitrantes é
baseado na geracdo dos produtos reativos da radidlise da &gua, com destaque para os radicais
hidroxila (OH) e elétron aquoso (e,q) (Duarte et al, 2000; Wojnarovits et al, 2008).

1.1. Justificativa

A industria téxtil é caracterizada por ser uma atividade potencialmente poluidora,
principalmente, devido ao uso e a degradacéo de recurso natural. Em todo o processo industrial
téxtil sdo utilizados elevados volumes de &gua que ao final vdo gerar grandes volumes de
efluentes com elevada coloracao, carga organica e toxicidade, principalmente, devido a presenca
de corantes dissolvidos e dispersos, amaciantes, fixadores e tensoativos.

A dificuldade da remocéo da cor, a geracdo de grande quantidade de lodos nas ETEs das
indUstrias téxteis, que também traduz um impacto ambiental significativo, e o potencial toxico e
mutagénico dos corantes, principalmente dos azo corantes que podem liberar aminas aromaticas
apos clivagem da ligacdo azo e também formar compostos incolores como 2-fenilbenzotriazoéis
(PBTAS), sdo questbes importantes que impulsionam diversas pesquisas e o desenvolvimento de
novas tecnologias para minimizar os impactos causados pelo setor téxtil.

Dentro desse contexto, neste trabalho foi avaliada a toxicidade aguda dos corantes azo
reativos Remazol Preto B 133% (RPB) e Remazol Alaranjado 3R 133% (RA3R), nas diferentes
formas quimicas que podem ser encontradas nos efluentes finais - sulfatoetilsulfona, vinilsulfona
e hidroxietilsulfona - para trés organismos aquaticos, Vibrio fischeri, Daphnia similis e
Biomphalaria glabrata. Ceriodaphnia dubia foi o organismo utilizado para determinar a
toxicidade cronica dos corantes. O potencial genotoxico dos corantes na forma comercial

sulfatoetilsulfona foi determinado utilizando-se o teste do cometa adaptado ao organismo



Biomphalaria glabrata. Alem disso, a irradiacdo com feixe de elétrons foi proposta como

alternativa para o tratamento desses corantes, visando a redugdo de cor e toxicidade.



2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos toxicos e genotoxicos dos corantes azo
reativos Remazol Preto B 133% (C.I. Reactive Black 5) e Remazol Alaranjado 3R 133% (C.I.
Reactive Orange 16) e o potencial da radiacdo com feixe de elétrons na reducdo de sua coloracao

e de sua toxicidade.

Para atingir esse objetivo as seguintes etapas foram desenvolvidas:

e Determinacdo da toxicidade aguda e cronica dos corantes nas diferentes formas quimicas,
tais como a sulfatoetilsulfona, a vinilsulfona e a hidroxietilsulfona, utilizando os
organismos Vibrio fischeri, Daphnia similis, Biomphalaria glabrata e Ceriodaphnia
dubia;

e Avaliagdo da genotoxicidade dos corantes na forma comercial, sulfatoetilsulfona,
utilizando-se o teste do cometa em Biomphalaria glabrata;

e Tratamento dos corantes na forma comercial, sulfatoetilsulfona, com feixe de elétrons,
observando-se as modificacdes no espectro UV/Vis e nos valores de pH e condutividade;

e Determinagdo da toxicidade aguda dos corantes na forma comercial, sulfatoetilsulfona,
apo6s o tratamento com radiacdo de feixe elétrons, utilizando-se os organismos Vibrio

fischeri e Daphnia similis.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA E CONSIDERACOES TEORICAS

O mercado mundial de corantes e pigmentos organicos, em produtos sem aditivos, é
estimado na ordem de 0,9 milhGes de toneladas. Pouco mais da metade da producdo é
concentrada nos corantes téxteis. Em termos de valores, sdo gerados cerca de 12 a 13 bilhdes de
dolares distribuidos entre os corantes e pigmentos organicos e inorganicos (Zollinger, 2003).

O Colour Index (catalogo da Society of Dyes and Colourists) atribui a cada corante comercial
um C.I. (“Colour Index name”) do nome genérico, que inclui a classe de aplicacdo e cor, e um
numero que indica a descoberta cronoldgica (http//www.colour-index.org). Mais de 8 mil
corantes organicos sintéticos registrados estdo associados ao setor téxtil. Para atender um
mercado cada vez mais exigente, a industria de corantes tem desenvolvido corantes econémicos,
com propriedades especificas para obter boa fixa¢do nos tecidos e alta resisténcia aos agentes
desencadeadores do desbotamento (Kunz et al, 2002).

Os corantes téxteis sdo compostos organicos com estruturas moleculares complexas,
formadas por um ou mais grupos cromdéforos (azo, antroquinona, nitro, etc), responsaveis pela
cor do composto através da absorcdo de uma parte da energia radiante e grupos auxiliares que
propiciam sua afinidade pela fibra téxtil (Duran et al., 2000).

Dentre varios grupos cromoforos utilizados atualmente na sintese de corantes o mais
representativo e largamente empregado pertence a familia dos azo corantes, que se caracterizam
por apresentar um ou mais grupamentos —N=N- ligados a sistemas aromaticos. Os azo corantes
representam cerca de 60% dos corantes utilizados no mundo, sendo extensivamente utilizados no
tingimento de fibras téxteis (Kunz et al., 2002).

Embora os grupos cromdéforos fornecam cores as substancias, a intensidade ou brilho da cor
depende de um ou mais grupos quimicos, denominados auxocromos. Grupos auxocromos Sao
grupamentos saturados que quando ligados a um cromé6foro modifica o comprimento de onda
para a intensidade maxima de absorcdo, promovendo a intensidade da cor (Hao et al., 2000).

Segundo Guaratini e Zanoni (2000) os diversos corantes utilizados podem ser classificados
de acordo com sua estrutura quimica (antraquinona, azo, etc) ou de acordo com o método pelo

qual ele é fixado a fibra téxtil. Os grupos auxiliares controlam a fixacdo da molécula cromoforica



ao substrato e constituem a base para que ocorra a divisdo em categorias. A TABELA 1 resume

as diferentes classes de corantes téxteis e suas principais caracteristicas.

TABELA 1. Classificacdo dos corantes téxteis, tipo de ligacdo com a fibra e faixa de exaustdo

Classe de i Tipo de ligacao e fibra de Grau de
Caracteristica S R
corante aplicacéo fixacéo (%)
Reativo Anlonl_c_o, alta Ligacgéo cc.)valente,~ algodao, 60-90
solubilidade viscose, la
Direto Anlonl_c_o, alta Ligacéo ionica, algodéo e 20-95
solubilidade viscose
Az6ico CoI0|qu apos reagao Preuplta(;ao in s!tu do_corante na 95-97
com a fibra, insoluvel fibra, algod&o e viscose
Acido Anionico, alta Ligac&o ionica, nylon e 13 80-93
solubilidade gag Y
Vat ou 4 Cuba CoI0|qu apos reagao Preuplta(;ao in s!tu do_corante na 80-05
com a fibra, insolavel fibra, algodéo e viscose
Enxofre CoI0|d§I apos reagao Prempltagao in sltu do_corante na 60-90
com a fibra, insolGvel fibra, algoddo e viscose
. N . Impregnacdo coloidal e
Disperso D|s_persao C(.)I.O idal, adsorcdo, poliéster, nylon, fibras 80-92
baixa solubilidade o
acrilicas, acetato de celulose
Pré- Anibnico, baixa A «
metalizados solubilidade Ligagdo ionica, nylon e la 90-98

Fonte: USEPA, 1997

3.1. Caracteristicas Gerais dos Corantes Reativos

Os corantes reativos constituem uma classe de corantes que vém sendo utilizada em larga

escala pelas industrias téxteis no mundo, em virtude da sua reatividade com as fibras e

estabilidade da cor (TABELA 2). E a principal classe de corante utilizada no tingimento de



algod&@o. No Brasil os corantes reativos respondem por 57 % do mercado nacional, seguido pelos
corantes dispersos com 37 % (ABIQUIM, 2006).

TABELA 2. Participacdo no mercado mundial de diferentes classes de

corantes

Classe de corante Participagdo no mercado (%)

Disperso 16,2

Reativo 23,6

Acido 18,6

Direto 1,7

Catiodnico (Basico) 7,1

Outros” 26,8

* Inclui corantes do tipo vat, mordante, sulfuroso e azdico, bem como, indigo
Fonte: Zollinger, 2003

Dentre os diferentes tipos de corantes reativos, os principais contém a funcdo azo e
antraquinona como grupos croméforos e os grupos clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila como
grupos reativos. Estes se caracterizam por conter um, dois ou mais grupos reativos capazes de
formar ligacdes covalentes com os grupos hidroxilas das fibras celulésicas, com 0s grupos
amino, hidroxila e tidis de fibras protéicas e também com os grupos amino das poliamidas. Esses
corantes apresentam alta solubilidade em &agua devido a presenca de grupos sulfénicos e
conferem maior estabilidade na cor do tecido tingido, quando comparado a outros corantes em
que o processo de coloracdo se opera atraves de ligagcOes de menor intensidade (Guaratini et al.,
2000).

A maioria dos corantes reativos € comercializada na forma sulfatoetilsulfona (-
SO,CH,CH,0S03Na). Para que ocorra a ligacdo do corante com a fibra, a forma reativa do
corante (vinilsulfona —-SO,CHCHy,) é gerada durante a etapa de tingimento pelo aumento do pH e
temperatura. Sob essas condigdes, o grupamento vinilsulfona reage formando uma ligacéo
covalente com os grupos amino ou hidroxila das fibras, levando a fixacdo do corante. Essa

reacao € representada pelas equacdes 1 e 2, (Wang et al., 2003).



R — 50, — CH ~ CH, -~ OSOsNa o JR- SO - CH = CH;, + Na,SO4 (1)

sulfatoetilsulfona vinilsulfona
R - S0, - CH,=CH, + O — celulose 2 4R — SO, — CH, — CH, — O — celulose  (2)

O tingimento é um processo quimico que pode ser continuo ou descontinuo (esgotamento).
No processo continuo o banho de impregnacdo permanece estacionado enquanto o substrato
passa continuamente por ele, € espremido mecanicamente e fixado por calor seco, vapor ou
repouso prolongado. No processo descontinuo por esgotamento, o corante € deslocado do banho
para a fibra (Braile e Cavalcanti, 1993).

A etapa de tingimento com o0s corantes reativos caracteriza-se por apresentar concentracdes
dos corantes que variam de 10 a 70 g L™, presenca de sais de 25 a 100 g L™ (NaCl ou Na;SO,),
de 2 a50 g L™ de Na,CO3 (ou a combinacdo de Na,CO3 e NaOH) e temperatura de 30 a 85 °C
(Epolito et al., 2005).

O grau de fixacdo do corante ao tecido é de 50 a 90%; o restante é rejeito e vai compor o
efluente final. Essa perda é decorrente da possivel reacdo do corante com a égua, que hidrolisa o
grupo vinilsulfona e gera a forma hidroxietilsulfona (— SO,CH,CH,OH) durante o tingimento,
sendo incapaz de se ligar a fibra. Além disso, esses corantes caracterizam-se por apresentarem
baixa substantividade (propriedade do corante em se deslocar do banho de tingimento para a
fibra) (Pearce et al., 2003).

Portanto, no efluente final podem ocorrer concentragdes do corante que variam de 5 a 1500
mg L™ (Gottlieb et al, 2003) em diferentes formas quimicas, além de altas concentracdes de sal e
elevados valores de pH (11-13), podendo atingir o corpo d’agua receptor quando ndo tratados
efetivamente (Epolito et al.2005).

Em virtude de sua natureza quimica, de seu tamanho e de sua estrutura molecular, 0s
corantes azo reativos apresentam baixa biodegradabilidade aos processos bioldgicos
convencionais (lodos ativados). Os corantes azo reativos sdo deficientes em elétrons e essa
propriedade faz com que sejam pouco susceptiveis ao catabolismo oxidativo bacteriano. Além
disso, sua natureza hidrofilica faz com que passem através do sistema aerdbio sem alteracéo.

Entretanto, sob condicGes anaerdbias, a descolorizacdo do corante pode ser realizada pela
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reducdo do grupamento azo (N=N), gerando compostos que podem ser mais toxicos e

mutagénicos que o corante original (Ong et al., 2005).

3.2. Efluentes Téxteis e Principais Tipos de Tratamento

A producdo téxtil consiste em um conjunto de processos que transforma a matéria-prima
(fibras naturais e manufaturadas ou quimicas) em produtos téxteis, como os fios, 0s tecidos, etc.
Estes processos sdo divididos, basicamente, em fiacdo, beneficiamento de fios, tecelagem,
malharia, enobrecimento (beneficiamento de tecidos) e confeccdo, podendo ser uma inddstria
verticalizada, com todos 0s processos, ou ainda ter somente uma ou algumas fases da producéo
(Braile e Cavalcanti, 1993). Na FIGURA 1 é apresentado um resumo das principais etapas do

benficamento do algodao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fia%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecelagem
http://pt.wikipedia.org/wiki/Malharia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Beneficiamento_de_tecidos
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Confec%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1
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O setor téxtil é caracterizado pela utilizacdo de grandes volumes de agua no processo
produtivo, principalmente nas etapas de lavagem, tingimento e acabamento, gerando altas vazdes
de despejos liquidos (Georgiou et al, 2002).

Os efluentes de uma inddstria téxtil sdo caracterizados por induzir variagdes nos diferentes
parametros, como a demanda quimica de oxigénio (DQQO), a demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), o pH, a cor e a salinidade, dependendo do tipo de processo e dos substratos téxteis
usados. A composicdo do efluente estd diretamente relacionada aos compostos quimicos
utilizados no processo de producdo (Dos Santos, et al 2007). Na TABELA 3 séo representadas as
principais caracteristicas do efluente gerado no beneficiamento do algodéo.

De um modo geral, os efluentes da manufatura téxtil apresentam-se fortemente coloridos,
com grandes quantidades de sélidos suspensos, valores flutuantes de pH, elevada concentracao
de DQO e baixa biodegradabilidade, contendo vérios tipos de corantes, surfactantes, metais,
agentes engomantes, acidos organicos e inorganicos, além de outros compostos quimicos
organicos (Kim et al., 2006; Almeida et al., 2004).

TABELA 3. Caracteristicas do efluente gerado no beneficiamento do algodao

DQO pgo  Solidos Dizgtl)il?/(i)jos Uso de

Processo 1 1 Totais . pH Cor (ADMI) Agua
@Ly)  @L) (gL Totals (L kg™

(gL")
Desengomagem  4,6-5,9 1,7-5,2 16-32 -- -- -- 3-9

Lavagem 8 0,1-2,9 7,6-17,4 - 10-13 694 26-43
Branqueamento  6,7-13,5 0,1-1,7 2,3-14,4 4,8-19,5 8,5-9,6 153 3-124
Mercerizagédo 1,6 0,05-0,1 0,6-1,9 4,3-4,6 5,5-9,5 - 232-308
Tingimento 1,1-46 0,01-1,8 05-14.1 0,05* 5-10 1450-4750 8-300

DQO, demanda quimica de oxigénio; DBO, demanda biolégica de oxigénio; ADMI, American Dye Manufacturer
Institute.

*No caso de alguns corantes reativos a concentragio de sal na etapa de tingimento pode atingir 60-100 g L™, Além
disso, os valores listados na tabela podem variar dependendo do tipo de fibra e classe de corante.

Fonte: Dos Santos, 2007

Segundo Freire et al, 2000, devido a extrema complexidade dos efluentes industriais 0s
processos de tratamento devem ser direcionados a um tipo particular de efluente, permitindo nédo

somente a remog&o de substancias contaminantes como também sua completa mineralizagdo. Os
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diversos processos utilizados para o tratamento de efluentes industriais séo classificados em
fisicos, quimicos e bioldgicos, cada um com suas vantagens e desvantagens.

A opcéo por uma determinada técnica de tratamento ou por uma combinacdo entre duas ou
mais técnicas é o que define um sistema de tratamento e deve fundamentar-se no conhecimento
do potencial de cada processo e dos mecanismos envolvidos na reducdo do contaminante de
interesse.

Um dos maiores problemas relacionados ao tratamento do efluente téxtil é a presenca dos
corantes oriundos, principalmente, das etapas de tingimento. A dificil degradagdo dos corantes,
especialmente 0s azo corantes, € devido a sua estrutura complexa e natureza sintética (Tantak et
al, 2006).

De uma forma geral, os corantes sdo recalcitrantes ou apresentam uma cinética de
degradacéo lenta para os processos biologicos convencionais (lodos ativados) e geram efluentes
finais com uma coloracgdo ainda intensa, mesmo apos o tratamento (Paschoal et al., 2005).

Técnicas como a adsorcdo (Cicek et al, 2007), adsorcdo em carvdo ativado (Orfdo et al,
2006), coagulacéo/floculacdo (Lee et al, 2006; Papic et al, 2004), ultrafiltracdo (Zaghbani et al,
2007) e osmose reversa (Sostar-Turk et al, 2005) tém sido relatadas para a remocéao de corantes
téxteis. No entanto, além de serem mais dispendiosas do que 0s processos biologicos apenas
realizam a transferéncia de fase sem a degradacdo do poluente e necessitam de pos-tratamento
dos residuos solidos gerados ou regeneracdo do material adsorvente (Amorim et al, 2009).

Por outro lado, tratamento quimico com oxidantes fortes (Cl, ou O3) leva a resultados
melhores, porém o custo do sistema pode ser elevado no caso de grandes vazdes pelo uso de dose
elevada e ao consumo de energia elétrica. Além disso, podem gerar compostos mais toxicos. A
cloragdo pode produzir organoclorados com elevada toxicidade e cloraminas que sdo toxicas e
mutagénicas (Robinson et al, 2001).

Outras formas de eliminagéo dos corantes baseiam-se na utilizacdo de processos integrados
que envolvem combinacgBes entre processos bioldgicos, fisicos e quimicos (Robinson et al,
2001).

De acordo com Kunz et al.,2002, em geral, os processos de tratamento de efluentes na
industria téxtil estdo fundamentados na operacdo de sistemas fisico-quimicos de precipitacao-

coagulacdo, seguidos de tratamento bioldgico via sistema de lodos ativados.
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Apos equalizacdo, o efluente é enviado a uma caixa de mistura acoplada a um tanque onde
sdo adicionados sulfato de aluminio, resina e polieletrolitos, respectivamente. As particulas que
geram a coloracdo no efluente sdo adsorvidas pelo polieletrolito, formando flocos que séo
direcionados para o decantador fisico-quimico, sendo que a massa solida do decantador é lancada
para um tanque de mistura, com adicdo de cal para posterior passagem pelo filtro prensa. O
liquido sobrenadante € encaminhado ao processo de lodos ativados, onde recebe também o
esgoto oriundo da prépria industria. O lodo gerado € separado no decantador biolégico, parte
retorna ao sistema e parte € encaminhada ao filtro prensa para posterior destinagdo final
(CETESB, 2001).

O sistema apresenta uma eficiéncia relativamente alta, permitindo a remocdo de
aproximadamente 80% da carga de corantes. Infelizmente, o problema relacionado com o
acumulo de lodo torna-se critico, uma vez que o teor de corantes adsorvido é bastante elevado,

impedindo o seu reaproveitamento (Kunz et al., 2002).

3.2.1. Processos Oxidativos Avancados

Os Processos Oxidativos Avancados (POA) tém sido descritos como uma alternativa para
remocdo de poluentes persistentes e de efluentes com elevada carga organica, quando 0s
tratamentos convencionais ndo alcancam a eficiéncia necessaria (Amorim et al, 2009). Os POAs
sd0 baseados na producéo in situ de espécies oxidantes como as hidroxilas (OH") que provocam
uma sequéncia de reacGes capazes de quebrar as moléculas em produtos menos nocivos e, em
muitos casos, mineraliza-las (Rauf e Ashraf, 2009).

Os radicais hidroxil tém potencial de oxidac¢éo de 2,8 V, inferior apenas ao fluor (3,03 V) e
podem ser gerados por varios métodos, incluindo processos envolvendo oxidantes fortes como o
0z6nio e perdxido de hidrogénio, semicondutores como didxido de titanio e 6xido de zinco e

radiacdo. Os principais POAs sdo representados na TABELA 4 (Wojnarovits et al., 2008).
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Métodos

Espécies reativas

Tratamento com Oz6énio: Oz ou O3/H,0,

Processo Fenton: H,0,/Fe*? ou H,0,/0s/Fe*?
(meio acido)

Processo Foto-Fenton usando UV na inducgéo

Foto-oxidagéo induzida por UV (4 = 185nm e
254nm) ou UV/Og, UV/H202 e UV/O3/H202,
respectivamente, usando lampada de Hg de
baixa pressao, por exemplo

Tratamento de Fotocatalise: UV/luz vis usando
TiO,, ZnO, etc como catalisador

Oxidacéo de poluentes induzidas pela radiagéo
usando elétrons acelerados, raios y e raios X;
efeito sinérgico na presenca de O3/O,,
eventualmente H,O, como aditivo

Oxidac&o Eletroquimica
Tratamento Ultrasénico (sondlise da agua)

Oxidacdo Térmica usada para efluentes
industriais

‘OH, HO,'/O; %, O3 °
'OH, HO,'/0; %, O35 °

"OH

'OH, HO;'/O; %, O3 °

"OH

'OH, HOZ./OZ- ., O3 ., eaq', H*

‘OH, "H

Fonte: Wojnéarovits et al., 2008

Resultados promissores tém sido obtidos utilizando Processos Oxidativos Avangados (POA) no

tratamento de efluentes coloridos nos Gltimos anos (Arslan-Alaton, et al., 2008; Sadik, 2007;

Hammami et al., 2007; Oliviero et al., 2003). Em &guas residuarias coloridas, os radicais hidroxil

atacam as ligagdes azo insaturadas do grupo cromoforo, promovendo a descoloracdo do efluente

(Hsueh et al, 2005).

A vantagem do uso dos POAs em relacdo aos demais processos é que ndo ocorre a

transferéncia de fase do poluente e ndo ha producgédo de lodo contaminado (G6zmen et al, 2009).

S&o processos limpos e ndo seletivos, podendo degradar inUmeros compostos independente da

presenca de outros. Além disso, podem ser usados para destruir compostos organicos tanto em

fase aquosa como em fase gasosa ou adsorvidos numa matriz solida (Teixeira e Jardim, 2004).
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De acordo com Teixeira e Jardim, 2004 os POAs também se destacam por:

Mineralizar o poluente e ndo somente transferi-lo de fase;

Serem muito usados para compostos refratarios a outros tratamentos;
Transformar produtos refratarios em compostos biodegradaveis;
Serem usados com outros processos (pré e pos tratamento);

Apresentar forte poder oxidante, com reagdo cinética elevada;

AN N N N NN

Mineralizar o contaminante e ndo formar subprodutos, quando usado oxidante

suficiente;

<\

Geralmente melhorar as qualidades organolépticas da agua;

<

Em muitos casos, consumir menos energia, acarretando em menor custo;

v" Possibilitar tratamento in situ.

Tratando-se de um processo destrutivo, podem ser gerados produtos intermediarios oriundos
da ndo mineralizacdo (formacdo de didxido de carbono (CO;) e espécies inorganicas) de
contaminantes organicos complexos. Esses produtos podem provocar maiores danos biolégicos
gue o composto original, com isso, 0s ensaios de toxicidade sdo uma importante ferramenta para
avaliar as condic¢des de operacdo do POA (Rizzo, 2011).

Kusvuran et al., 2004, avaliaram a degradacdo do corante Reativo Vermelho 120 (20 - 100
mg L™) utilizando diferentes POAs. A toxicidade do corante foi avaliada com P. putida durante
os tratamentos e nenhum efeito foi observado no crescimento bacteriano. Em 2005, os autores
estudaram os produtos de degradacio do corante Reativo Preto 5 (20 - 100 mg L) com P.putida
e verificaram que a toxicidade aumentou ap06s 15 min de tratamento com os POAs. A toxicidade
diminuiu apos 90 min, apenas, com os tratamentos eletro-fenton e UV/eletro-fenton.

Osugi et al., 2006, estudaram a oxidagdo fotoeletrocatalitica do corante Remazol Azul
Turquesa 15. O corante original e oxidado ndo apresentaram atividade mutagénica, entretanto,
apos o tratamento foi observado um aumento da toxicidade para V. fischeri, explicado pela
liberacdo do cobre durante o tratamento.

Merig et al., 2004, trataram o corante Reativo Preto 5 (100 mg L) com o processo oxidativo

de fenton e ndo observaram toxicidade com D. magna ao final do tratamento.
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Vajnhandl e Le Marechal, 2007, utilizaram o processo de ultra-som para descolorir e
metabolizar o corante Reativo Preto 5 (5 - 300 mg L™). Ap6s 6 horas ndo foi observada nenhuma
toxicidade aguda em V.fischeri e baixa eficiéncia na degradagdo do corante, indicando que o
tratamento utilizado sozinho foi ineficiente na degradagéo.

Satuf et al., 2011, estudaram o modelo cinético de degradacao fotocatalitica (UV/TiO,) do
corante Acido Laranja 7 e verificaram um aumento na biodegradabilidade e diminuicdo da

toxicidade em V.fischeri apos o tratamento.
3.3. Radiacdo de Feixe de Elétrons

As pesquisas com a utilizacéo de radiacdo ionizante na area ambiental iniciaram na década de
50, principalmente, com a desinfeccdo de lodos para possivel reuso na agricultura. Em 1960, os
estudos avancaram para o tratamento de agua e efluentes domeésticos. Na década de 1970 e 1980
foram conduzidos estudos em laboratorio com efluentes industriais e dgua subterranea. E na
década de 1990 ja se encontravam algumas plantas piloto instaladas. Atualmente, diversos paises
vém estudando e, em alguns casos, ja fazendo uso da radiacdo ionizante na area ambiental para o
tratamento de agua, efluentes, desinfeccdo de lodos e diversos poluentes organicos persistentes
(POPs) (IAEA, 2007).

Um destaque € para a instalacdo de uma planta completa em Daegu, na Republica da Coréia,
em 2005. Esta planta esté localizada num complexo téxtil industrial, com capacidade de tratar
10000 m® por dia de aguas residuais, utilizando um acelerador de elétrons de 1 MeV, 400 kW
combinado com sistema bioldgico. Esse projeto foi baseado na instalacdo de uma planta piloto,
em funcionamento desde 1998, com capacidade de tratar 1000 m® por dia de efluentes téxteis
utilizando irradiagdo de feixes de elétrons combinado com tratamento biologico, onde ficou
demonstrado uma reducdo em aditivos quimicos e no tempo de retengdo e um aumento na
remocdo da DQO e DBO de até 30 a 40 % (IAEA, 2007).

No Brasil, 0 Centro de Tecnologia das Radia¢fes (CTR) situado no Instituto de Pesquisas
Energéticas Nucleares (IPEN) possui uma planta piloto construida em 1993 com capacidade de
tratar 3 m® por hora de efluentes, utilizando acelerador de elétrons de 1,5 MeV, 37,5 kW.

Diversos trabalhos vém demonstrando a eficiéncia do uso da radiacdo ionizante em aplicagdes
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ambientais (Sampa et al, 1995, Borrely et al, 1998, Sampa et al, 1998, Duarte et al, 2000, Rela
et al, 2000 Borrely, 2000, Duarte et al, 2002, Duarte et al, 2004, Moraes et al, 2004, Romanelli
et al, 2004, Duarte et al, 2007, Duarte et al, 2009).

O tratamento de efluentes com radiagdo ionizante pode ser realizado utilizando fontes de
raios gama (Cobalto-60 e Césio-137) e aceleradores de elétrons. Atualmente os aceleradores de
elétrons sdo preferencialmente utilizados para aplicacbes ambientais, apresentando vantagens
como taxa de dose alta, maior rendimento de energia, licenciamento similar as maquinas de Raio
X e sistema liga e desliga que cessa a emissédo de radiacdo ionizante. Entretanto, a baixa
penetracdo dos feixes de elétrons e a necessidade de operadores especializados sdo as principais
desvantagens (Getoff, 1996, Duarte, 1999, Romanelli, 2004).

Um acelerador de particulas pode ser definido como um equipamento que aplica forcas a
particulas carregadas por meio de alguma combinacdo de campos elétricos e magnéticos,
gerando ions de alta velocidade e alta energia cinética. Quando se estabelece um potencial de alta
voltagem entre catodo e anodo, no vacuo, o catodo emite feixe de elétrons, chamados de raios
catodicos ou feixes eletronicos, seguindo o mesmo principio do tubo de televisdo, onde a
diferenca fundamental é que este Gltimo utiliza 25.000 volts de energia, aproximadamente,
enquanto o acelerador utiliza da ordem de milhdes de volts (FIGURA 2) (Bly, 1988).

No acelerador de elétrons, uma fonte de alta tensao fornece os elétrons que serdo acelerados
(Harvey, 1969). De acordo com a disposicdo geométrica dos campos eletromagnéticos
responsaveis pela aceleracdo das particulas, os aceleradores séo classificados em lineares ou
ciclicos. Os principais componentes de um acelerador sdo: fonte de alta tensdo, tubo acelerador
em vacuo, canhdo de elétrons, cdmara de irradiacdo, painel de controle e sistema de seguranca,
que devem ser blindados para barrar a passagem dos raios X gerados pelo freamento dos elétrons
ao penetrarem na matéria (Romanelli, 2004).
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FIGURA 2. Comparagdo entre o acelerador de elétrons e o tubo de televiséo
Fonte: Borrely, 2001

A faixa de energia dos aceleradores de elétrons utilizados para a aplicacdo ambiental esta
entre 0,5 - 10 MeV. Elétrons de baixa energia menor que 0,5 MeV sdo inadequados devido a sua
baixa penetracdo, enquanto elétrons de energia acima de 10 MeV podem induzir radioatividade
ao material irradiado. A poténcia do feixe (produto entre a energia de elétron e a corrente) varia
entre 5 - 600 kW, embora aceleradores com maior poténcia (LMW ou mais) sdo esperados no
futuro. Aceleradores de média energia produzem elétrons de energia entre 0,5 - 5 MeV e
poténcia de até 400-600 kW. Esses aceleradores séo utilizados para o tratamento de efluentes e
de gases emitidos contendo NOy e SOy. Os aceleradores de 5 - 10 MeV geralmente sdo utilizados
para desinfeccdo de lodos e, em menor grau, para o tratamento de residuos perigosos. A escolha
do acelerador tem implicacdo direta no custo de implantagdo do sistema de tratamento (IAEA,
2008).
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3.3.1. Interacdo da Radiacdo com a Matéria

A radiacdo de feixe de elétrons é um processo fisico-quimico classificado como processo
oxidativo avancado (POA). O processo é fundamentado na interacdo da radiacdo ionizante,
produzida por um acelerador de elétrons, com o substrato.

A radiacdo ionizante interage com a matéria transferindo sua energia para os elétrons dos
atomos do material irradiado. Os elétrons podem ser ejetados dos atomos, caso a energia
transferida seja superior a energia de ligacdo do elétron com sua estrutura atbmica, gerando ions
positivos e elétrons livres (ions negativos). Ou podem ser movidos para camadas mais externas
(de maior energia), quando a energia transferida ndo é suficiente para arrancar os elétrons dos
atomos, gerando atomos ou moléculas excitadas. Esse fendmeno fisico consiste na ionizagdo e
excitacdo dos 4tomos e se processa num intervalo de tempo da ordem de 10™*a 10™*? s. Os fons
positivos, elétrons e espécies excitadas sdo os precursores de qualquer mudanca quimica no
material irradiado. Nessa segunda fase de interacdo, ocorrem os efeitos quimicos, podendo
ocorrer rupturas de ligages nas moléculas e formacao de radicais livres, num intervalo de tempo
de aproximadamente 10 s (Cooper et al, 1998, Duarte, 1999).

Em todos os processos de irradiacdo ionizante é fundamental que se conheca a quantidade de
energia absorvida pelo material quando ele é exposto a um campo de radiacdo, onde os efeitos
fisicos, quimicos e bioldgicos sdo dependentes da quantidade de interacdes dessa energia com 0
meio. De acordo com o Sistema Internacional de Medidas, a dose de radiacdo absorvida é
definida pela relacdo entre a energia absorvida pela massa de material exposta a um campo de
radiacdo, representado por Joule por quilograma (J kg™) e recebe um nome especial, Gray (Gy).

A relacéo entre essas unidades é definida por: 1 J kg™ = 1 Gy = 100 rad (Harvey, 1969).

3.3.2. Radidlise da Agua

A degradacdo de compostos organicos e inorganicos pode ocorrer pela interagdo direta da
radiacdo ionizante com os compostos ou pelo efeito indireto, com a interagdo da radiacdo com a
molécula de agua (radiélise) gerando espécies quimicas reativas que, por difusdo, interagem com

0S compostos. Para compostos puros, os efeitos resultantes s@o provenientes principalmente da
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acdo direta, mas em solucgdes e efluentes liquidos o principal mecanismo é a ac¢do indireta da
radiacédo, sendo insignificante o efeito direto.

A irradiacdo de alta energia produz transformacOes radioliticas na molécula da &gua. A
energia transferida dos elétrons acelerados provoca distdrbios no sistema de elétrons da molécula
da &gua (ionizacéo e excitacdo) gerando produtos quimicos altamente reativos e de pequena meia
vida (menor que 1 ps) (IAEA, 2007).

Os principais produtos quimicos reativos gerados pela radidlise da dgua s&o 0s €75, H*, OH" e

os produtos moleculares H,0; e H,. Os produtos sdo formados na seguinte proporcao:

H,O —[2,6] €39 + [0,6] H' + [2,7] OH" + [0,7] H,0 + [2,6] H30" + [0,45] H, (3)

O rendimento das espécies formadas a partir da absorcdo da energia pelas moléculas da agua
pode ser mensurado, sendo expresso com valor de G (mol J*) e significa o nimero de radicais,
moléculas ou ions que sdo formados (ou destruidos) em uma solucéo pela absorcao de 100 eV de
energia incidente (Borrely, 2001).

Os respectivos valores de G estdo representados na equacdo 3 e séo dependentes do pH da
solucéo.

Em meio acido o €4 € convertido em atomo de hidrogénio.

€+ Ho> H 4)

Em meio bésico os a&tomos de hidrogénio sdo transformados em e, e 0s radicais OH"

dissociam-se.
H®+ OH g —> €'y )
OH. _’an + H+aq (6)

Na presenca de ar ou solugBes com oxigénio saturado ocorre a captura do e5q e H' pelo

oxigénio gerando os radicais anion superoxido e perhidroxil.
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e-aq + 02 —> 02-. (7)

H"+O; —»HOy ®)

Os radicais gerados na radidlise interagem entre si e com 0S compostos organicos e
inorganicos presentes no efluente (Getoff, 1999, Romanelli, 2004). Assim, 0S processos
quimicos basicos (oxidacgdo, reducdo, dissociacdo ou degradacdo) vdo ocorrer, principalmente,
pela reacdo do composto organico com as espécies geradas (Paul et al, 2011).

As propriedades e caracteristica dessas espécies sdo discutidas a seguir (Buxton et al., 1998):

Elétron Aquoso
O elétron aquoso é um potencial agente redutor (- 2,9 V) e seu modo de acdo pode ser

representado na transferéncia de um elétron.

€q+S" —» S™'; onde n é a carga positiva do soltuto 9)

O elétron aquoso atua como nucleofilico em suas reagdes com moléculas organicas. Sua
reatividade é aumentada pelos elétrons substituintes adjacentes a ligacdo dupla de alcenos ou
ligados a anéis aromaticos. Também é observada quando as moléculas organicas contem atomos
halogenados.

€aq+ RX —»RX —> R+ X (10)
Atomo de Hidrogénio

O atomo de hidrogénio reage com moléculas organicas pela abstracdo de H de moléculas

saturadas e pela adigdo de centros de insaturagdo, como por exemplo:

H*+ CH;OH —"CH,OH + H; (11)
H*+ CH, = CH; — "CH,CH; (12)

O processo de feixe de elétrons € o Unico a formar esse radical.
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Radical Hidroxila
O radical hidroxil € o mais potente agente oxidante, tendo um potencial redox de 2,8 V em

solugdo acida e 1,8 V em solucdo neutra, onde a energia livre de neutralizagdo do OH pelo H”

ndo é disponivel. A reacdo do OH® com ions é representada pela simples transferéncia de

elétrons.
OH'+8" —» S™ + OH" (13)
Se S for um ion halogénio teremos:

S+S —» Sy (14)

O S, pode reagir com moléculas organicas e formar compostos organicos halogenados.

O OH’ pode reagir de varias formas com substancias quimicas em solucdo aquosa, 0s tipos
mais comuns sdo: adicdo, abstracdo de hidrogénio, transferéncia de elétrons e recombinacao

radical-radical.
Reacdes de adi¢do ocorrem prontamente com compostos aromaticos e alifaticos insaturados.

OH® + CH,=CH; — HOCH,- CH;’ (15)

Reacdes de abstracdes ocorrem com moléculas saturadas e insaturadas, como aldeidos e

cetonas.
OH® + CH;3-CO-CH; —» CH,"COCH; + H,0 (16)
Peroxido de Hidrogénio

A principal reacdo resultante da formacdo do H,O, é a recombinacdo radical-radical

envolvendo OH".

OH'+OH' —» H,0, (17)
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Também pode ocorrer a dissociac¢éo do H,0:

Especificamente na interacdo da radiagdo ionizante com efluentes liquidos, a decomposicao
completa de um poluente é dependente de varios fatores tais como, a reatividade dos produtos
primarios da radidlise da agua, a presenca de sais inorganicos, 0S compostos organicos, a
estrutura da molécula, a temperatura, 0 pH, a concentracdo de oxigénio, a dose e a taxa de
radiacédo (Las Casas, 2004).

As principais vantagens do uso do tratamento utilizando a radiag&o ionizante sobre os demais

tratamentos convencionais e POAS sdo:

v Producdo de espécies reativas capazes de oxidar e reduzir na mesma proporcao em
meio aquético;

v" O processo pode ser utilizado simultaneamente para controle o biolégico e de

substancias quimicas perigosas recalcitrantes;

N&o ha necessidade de utilizar nenhuma substancia quimica;

O processo é rapido, limpo e permite flexibilidade para o design da planta;

Os aceleradores necessitam apenas de eletricidade para operar;

S X X

Os sistemas sao totalmente automatizados para facilitar a operacao.

3.3.3. Custo do Tratamento com Feixe de Elétrons

Segundo Rela, 2004, a viabilidade da utilizagdo da tecnologia de processamento de efluentes
com feixe de elétrons depende, na maior parte, do custo do tratamento, que, por sua vez, depende
da eficiéncia do processo e dos equipamentos e instalagdes necessarias para sua utilizacdo. Para
um estudo de viabilidade econémica com o propdésito de determinar a melhor relacdo custo-
beneficio faz-se necessario definir a dose requerida para o tratamento e a vazdo do efluente. A
partir destes dados, o tipo de acelerador a ser utilizado é definido e os custos operacionais sao
determinados de modo a obter o custo unitario para o tratamento de um metro cubico do

efluente.
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Segundo IAEA, 2008, para competir com outros processos, em termos econdmicos, 0 uso do
potencial do sistema de feixe e elétrons deve objetivar a reducdo das doses necessarias, a
melhoria da eficiéncia e a redugdo do custo do acelerador de elétrons.

Gehringer, 2004, realizou um estudo para avaliar o custo para a implantacdo de uma estagao
de tratamento com o sistema bioldgico combinado com O3 e, outra, com 0 uso de feixe de
elétrons combinado com Oz. Apds a analise do custo inicial de implantacdo e o custo de
operacdo de cada estacdo de tratamento, o autor definiu o custo unitario para o tratamento de um
metro cubico do efluente a ser tratado, sendo 3,7 $ / m® o custo total do feixe de elétrons com
o0z6nio e 3,5 $ / m* o custo total para o sistema biolégico com ozénio. O autor concluiu que as
duas formas de tratamento foram eficazes no tratamento do efluente, a estimativa de custo
favoreceu o sistema biolégico com ozonio, porém, o tratamento com feixe de elétrons e ozoénio

ndo gerou rejeito solido (lodos).
3.3.4. Degradacdo de Corantes e Efluentes Téxteis Utilizando Radiacéo de Feixe de Elétrons

A maioria dos estudos tem como objetivo entender o processo de descoloragéo e degradacéo
dos corantes em solucdo aquosa, utilizando técnicas de radidlise de pulso (Palfi et al., 2007;
Dajka et al., 2003; Foldvary et al., 2007; Wojnarovits et al., 2008). Poucos trabalhos tém sido
realizados utilizando feixe de elétrons na descoloracéo de corantes com estrutura definida.

Wang et al. 2006, avaliou a descoloracdo e degradacao por feixe de elétrons de dois corantes
reativos (Reactive Red KE-3B e Reactive Blue XBR). O estudo demonstrou maior eficacia na
reducdo da cor e DQO ao combinar a radiacdo com feixe de elétrons com H,0,.

Ting et al., 2008, utilizaram a radiacéo de feixe de elétrons para degradar um efluente téxtil
composto por corantes reativos (80-90 %) e corantes dispersos (10-20 %). O estudo demonstrou
que a concentracdo do poluente e a dose de irradiacdo aplicada para remover a cor e a DQO séo
dependentes uma da outra.

Vahdat et al., 2010, estudou a descoloracdo e degradacdo do corante Direto Preto 22. No
trabalho os autores evidenciaram a direta influéncia da concentragdo inicial do corante na
eficacia da taxa de dose de feixe de elétrons necessaria para descoloracao, diminui¢do de DQO e
pH.
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A melhoria na eficiéncia e a reducéo na dose de radiacdo podem ser alcan¢adas combinando-
se o0 tratamento de feixes de elétrons com outros processos. Além de Wang et al. 2006, ja citado
anteriormente, Kim et al. 2007, aplicaram a radiacdo de feixe de elétrons como pré-tratamento
para 0 processo de lodos ativados. O estudo demonstrou que doses baixas (1 kGy) foram
suficientes para aumentar a biodegradabilidade do efluentes téxteis. ApOs a radiacdo oS
compostos organicos foram convertidos em compostos moleculares menores, melhorando a
eficiéncia do processo bioldgico e reduzindo seu custo de operacéo.

Duarte et al., 2000 utilizaram a radiacdo de feixe de elétrons no tratamento de efluentes
provenientes de cinco diferentes etapas de uma estacdo de tratamento de esgotos que também
recebia 20 % de efluentes industriais. A radiacdo foi eficaz na remocdo de trihalometanos,
tetracloroetileno (PCE), tricloroetileno (TCE), corantes e outros. Entretanto, ndo evidenciaram
significativas mudancas na DQO e DBO, porém, os compostos gerados foram menos tdxicos
(Borrely et al., 2001). Os autores sugerem a utilizacdo de 20 kGy para o tratamento do efluente
industrial antes da entrada na estacdo ou 5 kGy para o tratamento do efluente final, apds o

tratamento biologico.

3.4. Legislacdo Relacionada ao Lancamento de Efluentes

A Resolucdo Federal CONAMA n° 357 de 17.03.2005 estipula normas e procedimentos
sobre a classificacdo dos corpos de agua e seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrbes de lancamento de efluentes a serem obedecidos tanto pelos usuarios das
aguas como pelos 6rgaos ambientais.

A resolucdo classifica as aguas doces, salobras e salinas em funcdo dos usos preponderantes
atuais e futuros. A cada classe corresponde um elenco de usos, reunidos de acordo com o grau de
exigéncia com relacdo & qualidade que a agua deve possuir para atender aos Seus USOS
preponderantes ali definidos. No total sdo definidos 11 classes, sendo 5 para as aguas doces, 3
para as aguas salinas e 3 para as salobras.

Para cada classe sdo estabelecidos padrdes de qualidade que as aguas deverdo possuir para
atender os usos. Os padrdes sdo menos restritivos para as classes destinadas a usos menos

nobres.
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Além dos padrdes de qualidade, a Resolugio CONAMA n° 357 fixa os padrdes de emisséo
que devem ser obedecidos pelos efluentes langados direta ou indiretamente nos corpos de agua,
por quaisquer fonte de poluicdo. Recentemente tal Resolucgéo foi alterada e complementada pela
Resolucdo CONAMA n° 430 de 13.05.2011 (artigo n° 16). Tais padrées devem ser sempre
respeitados, independentemente da classe do corpo receptor, pelo que se constituem nos
requisitos minimos a serem atendidos pelas atividades poluidoras. E esse lancamento nao pode
conferir ao corpo receptor caracteristicas em desacordo com as metas obrigatorias progressivas,
intermediarias e finais do seu enquadramento.

Importante destacar que a Resolucdo exige a realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos
definidos pelo 6rgao ambiental competente e ndo define a concentracdo de corantes antes do
lancamento do efluente. Os érgdos ambientais também podem estabelecer em caréater geral ou
individualmente a carga poluidora méaxima para o lancamento de substancias passiveis de
estarem presentes ou serem formadas nos processos produtivos, constantes ou ndo dos padrdes
de emissdo por ela fixados, seja no licenciamento da atividade ou por norma especifica,
objetivando o cumprimento das metas estabelecidas para o enquadramento do corpo de agua.

No Estado de S&o Paulo, o Regulamento Lei 997 de 31.05.1976 aprovada pelo Decreto n°
8.468 de 08.09.1976 estabelece a classificacdo das aguas de acordo com seus uSOS
preponderantes e os padrfes de qualidade que as mesmas devem atender.

O Decreto 8.568/76, em seus artigos n° 17 e 18, também estabelece as normas e os padrdes
de lancamento de efluentes em corpos de agua e redes de esgoto. Dentre os diversos parametros,
a norma exige a reducdo de 80 % da carga orgénica ou que a DBO apresente concentracao
maxima de 60 mg O./L para lancamento do efluente no corpo de agua receptor. O artigo n° 19
determina que quando houver sistema publico de esgotos, em condi¢bes de atendimento, os
efluentes de qualquer fonte poluidora deverao ser nele lancados. Tratando-se de uma obrigagéo a
ser cumprida pelas empresas e particulares, e ndo de uma faculdade.

Os artigos de n° 19A ao 19F estabelecem os parametros e condicGes de lancamento dos
efluentes em rede, exigindo um pré- tratamento, considerando a existéncia ou néo de sistema de
tratamento implantado pelo gestor do servigo pablico de dguas e esgotos, do fato de esse sistema

ja estar em fase de planejamento ou ter sido aprovado pelos 6rgdos competentes, embora ainda
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ndo implantado. Também estabelece as condic¢Ges técnicas para o lancamento dos efluentes na
rede.

Assim como na Legislacdo Federal o controle da presenca de corantes é realizado no corpo
de &gua receptor, onde em &guas de classe 1 ndo pode haver despejo de efluentes industriais,
mesmo tratados; classes 2 e 3 sdo proibidos a presenca de corantes que nao sejam removiveis por
processo de coagulacédo, sedimentacdo e filtracdo convencionais e classe 4 ndo ha restrigdes.

A Resolucdo SMA n° 3 de 22.02.2000 acrescenta outras exigéncias para os efluentes,
considerando eventuais interag0es entre as substancias presentes no efluente. Esta Resolucdo
determina que o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos aos
organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com as relacbes que fixam a toxicidade
permissivel, estabelecendo a férmula e critérios de célculo para avaliar se os limites de

toxicidade estdo sendo observados.

DER < CE(50) ou CL(50) ou DER < CENO (18)
100 10

Onde:

DER = Vazdo Média do Efluente x 100 (19)

Vazédo Média do Efluente + Q7109 do Corpo Receptor

DER = Diluicdo do efluente no corpo receptor, em %

CE(50) = Concentracao do efluente que causa efeito agudo a 50 % dos organismos aquaticos,
em um determinado periodo de tempo, em %

CL(50) = Concentracdao do efluente que causa efeito agudo (letalidade) a 50 % dos
organismos aquaticos, em um determinado periodo de tempo, em %

CENO = Concentracao do efluente que nédo causa efeito cronico observavel, em %
3.5. Aspectos Ambientais dos Corantes Téxteis
Considerando-se os corantes de um modo geral, além dos pigmentos propriamente ditos,

estima-se que 15% da producdo mundial € perdida para 0 meio ambiente durante a sintese,

processamento ou aplicacdo desses corantes, representando aproximadamente um langcamento de
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cerca de 128 toneladas por dia. A principal fonte dessa perda esta nos residuos liquidos da
industria téxtil, devido a incompleta exaustdo dos corantes (10-20% de perda) (Zollinger, 2003).

A problematica ambiental associada ao efluente téxtil é bastante conhecida. Pela sua propria
natureza, a presenca dos corantes é facilmente detectada, sendo visiveis mesmo em
concentracdes menores que 1 mg L. Quando lancados nos corpos d’agua sem tratamento
adequado, podem alterar a coloracdo das dguas e diminuir a fotossintese no sistema, alterando o
regime de solubilizacdo dos gases pela diminuicdo da penetracdo da luz e podem apresentar
toxicidade aos organismos aquaticos; se o corante sofrer degradacdo biotica ou abiotica, seus
metabolicos podem ser mutagénicos ou carcinogénicos (Kunz et al., 2002). Além disso, 0s
corantes reativos sdo configurados para reagirem eficientemente com substancias portadoras de
amino e hidroxila presentes nas fibras, porém, também presentes em todos 0s organismos Vvivos
constituidos de proteinas, enzimas, entre outras (Guaratini e Zanoni, 2000).

Umbuzeiro et al., 2005, identificaram, utilizando o teste de Salmonella/Microssoma (teste de
Ames), que corantes dispersos contribuiram para atividade mutagénica no Rio Ribeirdo dos
Cristais no Brasil.

Ohe et al., 2008, verificaram a presenca de mutagénicos indiretos, 3,3’- Diclorobenzidina e
5-nitro-Diclorobenzidina, presentes na agua rio Waka, no Japdo. Esses compostos sdo
produzidos como matéria prima para producéo de polimeros e intermediarios de corantes.

Watanabe et al. 2006, identificaram a presenca de compostos mutagénicos derivados de
corantes dinitrofenilazo (PBTAS) nas aguas de trés rios no Japao.

3.6. Aspectos Ecotoxicologicos dos Corantes Téxteis

A avaliacdo dos efeitos bioldgicos de poluentes quimicos se baseia principalmente nos
ensaios de toxicidade aguda e cronica. A letalidade e a imobilizagdo em organismos jovens sao
0s parametros mais usados nos ensaios de toxicidade aguda, que se caracterizam pela curta
duracdo e esquema experimental simples. Os ensaios de toxicidade cronica permitem avaliar
efeitos adversos apos exposicOes prolongadas a concentragdes subletais dos contaminantes
aquaticos (Doust et al., 1994; Cooney, 1995).



30

Os protocolos de estudos ecotoxicoldgicos recomendam a realizacdo de ensaios de
toxicidade aguda e crénica com trés espécies de organismos aquaticos representativas de niveis
tréficos distintos (Rand et al., 1995).

Os ensaios de toxicidade consistem em expor organismos representativos durante um
periodo de tempo determinado, a vérias concentracfes de uma ou mais substancias e avaliar 0s
efeitos causados. Os efeitos toxicos vao desde a mortalidade até os efeitos subletais, tais como
mudangas no crescimento, no desenvolvimento, na reprodugdo, no comportamento, etc. Os
efeitos deletérios podem ser de dois tipos, agudo ou crénico (Abrahdo et al., 2002).

Mais de 90% dos 4.000 corantes testados pela Ecological and Toxicological Association of
the Dyestuffs Manufacturing Industry (ETAD) apresentaram altos valores de toxicidade. Varios
corantes acidos, basicos e diretos com grupamento azo tém sido classificados como toxicos para
peixes, crustaceos, algas e bactérias, enquanto os corantes azo reativos tém elevados valores de
concentracdo efetiva (CEsp > 100 mg L™) e ndo sdo considerados toxicos (Novotny et al., 2005).

A toxicidade dos corantes tem sido relacionada ao seu carater hidrofobico. A diminuicéo
da toxicidade tem sido alcancada com a introducdo de grupos polares na estrutura dos corantes,
tornando-os mais sollveis em &gua. Os corantes azo reativos sdo caracterizados por apresentar
grupos sulfénicos em sua estrutura e, por isso, amplamente sollveis em agua (Pinheiro et al,
2004).

Apesar dos corantes azo reativos apresentarem baixa toxicidade aguda, pouco se sabe sobre
os efeitos causados pelas formas vinilsulfona e hidroxietilesulfona e da exposi¢do prolongada
desses compostos. Além disso, apresentam o grupamento azo que pode sofrer reducédo e,
dependendo da sua estrutura, liberar compostos mutagénicos.

Weber et al., 1990, identificaram a presenca do corante Reativo Azul 19 na forma
vinilsulfona e hidroxietilsulfona no efluente téxtil. Apos o tratamento do efluente, apenas a
forma vinilsulfona foi detectada, estimando que cerca de 25 % do corante ndo era eficientemente
removido pelo tratamento bioldgico. O autor demonstrou que o corante na forma vinilsulfona
tem uma meia-vida de aproximadamente 46 anos em aguas naturais e que pode se ligar a
superficie do sedimento pelo mesmo mecanismo que se liga a fibra, com meia-vida de 2,5 dias
no sedimento anaerdbio. O estudo demonstrou que 0s corantes reativos podem permanecer por

longo tempo no ecossistema aquatico.
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Nilratnisakorn et al. 2007, estudaram um efluente sintético com corantes reativos e
verificaram efeitos toxicos utilizando a planta Thyfa angustifolia como bioindicador.

Tigini et al. 2011 (“article in press”), avaliaram a toxicidade de quatro diferentes efluentes
téxteis  sintéticos com diferentes organismos. Todos os efluentes testados apresentaram
toxicidade, entretanto, o efluente contendo corantes reativos foi considerado o mais tdxico. Os
autores verificaram um sinergismo entre 0s corantes reativos e a elevada concentracdo de sal

desses efluentes, potencializando o efeito tdxico.

3.7. Aspectos Genotoxicos dos Corantes Téxteis

Grande parte dos estudos de toxicidade aquéatica tem gerado respostas com base em efeitos
agudos. A inclusdo de testes de mutagenicidade na avaliacdo da qualidade das &guas vem sendo
sugerida em decorréncia da forte mistura de efluentes praticadas pelo setor produtivo que,
frequentemente, contém compostos mutagénicos (Claxton et al., 1998; Ohe et al., 2004).

A contaminacdo do ambiente por agentes que podem danificar o material genético de
qualquer organismo apresenta um risco potencial a satde publica e aos ecossistemas (Wurgler e
Kramers, 1992; Anderson et al., 1994). Os agentes mutagénicos podem atingir o homem por
meio da cadeia alimentar ou do consumo da propria agua. Em populacdes naturais, essa
exposi¢do podera acarretar varios efeitos genéticos.

Varios testes in vivo e in vitro foram desenvolvidos para avaliar a capacidade mutagénica
das substancias quimicas. O teste pioneiro foi desenvolvido por Ames em 1975 (Ames et al.,
1975), utilizando bactérias (Salmonella/ Microssoma). Esse teste tem sido atil na triagem de
poluentes mutagénicos em amostras ambientais (Claxton et al., 1998).

Outros testes também s&o realizados para estudos de mutagenicidade em agua: inducéo de
aductos de DNA, analise de aberragcBes cromossdmicas numéricas e estruturais, troca de
cromatides irmas, teste do microndcleo e o teste do cometa (Brunetti et al., 1986; Hebert e
Luiker, 1996; Mahata et al, 2003; Bolognesi et al, 2004; Skarpheoinsdottir et al, 2005).

O teste do cometa ou eletroforese em gel de celulas individuais € o método mais recente
desenvolvido para detectar quebras no DNA. O ensaio detecta quebras na fita dupla, quebras na

fita simples, sitios alcali-labeis e quebras na fita simples associadas a sitios de reparo de excisdo
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incompleto em DNA, ligacdes cruzadas de DNA com DNA e DNA com proteinas e morte
celular (apoptose e necrose) (Tice et al., 2000).

A deteccdo de quebras na fita simples em DNA de células individuais foi descrita por
Rydberg e Johanson, 1978. Nessa técnica as células sdo imersas em agarose e colocadas em
laminas de microscopio, em seguida lisadas sob condi¢cbes levemente alcalinas para permitir o
desenrolamento parcial do DNA. Apos a lise, as laminas sdo neutralizadas e coradas com
acridine orange. A extensdo do dano no DNA é quantificada medindo a taxa de fluorescéncia, de
forma que a coloracgdo verde indica quebra na fita dupla e a vermelha, quebra na fita simples.

Ostling e Johanson, 1984, foram os primeiros a introduzirem a técnica de microeletroforese
para detectar danos no DNA de células individuais. As células sdo imersas em agarose e lisadas,
em seguida submetidas a uma microeletroforese, fazendo com que o DNA migre para o anodo
devido a sua carga negativa. As células, apds a lise, se apresentam como nucledides e 0s
fragmentos de DNA que sofreram dano apresentam um peso molecular baixo em relacéo a parte
do DNA que apresentou pouco dano ou ndo sofreu dano algum (peso molecular alto). Durante a
eletroforese, as partes mais leves migram primeiro em direcdo ao anodo, formando uma cauda e
as partes mais pesadas ndo migram. Assim, fragmentos livres do DNA danificado migram para
além do nucleodide. As células sdo coradas com corante fluorescente especifico para DNA e
visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Também pode ser utilizada microscopia a laser
(confocal) para estudar a morfologia das células com e sem cometa (Bocker et al., 1997).

Na microeletroforese realizada sob condi¢des neutras (pH = 9,5), sdo detectados apenas
quebras na fita dupla do DNA (Ostling e Johanson, 1984). No entanto, essas condi¢fes limitam a
utilidade do teste. Singh e col., 1988 readaptaram esse procedimento usando condic¢des alcalinas
(pH >13) promovendo o desenrolamento total do DNA. A partir dessa versdo, com essa técnica é
possivel detectar quebras na fita simples, quebras na fita simples associadas a sitios de reparo de
excisdo incompleto e sitios alcali-labeis em DNA de células individuais, oferecendo um aumento
na sensibilidade do teste para identificar agentes genotdxicos.

Olive et al, 1990, desenvolveram uma outra versao alcalina dessa técnica, nos quais 0 DNA
passa por eletroforese num pH 12,3, permitindo detectar quebras na fita dupla e na fita simples

em DNA de células individuais.
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Por sua simplicidade e relativo baixo custo, o teste do cometa é promissor para avaliar
produtos quimicos em larga escala. O teste pode ser utilizado para estudos de genotoxicidade in
vitro e in vivo, distinguir danos de compostos carcinogénicos de agdo genotoxica e ndo
genotoxica in vivo. Ele pode vir a integrar as baterias de testes in vitro e in vivo usadas para fins
de regulamentacdo de produtos quimicos (Tice et al., 2000).

O teste do cometa também é considerado rapido e eficaz para o estudo de reparo de DNA,
tanto na quebra da fita dupla, quanto quebras na fita simples para ambas as versdes (neutra e
alcalina). Na versdo alcalina podem-se detectar sitios de reparo de excisdo (McKelvey-Martin et
al., 1993; Rojas et al., 1999, Speit et al., 1999).

Esse teste foi aplicado com éxito em varias espécies de plantas, anelideos, moluscos,
peixes, anfibios e mamiferos empregados como bioindicares em estudos de biomonitoramento
ambiental (Cotelle e Férard, 1999; Lee e Steinert, 2003).

3.8. Caracteristicas dos Corantes Remazol Preto B 133% e Remazol Alaranjado 3R 133%

Os corantes reativos utilizados neste trabalho foram os corantes Remazol Preto B 133%
(RPB) e Remazol Alaranjado 3R 133% (RA3R) fornecidos pela industria DyStar do Brasil.

As caracteristicas gerais e as estruturas quimicas dos corantes estdo representadas na
TABELA 5 e nas FIGURAS 3 e 4, respectivamente.
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TABELA 5. Caracteristicas gerais dos corantes utilizados no trabalho

Corante Remazol Preto B Remazol Alaranjado 3R
Colour Index Reactive Black 5 (20505) Reactive Orange 16 (17757)
Fornecedor DyStar DyStar
Classe quimica (Cromdforo) Reativo (Monoazo) Reativo (Diazo)
Tipo Alcali Alcali

Baixa substantividade Baixa substantividade
Formula quimica CosH21N5NasO17Se CyoH17N3Na,011S3
Absorbancia Amax (NM) 597 493
Massa molecular (g mol™) 959 617,54

Fonte: Gomes, 2009 e Donnaperna et al., 2009
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FIGURA 3. Estrutura quimica do corante Remazol Preto B 133% na forma sulfatoetilsulfona
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FIGURA 4. Estrutura quimica do corante Remazol Alaranjado 3R 133% na forma
sulfatoetilsulfona

O corante R3AR apresenta dois grupos sulfonados em sua estrutura, quando em solugéo

aquosa possuem carga negativa. Para sua producdo sdo utilizados o PBE e o acido gama
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acetilado (FIGURA 5). O PBE ¢ o agente precursor utilizado na preparacdo de grande parte dos
corantes remazoOis e ele apresenta o principal grupo funcional desses corantes (grupo
sulfatoetilsulfanila).

O RPB apresenta estrutura quimica mais complexa com duas liga¢bes azo, dois grupamentos
reativos e quatro grupos sulfonados. Além do acido H, também é utilizado o PBE para sua
producdo (FIGURA 6).
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FIGURA 5. Reacdo entre o (a) para-base-ester e o (b) &cido gama acetilado para a formacgédo do
(c) corante téxtil Remazol Alaranjado 3R 133%

NaO;SOCH;CHz0,S N=N  SO;Na

o P
Pl
NaOS05CH;CH, S0, :,J;:}—NHE + HoN Q

il
& OH  Na0;SOCH,CH 0,8 @ N=N  SO;Na

(a) (b) (©
FIGURA 6. Reacdo entre o (a) para-base-ester e o (b) acido H para a formagéo do (c) corante
téxtil Remazol Preto B 133%

3.9. Organismos utilizados nos ensaios

A bactéria gram negativa Vibrio fischeri é amplamente utilizada para avaliar a toxicidade
aguda de substancias, efluentes, sedimentos e corpos d dgua em muitos paises. O ensaio baseia-
se na medida da quantidade de luz emitida pela bactéria na presenca e na auséncia da amostra

teste. A emissdo de luminescéncia é diretamente proporcional a atividade metabdlica da
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populacdo bacteriana, que libera energia na forma de luz. A inibicdo de qualquer enzima
envolvida nesse processo ird causar a diminuicdo na quantidade de luz emitida. Os poluentes
ambientais sdo relacionados com a inducdo ou supressdo das atividades enzimaticas essenciais e
outras modificacGes biogquimicas relevantes das bactérias. O ensaio fornece uma medida da
resposta subletal, geralmente expressa na concentracdo que causa 50 % da reducdo da luz apos a
exposicdo por um tempo de 15 minutos (CE(l)so) (Parvez et al., 2006).

Os organismos Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia sdo microcrustaceos pertencentes a
Classe Cladocera, Familia Daphnidae. Encontrados em ambientes dulcicolas e rios e fazem parte
do zooplancton, sendo importante na cadeia alimentar. Representam uma ligacdo entre os
produtores primarios e os consumidores secundarios ao se alimentarem de algas e servirem de
alimento para peixes e outros invertebrados. Alteracbes na populagdo e no comportamento
desses organismos podem interferir em outros niveis tréficos do ecossistema aquéatico. A sua
importancia ecologica constitui um dos fatores pelos quais sdo utilizados em ensaios de
toxicidade, além de serem organismos facilmente cultivaveis em laboratorio e apresentarem
sensibilidade a diversas classes de compostos quimicos (Zagatto e Bertoletti, 2006).

A maioria das espécies pertencentes a familia Daphnidea sdo filtradores, suas pernas
toracicas, compostas por cerdas, agem como peneiras que retém algas, bactérias e pequenas
particulas de matéria organico da agua. O alimento € transferido para boca, onde é moido pelas
mandibulas e direcionado para o trato digestivo. Essa é uma caracteristica fundamental para a
interacdo com agentes toxicos quando presentes na agua (Zagatto e Bertoletti, 2006).

O género Biomphalaria pertence ao filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse
Pulmonata, ordem Basommatophora, familia Planorbidae, (Barnes, 1990). E um caramujo de
agua doce que vive nas regides tropicais, América do Sul e América Central, (Baker, 1945).

Esses caramujos sdo considerados bons bioindicadores para estudos de biomonitoramento
por apresentar ampla distribuicdo geogréfica no Brasil, apresentar baixa dispersdo, serem
facilmente coletados e o0 seu manejo ser simples. S&o hermafroditas e possuem um ciclo de vida
relativamente curto, podendo se reproduzir durante o ano todo sob condic¢des controladas (pH,
temperatura, oxigénio, alimentacdo) (Munzinger, 1987; Carvalho, 1992).

Nakano et al., 2003, estabeleceram o teste do letal dominante em Biomphalaria glabrata

utilizando dois agentes mutagénicos de referéncia: ciclofosfamida e mitomicina C. Os dois
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agentes induziram mutacGes em células germinativas em todas as concentracfes usadas. Como a
ciclofosfamida precisa ser metabolizada para causar danos genotoxicos, os resultados desse
ensaio mostraram que B. glabrata pode absorver e ativar mutagénicos quimicos presentes no
ambiente aquético.

Outros agentes mutagénicos também ja foram estudados, como a radiacdo gama, que
induziu mutacdes em células germinativas de Biomphalaria glabrata (Tallarico et. al., 2004). Ao
contrario da ciclofosfamida e da mitomicina C, a radiacdo gama afetou as células germinativas
em todos 0s estagios de desenvolvimento.

O teste do Cometa foi adptado ao organismo Biomphalaria glabrata. Para realizacdo do
teste sdo utilizados os hemacitos, células sanguineas encontradas em todas as partes do corpo do
animal. A hemolinfa contém os hemocitos e é o tecido mais apropriado para o
biomonitoramento. Esse fluido tem um importante papel fisiolégico no transporte de materiais
toxicos e no mecanismo de defesa, o que significa que esta diretamente exposto aos
contaminantes (Villela et. al., 2006). Os efeitos genotdxicos da radiacdo gama ja foram dectados

no teste do cometa em Biomphalaria glabrata (Grazeffe et. al., 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

Para os estudos realizados no presente trabalho utilizou-se os corantes Remazol Preto B
133% e Remazol Alaranjado 3R 133%, que foram cedidos pela empresa DyStar do Brasil. Foram
realizados ensaios de toxicidade aguda e cronica, genotoxicidade e a avaliacdo da eficacia no
emprego da radiagdo com feixe de elétrons para a redugdo da cor e toxicidade dos corantes.
Além disso, foi realizado um estudo da toxicidade aguda e crbnica dos corantes apos
modificacdo quimica estrutural.

Os experimentos foram realizados em colaboracédo entre o Laboratorio de Ensaios Bioldgicos
Ambientais do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares e o Laboratorio de Parasitologia e
Malacologia do Instituto Butantan.

Na FIGURA 7 é apresentado um resumo da metodologia aplicada sob a forma de

fluxograma.
Corantes RPB e RA3R cedid: D
forma sulfatoetilsulfona
Modificagéo est
corantes (vinilsu

hidroxietilsulfor

Confirmag&o com cror
deCCD

Avaliagdo da genotoxicidade d
corantes na forma
sulfatoetilsulfona

Avaliagédo da toxicidad
crénica das diferente
quimicas dos cor:

Ensaio de toxicidade
os organismo V. fisch
e B.glabrata e de
crénicacom C.

0s organismos
D.similis e espectrofof

organismo Biomphala :
calculo daredugao da

FIGURA 7. Fluxograma da metodologia
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4.1. Preparo dos Corantes — Sulfatoetilsulfona

Os corantes Remazol Preto B 133% e Remazol Alaranjado 3R 133% foram cedidos na forma
sulfatoetilsulfona e foram utilizados nos ensaios sem purificacdo prévia. Para cada corante foi
preparada uma solucéo concentrada (15 g L™) em agua destilada.

A partir da solugdo concentrada foi realizada a modificacdo na estrutura quimica dos corantes
e em seguida uma diluicdo com agua de cultivo de cada organismo para a execucao dos ensaios
biol6gicos.

Nos experimentos com a irradiacdo com feixe de elétrons a solucdo de cada corante foi
diluida para 200 mg L™

4.2. Preparo dos Corantes — Vinilsulfona

A partir da solucéo concentrada (15 g L™*) dos corantes na forma sulfatoetilsulfona, o pH foi
ajustado para 11-12 adicionando-se NaOH 40%. As solugGes foram aquecidas a 40-45 °C por 30
minutos e, em seguida, a reacdo foi interrompida ajustando-se o pH para 4,5-5,0 com HCI 31%.

A modificacdo quimica do RPB para vinilsulfona esta representada na FIGURA 11.

4.3. Preparo dos Corantes — Hidroxietilsulfona

A partir da solucéo concentrada (15 g L™) dos corantes na forma sulfatoetilsulfona, o pH foi
ajustado para 11-12 adicionando-se NaOH 40%. As solucdes foram aquecidas a 70-80 °C por 90
minutos e, em seguida, a reacdo foi interrompida ajustando-se o pH para 4,5-5,0 com HCI 31%.
A modificacdo quimica do RPB para hidroxietilsulfona esté representada na FIGURA 8.
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FIGURA 8. Modificagdo estrutural do corante Remazol Preto B 133% (vinilsulfona e
hidroxietilsulfona)

4.4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Apo6s modificacdo estrutural dos corantes, foi realizada cromatografia em camada delgada. A
placa cromatogréfica de aluminio revestida com RP18 F 254 (Merck) foi utilizada como fase
estacionaria e uma solucdo de metanol (45%), solucdo tampédo pH 7 (20%) e NaCl 5% (35%)
como fase mével. Para anélise, 5 UL dos corantes (2 g L™) foram aplicados na placa. O tempo de

desenvolvimento do cromatograma foi de aproximadamente 80 minutos.
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4.5. Ensaio de Toxicidade Aguda com Vibrio fischeri
4.5.1. Determinacgédo da Concentragdo Efetiva Mediana CE(1)so
Os ensaios de toxicidade aguda com a bactéria marinha luminescente Vibrio fischeri

(FIGURA 9) foram realizados utilizando-se o sistema Microtox (Microbics Corporation), de
acordo com a norma da ABNT NBR 15411-3 (2006).

FIGURA 9. Bactéria marinha Vibrio fischeri
Fonte: http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Vibrio_fischeri

As bactérias foram obtidas da UMWELT Ltda e armazenadas em freezer a -20 °C. Para a
realizacdo do ensaio, as bactérias foram reconstituidas com 350 pL do reagente especifico do
sistema BIOLUX. Em seguida, foi realizada uma diluicdo (1:10) utilizando-se 0 mesmo reagente
e a solucdo bacteriana final foi condicionada a 3 °C. Apds estabilizacdo por 15 minutos, 100 pL
da solucdo bacteriana final foram transferidos para cubetas atdxicas especificas, armazenadas a
15 °C e, de imediato, realizado a primeira leitura da luminescéncia (l,) utilizando o fotbmetro
(Analyzer M-500).

Para o preparo das solugdes dos corantes testados foram utilizados 13,4 pL da solugéo padréo
(15 g L™). O volume foi aferido para 2 mL utilizando NaCl (2%) e, em seguida, 200 pL de NaCl
(20%) foram adicionados para o ajuste osmotico. A partir dessa solucdo, foram realizadas
diluicdes seriadas (fator 2) utilizando NaCl (2%).

As concentracOes finais dos corantes Remazol Preto B (RPB) e Remazol Alaranjado 3R
(R3R) em suas diferentes formas quimicas utilizadas nos ensaios foram de 81,9 mg L™, 40,95 mg

L™, 20,47 mg L™ e 10,23 mg L™ . A solugdo de NaCl (2 %) foi utilizada como controle negativo.
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Ap0s o preparo das solucdes dos corantes, 900 pL de cada solugdo foram transferidos para as
cubetas contendo a bactéria. Apos 15 minutos de incubacdo a 15 °C, uma segunda leitura da
luminescéncia (l35) foi realizada e o valor da CE(I)so (concentragdo efetiva mediana que reduz
em 50 % a luminescéncia) foi calculado com o auxilio do programa Microtox OMNI (Versao
7.82) desenvolvido pela Microbics Corp. Devido a coloragdo das amostras dos corantes testados
foi realizada, quando necessario, uma correcdo da absorbancia para o calculo final da CE(l)so,
seguindo os procedimentos descritos do fabricante.

O fenol foi a substéncia referéncia para avaliar a sensibilidade dos organismos. Os ensaios
foram realizados seguindo a metodologia descrita anteriormente e os resultados obtidos foram

utilizados para a elaboracao de uma carta-controle de sensibilidade.

4.6. Ensaio de Toxicidade Aguda com Daphnia similis

O procedimento para cultivo e manutencdo de Daphnia similis (FIGURA 10) foi realizado de

acordo com a norma NBR 12713, 2004 e procedimentos internos do laboratério.

FIGURA 10. Microscrustaceo Daphnia similis

Fonte: Foto cedida pela Dra. Sueli Ivone Borrely

Os organismos cultivados em laboratorio durante varias geracfes foram mantidos em lotes de
até 25 adultos/L, colocados em recipientes de vidro de 2000 mL e mantidos em incubadoras com
luminosidade difusa (fotoperiodo de 16 horas de luz) e temperatura de 20 °C ( £ 2 °C). A
alimentacéo diéria foi realizada com 3,2 x 10° células / mL por organismo da suspensdo de algas
(Pseudokirchneriella subcaptata) e 0,2 mL de alimento composto a base de racdo de peixe e

levedura diluidos em agua de cultivo (RL).
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A agua de cultivo utilizada foi proveniente da represa Paiva de Castro (Maripord — SP), com
0 ajuste da dureza total para 46 mg L™ de CaCO; e pH 7,0 + 0,5. A troca de 4gua dos cultivos foi
realizada uma vez por semana evitando diferencas de temperatura maiores que 2 °C. Para
garantir a disponibilidade continua de organismos-teste para 0s ensaios foram mantidos lotes de
diferentes faixas etarias, com no méximo 28 dias.

O controle da sensibilidade dos cultivos foi realizado uma vez a cada 15 dias com a
substancia de referéncia cloreto de potassio (KCI). Os ensaios foram realizados seguindo a
metodologia descrita para 0s ensaios de toxicidade aguda com os corantes. As principais
concentracdes utilizadas nos ensaios foram de 0, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg L™.

Os resultados do célculo da CE(I)so obtidos com o cloreto de potassio foram utilizados para
elaborar uma carta controle, que é a representacdo grafica da avaliacdo periddica dos resultados

obtidos com uma determinada substancia de referéncia.

4.6.1. Determinacdo da Concentracdo Efetiva Mediana CE(1)so

Os ensaios de toxicidade aguda com o microcrustdceo Daphnia similis foram realizados de
acordo com a norma NBR 12713, 2004.

As concentracdes dos corantes utilizadas nos ensaios foram determinadas a partir de um
ensaio preliminar. Para a realizagdo dos ensaios definitivos com o corante Remazol Preto B
foram utilizadas as concentragdes de 25, 50, 75, 100, 200 e 400 mg L™. O corante nas formas
vinilsulfona e hidroxietilsulfona foram utilizadas as concentrac@es de 6,25, 12,5, 25, 50, 75, 100
e 200 mg/L.

Os ensaios com o corante Remazol Alaranjado 3R e as diferentes formas quimicas foram
realizados com as concentragdes 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50 mg L™, obtidas por diluicéo
seriada. A agua de cultivo foi utilizada como controle negativo.

Para cada concentracdo dos corantes foram adicionados 20 individuos jovens (entre 6 e 24
horas de vida), sendo 4 réplicas contendo 5 organismos em cada recipiente com 10 mL de
solugdo. Os organismos foram expostos durante 48 horas, mantidos em incubadoras a 20 °C (+
0.5), sem iluminacdo e alimentacdo. ApOs a exposi¢do, 0s organismos imoveis foram

contabilizados e o valor da CE(l)sp (concentragdo efetiva mediana que causa 50 % de
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imobilidade) foi calculado com o auxilio do programa Trimmed Spearman Karber com correcao
de Abbot.

4.7. Ensaio de Toxicidade Aguda com Biomphalaria glabrata

Os caramujos selvagens da espécie Biomphalaria glabrata (FIGURA 11) foram coletados
em Barreiro de Baixo (Belo Horizonte, MG) e cultivados em laboratério durante varias geracoes.
Os organismos foram mantidos em aquarios plasticos (medindo 50 x 23 x 17 cm) com &gua
filtrada, aeracdo permanente, fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura de 25 °C. Em cada
aquario foram colocados no maximo 50 organismos, alimentados com alface fresca ad libitum e

racdo de peixe a cada 48 h. A troca de &gua dos cultivos foi realizada a cada 15 dias.

FIGURA 11. Espécime adulto de Biomphalaria glabrata

Fonte: Foto cedida pela Dra. Lenita de Freitas Tallarico

4.7.1. Determinacdo da Concentragéo Letal Mediana CLsoem Adultos

Os ensaios de toxicidade aguda utilizando o caramujo selvagem Biomphalaria glabrata
adulto foram realizados de acordo com Kawano et al., 1992, com modificagdo no aumento do
tempo de exposicéo.

A selecdo dos organismos adultos para a realizacdo dos ensaios foi realizada com base no
tamanho (10 a 13 mm), idade e satde dos animais.

As concentragdes dos corantes utilizadas nos ensaios definitivos foram determinadas com

base em um ensaio preliminar. Para isso, 10 organismos foram expostos durante 72 h a diferentes
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concentragdes dos corantes, obtidas a partir de diluicdes da solugdo padréo (15 g L™) com a agua
de cultivo.

Para a realizacdo dos ensaios definitivos com os corantes Remazol Preto B e Remazol
Alaranjado 3R e suas diferentes formas quimicas foram utilizadas as concentragcdes de 100,
1000, 2000 e 5000 mg L. A 4gua de cultivo foi utilizada como controle negativo e o dicromato
de potassio (K,Cr,07) como controle positivo.

Para cada concentracdo dos corantes foram adicionados 30 animais adultos, sendo 3 réplicas
contendo 10 organismos em cada frasco de vidro com, aproximadamente, 180 mL de solucéo. Os
frascos foram vedados para que 0s organismos permanecessem em contato com os corantes. O
tempo de exposicao foi de 72 horas sem alimentacdo e, em seguida, observados por um periodo
de 7 dias em &gua de cultivo.

Ap0s a exposicdo, 0s organismos mortos foram contabilizados pela comprovacéo da auséncia
de batimentos cardiacos ou da visualizacdo da palidez da concha (perda da hemolinfa) e a CLs
(concentracdo que causa 50 % de mortalidade) foi calculada. Para a determinacdo da CLs, foi
utilizado o método dos probitos (programa PROBITCF) desenvolvido no Departamento de
Biologia-Genética, Instituto de Biociéncias — USP.

4.8. Ensaio de Toxicidade Croénica com Ceriodaphnia dubia
O procedimento para cultivo e manutencdo de Ceriodaphnia dubia (FIGURA 12) foi

realizado de acordo com a norma ABNT NBR 13373 (2005) e procedimentos internos do

laboratorio.

"

FIGURA 12. Microscrustaceo Ceriodaphnia dubia

Fonte: Foto cedida pela Dra. Sueli Ivone Borrely
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Os organismos cultivados foram mantidos em lotes de até 25 adultos/L, colocados em
recipientes de vidro de 1000 mL e mantidos em incubadoras com luminosidade difusa
(fotoperiodo de 16 horas de luz) e temperatura de 25 °C (= 2 °C). A alimentacdo diaria foi
realizada com 2 x 10° células / mL por organismo da suspensdo de algas (Pseudokirchneriella
subcaptata) e 0,2 mL de alimento composto, a base de racdo de peixe e levedura diluidos em
agua de cultivo (RL).

A &gua de cultivo utilizada foi proveniente da represa Paiva de Castro (Maripord — SP), com
0 ajuste da dureza total para 46 mg L™ de CaCO; e pH 7.0 + 0.5. A troca de 4gua dos cultivos foi
realizada uma vez por semana evitando diferencas de temperatura maiores que 2 °C. No
manuseio dos organismos adultos foram utilizadas pipetas de didmetro adequado com ponta
arredondada. Para garantir a disponibilidade continua de organismos-teste para os ensaios foram
mantidos lotes de diferentes faixas etarias, com no maximo 21 dias.

O controle da sensibilidade dos cultivos foi realizado com a substancia de referéncia cloreto
de potassio (KCI). Os ensaios foram realizados seguindo a mesma metodologia descrita para 0s
ensaios de toxicidade cronica com os corantes. As principais concentragdes utilizadas nos
ensaios foram de 0, 35, 70, 125, 250 e 300 mg L™. A carta-controle foi elaborada com os valores

médios de V¢ (valor crénico) e limites de 2 desvios-padréo.

4.8.1. Determinacdo da Concentracdo de Efeito Observado (CEO), Concentracdo de Efeito N&o
Observado (CENO) e Valor Cronico (Vc)

Solucdes de 6,25, 12,5, 25, 50, 75 e 100 mg L™ de cada corante foram preparadas com &gua
de cultivo. Para cada concentracdo foram adicionados 10 individuos jovens (entre 6 e 24 horas de
vida), separadamente, em recipientes contendo 20 mL de solugdo. O ensaio foi realizado durante
7-8 dias com troca das solucBes a cada 48 h. Para considerar o ensaio valido, a mortalidade do
controle ndo poderia ultrapassar 20%, além de obter uma média minima de 15 neonatos durante
0 experimento. A porcentagem de sobreviventes e a média de jovens produzidos por cada fémea
foram calculadas, excluindo os adultos mortos e machos.

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste de hipdteses. Os dados

foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de variancia. O Método de Dunnett foi
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empregado para comparar as médias dos valores dos grupos expostos com o controle para
determinar o CENO (maior concentracdo em que ndo se obtém efeitos estatisticamente
significativos em relagdo ao controle) e CEO (menor concentragdo em que séo observados
efeitos). O VC (estimativa pontual de uma concentracdo provavelmente segura) foi calculado
pela média geométrica dos valores de CENO e CEO. Quando os dados nao seguiram uma
distribuicdo normal ou ndo encontraram a homocedasticidade, o teste Steel Many One foi

empregado para determinar o CENO e CEO.
4.9. Ensaio de Genotoxicidade - Teste do Cometa adaptado a Biomphalaria glabrata

Os animais foram cultivados e selecionados de acordo com a metodologia descrita para 0s
ensaios de toxicidade. Ap6s a exposicdo dos animais aos corantes, o teste do cometa foi

realizado conforme metodologia de Grazzeffe et al.,2008, com modificacdo no tempo de lise.
4.9.1. Exposicéo In vivo

Um total de 5-6 caramujos, de 4 a 6 meses de idade e diametro entre 10 a 13 mm, foram
expostos a(o):

v’ Etilmetanosulfonato por 72 horas com concentracdes de 1, 10 e 50 mg L™.

v' Corante Remazol Preto B 133 % (sulfatoetilsulfona) por 7 dias a concentragcdes de 10,
100, 1000 e 2000 mg L™, determinadas de acordo com os ensaios de toxicidade aguda.

v Corante Remazol Alaranjado 3R 133 % (sulfatoetilsulfona) por 7 dias a concentracdes de

10, 100, 1000 e 2000 mg L™, determinadas de acordo com os ensaios de toxicidade aguda.
4.9.2. Metodologia do Teste do Cometa

Para a realizacdo dos ensaios do cometa, de cada animal exposto a diferentes concentracfes
dos corantes e do etilmetanosulfonato foram coletados 100 pL de hemolinfa através de um
estimulo pedal. A viabilidade dos hemdcitos presentes na hemolinfa foi verificada pelo teste de

exclusdo do Trypan Blue (aceitavel 70-80 % de células viaveis). Em seguida, a hemolinfa foi
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depositada, separadamente, em tubos para microcentrifuga (1,5 mL) e adicionados 500 uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) a 0,5%. O material foi homogeneizado, o volume
dividido e transferido para duas laminas de microscopia contendo uma primeira camada de
agarose a 1,5%. Com isso, para cada organismo foram preparadas duas laminas.

As laminas foram imersas em solucéo de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1%
Triton X-100 e 20% DMSO, pH 10.0) e mantidas por 1 a 2 horas a 4 °C, protegidas da luz.

Apos a lise, as laminas foram incubadas em tampé&o alcalino (300 mM NaOH e 200 mM
EDTA, pH>13) por 20 minutos e, em seguida, foi realizada a eletroforese (0.74 V/cm) durante
20 minutos, utilizando o mesmo tampédo alcalino. As laminas foram retiradas e a reacdo
neutralizada com 400 mM de Tris (pH 7.5) durante 5 minutos. O processo de neutralizacao foi
repetido por 3 vezes e, ao final, as laminas foram fixadas com etanol absoluto por 10 minutos.

Para a visualizacdo dos danos, as laminas foram previamente re-hidratadas em &gua destilada
durante 5 minutos e coradas com 50 ul de brometo de etidio (20 ug/mL). Para cada lamina foram
analisadas 100 células em microscopio confocal da marca Zeiss, modelo Axiolab.

A analise visual dos danos foi realizada com base no trabalho de Jaloszynski et al.,1997 e
consistiu na classificagdo dos cometas em categorias (0 a 3) de acordo com o dano no DNA
(extenséo da migracdo do DNA) (FIGURA 13).
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FIGURA 13. Classes de danos detectado em hemacito de B.glabrata — andlise visual

Classe 0 - células sem dano: cometas com cabeca grande e sem cauda, sem migracdo do DNA.
Classe 1 - células pouco danificadas: cometas com cauda bem curta, com pouca migracdo do
DNA.

Classe 2 - células danificadas: cometas com caudas longas, com migracdo intermediaria de
DNA.

Classe 3 - células muito danificadas: cometas com cabecas bem pequenas e uma cauda muito

longa, com muita migracdo de DNA.
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A analise do dano quantitativo foi realizada utilizando a férmula descrita por Jaloszynski et
al., 1997 :

DD = SCORE/E/100 (20)

Onde DD é o dano quantitativo, SCORE corresponde ao somatoério de todas as classes

(1.n14+2.n2+3.n3) e Z ¢ a soma de todas as células contadas.
Os resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA seguido do Método de Dunnett.
4.10. Irradiacdo dos Corantes com Feixes de Elétrons

Para o estudo com a irradiacdo com feixes de elétron, as solugdes dos corantes RPB e RA3R
foram preparadas conforme descrito anteriormente. Os corantes (sulfatoetilsulfona) com
concentracdo de 200 mg L™ foram irradiados em recipientes de borosilicato (tipo pyrex)
cobertos com filme plastico. O volume total foi de 222 mL e espessura de 4 mm para cada
recipiente, garantindo a penetracdo dos elétrons e a distribuicdo da energia recebida pelas
solucgdes. As doses de radiacdo foram aplicadas fixando a energia do feixe, velocidade da esteira
(exposigdo das amostras) e a largura do feixe (varredura), variando apenas a intensidade da
corrente do feixe utilizado. Na TABELA 6 & apresentado um resumo das condi¢Ges de operacao

do acelerador de elétrons para irradiacdo das amostras.

TABELA 6. Condicdes de irradiacdo utilizadas no acelerador de elétrons para a irradiagdo dos
corantes

Parametros Valores estabelecidos
Espessura do material 4 mm
Energia do feixe 1,4 MeV
Dimensoes do feixe 112,0 (L) x 2,5cm
Velocidade do feixe 6,72 m min™

Tempo de exposicao das solugdes 0,223 s
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A taxa de dose também varia de acordo com a intensidade de corrente e, portanto, para cada
dose aplicada havera uma taxa de dose correspondente. As solugdes foram irradiadas com as
doses de 0,5 kGy, 1 kGy, 2,5 kGy, 5 kGy e 10 kGy utilizando o Acelerador Industrial de
Elétrons Dynamitron Job188, modelo DC 1500/25/4, fabricado pela RDI-Radiation Dynamics
INC, instalado no Centro de Tecnologia das Radia¢6es CTR — IPEN (37,5 kW poténcia; 0,5 - 1,5
MeV energia feixe elétrons; 0,3 - 25 mA corrente). Na TABELA 7 estdo representadas as doses

aplicadas e suas respectivas taxas de dose, bem como a intensidade da corrente utilizada.

TABELA 7. Valores de dose e taxa de dose correspondente a intensidade de corrente aplicada no
acelerador de elétrons

Corrente do feixe (mA) Dose (kGy) Taxa de dose (kGy ™)
0,6 0,5 2,23
1,2 1,0 4,46
3,0 2,5 11,16
6,0 50 22,32
12,0 10,0 44,64

O grau de reducéo da cor foi calculado pela variacdo da absorbancia durante a irradiacdo dos
corantes utilizando o espectrofotdmetro da marca Shimadzu, modelo UV-1800. Para a avaliagédo
com o RPB a variagdo absorbancia foi observada com o comprimento de onda de 597 nm e 494
nm para 0 R3AR. A determinacdo da porcentagem de descoloracédo foi calculada de acorda com

a formula abaixo:

Reducéo da cor (%) = Ao-Ai x 100 % (21)
Ao

Onde A, e A sdo os valores de absorbancia antes e apds o tratamento, respectivamente.
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4.11. pH e condutividade

A variagdo do pH das amostras irradiadas foi determinado utilizando-se o pHmetro da
Micronal, modelo B374. A condutividade (uS/cm) das amostras irradiadas foi estudada

utilizando-se o condutivimetro modelo HQ40d da marca HACH.

4.12. Carbono Organico Total

Para medir a variacdo do carbono organico total das amostras foi utilizado o Analisador de

Carbono Orgéanico Total, TOC modelo 5000 da marca Schimadzu Co.

4.13. Toxicidade Aguda dos Corantes Irradiados

Apbs a irradiacdo das amostras foram realizados ensaios de toxicidade aguda com Vibrio
fischeri e Daphnia similis para avaliar a eficacia do tratamento na reducdo da toxicidade aguda.
Os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia descrita acima para cada organismo-

teste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cromatografia de Camada Delgada

Na FIGURA 14 é mostrado o perfil cromatografico dos corantes apds sofrerem a
modificacdo em sua estrutura quimica. Os nimeros 1, 2 e 3 representam o corante RPBe 4,5¢e 6
0 corante RA3R, respectivamente, nas formas sulfatoetilsulfona, vinilsulfona e

hidroxietilsulfona.

>

o @ 6 4 © ©

FIGURA 14 - Cromatografia do corante Remazol Preto B 133% (2 g/L); (1) hidroxietilsulfona;
(2) sulfatoetilsulfona; (3) vinilsulfona; e Remazol Alaranjado 3R 133% (4) hidroxietilsulfona;
(5) sulfatoetilsulfona; (6) vinilsulfona

A placa cromatografica utilizada (RP18 F 254) tem uma cobertura apolar e, por isso,
compostos apolares ficam mais tempo retidos na placa e os polares tém maior migracdo devido a
baixa interagdo com a placa.

A forma quimica vinilsulfona (menos polar) tem maior afinidade a placa e,
conseqlientemente, menor migracgdo, a forma hidroxietilsulfona migra um pouco mais e a forma
ndo modificada (sulfatoetilsulfona) tem a maior migracdo na placa. O resultado obtido foi

analisado e confirmado pela industria fabricante DyStar (comunicagao pessoal).
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5.2. Ensaios de Toxicidade Aguda

A seguir serdo apresentados os resultados de toxicidade aguda obtidos para 0s organismos
V.fischeri, D.similis e B.glabrata expostos aos corantes RPB e R3AR nas formas
sulfatoetilsulfona, vinilsulfona e hidroxietilesulfona. Os valores estdo expressos pela média da
CE(l)so ou ClLsp e apresentados em mg L. Para efeito de classificacdo foram considerados
muito téxicos compostos com valores de CE(l)so € CLsy menores que 1 mg L™; levemente
toxicos valores entre 10 e 100 mg L™ e ndo toxicos, valores maiores que 100 mg L™ A
classificacdo foi realizada de acordo com o GHS, 2005 (The Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals) utilizado pela ABIQUIM (Associacdo Brasileira da

IndUstria Quimica) para a classificacdo e rotulagem de produtos quimicos.

5.2.1. Ensaios com relacdo a Sensibilidade

Para os ensaios com Vibrio fischeri o fenol (C¢HgO) foi utilizado como substéncia de
referéncia e uma carta-controle foi elaborada com os resultados obtidos. O valor médio da
CE(1)so foi igual a 20,3 +4,85 mg L™, sendo os limites da carta-controle de dois desvios-padrdo
(FIGURA 15).
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FIGURA 15. Sensibilidade do organismo V. fischeri ao fenol

Na FIGURA 16 é apresentada a carta-controle elaborada a partir dos ensaios de toxicidade

com cloreto de potassio, em 48 horas de exposicdo em D. similis. O valor médio da CE(l)s, foi
igual a 608,37 +147,87 mg L™
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FIGURA 16. Sensibilidade do organismo D.similis ao cloreto de potassio
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5.2.2. Avaliacdo da Toxicidade Aguda em Vibrio fischeri

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda realizados com a bactéria Vibrio fischeri sdo
apresentados na TABELA 8 e FIGURA 17. Os valores obtidos ap06s a exposi¢do estdo expressos
pelo valor médio da CE(l)sp, bem como, os respectivos desvios-padrdo de cada experimento

realizado com os corantes nas diferentes formas quimicas.

TABELA 8. Toxicidade aguda dos corantes Remazol Preto B 133% e Remazol Alaranjado 3R
133% em diferentes formas quimicas ao organismo Vibrio fischeri

. Remazol Preto B 133% Remazol Alaranjado 3R 133%
Formas Quimicas 1 L
CE(1)5015min; mg L CE(1)5015min; mg L
Sulfatoetilsulfona 27,12 £1,43 12,72 £0,44
Vinilsulfona 6,23 £0,16 39,33 +0,62
Hidroxietilsulfona 21,50 £2,99 75,45 £4,25

O corante RPB na forma comercial (sulfatoetilsulfona) apresentou valor médio da CE(l)so
igual @ 27,12 mg L™.

Apbs a hidrolise, foram geradas as formas quimicas vinilsulfona (mais reativa com a fibra) e
hidroxietilsulfona (ndo reage com a fibra). O corante na forma vinilsulfona apresentou valor
médio da CE(l)s igual a 6,23 mg L™ , aproximadamente, 4,5 vezes menor que a forma comercial
sulfatoetilsulfona. Essa diferenca foi analisada com o teste estatistico t Student e considerada
significativa com um valor de p = 0,0025.

A forma hidroxietilsulfona do RPB apresentou valor médio de CE(l)so igual a 21,5 mg L™,

menor que forma sulfatoetilsulfona; entretanto, a diferenca ndo foi significativa estatisticamente.
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FIGURA 17. Toxicidade aguda Toxicidade aguda dos corantes Remazol Preto
B 133% e Remazol Alaranjado 3R 133% em diferentes formas quimicas ao
organismo Vibrio fischeri

O corante R3AR na forma comercial sulfatoetilsulfona apresentou valor médio da CE(1)so
igual a 12,72 mg L™.

Na forma vinilsulfona, a CE(l)s, foi de 39,33 mg L™, cerca de 3 vezes maior que o valor
obtido com a forma sulfatoetilsulfona. A diferenca foi significativa com valor de p=0,004.

Na forma hidroxietilsulfona, o corante apresentou o maior valor médio de CE(l)so igual a
75,45 mg L™*; esse valor foi 6,25 maior que a forma sulfatoetilsulfona, com valor de p = 0,017 .

Os resultados obtidos com Vibrio fischeri indicam que os corantes RPB e R3AR
apresentaram diferentes padrdes de toxicidade. O corante RPB na forma sulfatoetilsulfona
apresentou valores de CE(l)so maiores do que 0 R3AR (p = 0,0056). Entretanto, apds a formacao
do vinilsulfona e hidroxietilsulfona os valores diminuiram, enquanto que com o R3AR
aumentaram. Isso indica que a modificacdo na estrutura reativa, isoladamente, ndo determina a
toxicidade do corante e sugere que outros componentes estruturais estdo envolvidos na inducéo
de efeitos toxicos.

Gottlieb et al., 2003, obtiveram um resultado similar para V.fischeri quando estudaram o
corante Reativo Preto B na forma sulfatoetilsulfona (CE(l)so de 27,5 mg L™ e hidroxietilsulfona

(CE(I)so de 11,4 mg L™). Porém quando outro corante téxtil Procion Navy foi hidrolisado a
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toxicidade diminuiu, concluindo que nédo existe uma tendéncia comum no efeito da hidrélise dos
azo corantes.
Apesar de ocorrer variagdes nos valores de CE(l)so dos corantes, apenas o corante RPB na

forma vinilsulfona foi classificado como téxico e os demais como levemente toxicos.

5.2.3. Avaliacdo da Toxicidade Aguda em Daphnia similis

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda realizados com o microcrustdceo Daphnia
similis sdo apresentados na TABELA 9. Os valores obtidos ap0s a exposicdo estdo expressos
pela CE(I)so, bem como, os valores médios e os desvios-padrédo de cada experimento realizado

com os corantes nas diferentes formas quimicas.

TABELA 9. Toxicidade aguda dos corantes Remazol Preto B 133% e Remazol Alaranjado 3R
133% em diferentes formas quimicas ao organismo Daphnia similis

o Remazol Preto B 133% Remazol Alaranjado 3R 133%
Formas Quimicas L L
CE(1)504gn; mg L CE(1)504gn; mg L
Sulfatoetilsulfona 91,25 +13,37 4,42 £1,28
Vinilsulfona 475,40 £62,12 0,54 +0,08
Hidroxietilsulfona 406,20 +104,93 2,82

O corante RPB apresentou valores de CE(l)so proximos ou acima de 100 mg L™ em todas as
formas estudadas para o organismo Daphnia similis. Devemos destacar que ap06s a geracdo das
formas vinilsulfona e hidroxietilsulfona os valores de CE(l)so foram ainda maiores, sendo
classificados como néo toxicos.

Entretanto, os valores de CE(I)so para o corante R3AR em todas as formas foram abaixo de
10 mg L, em especial para a forma vinilsulfona que apresentou o menor valor médio de CE(I)so

igual @ 0,54 mg L™ e classificado como muito toxico.
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5.2.4. Avaliacdo da Toxicidade Aguda em Biomphalaria glabrata

Na TABELA 10 s&o apresentados os resultados de toxicidade aguda obtidos com os
organismos Biomphalaria glabrata adulto expostos aos corantes. Os valores estdo expressos em
CLso (mg L™) apés exposicao de 72 h.

Por se tratar de um modelo ndo padronizado, foi utilizado como controle positivo o
dicromato de potassio. A CLsp foi de 61,24 mg L™, com intervalos de confianca de 33,56 e
111,74 mg L.

Os corantes ndo apresentaram toxicidade aos moluscos em nenhuma das formas quimicas
estudadas. Os valores de CLsy foram maiores que 5000 mg L™, com excegdo para o RPB na

forma vinilsulfona que apresentou CLs igual a 1530 mg L™ (1434,75-1721,36).

TABELA 10. Toxicidade aguda dos corantes Remazol Preto B 133% e Remazol Alaranjado 3R
133% em diferentes formas quimicas ao organismo Biomphalaria glabrata

Formas Quimicas Remazol Preto B 133% Remazol Alaranjado 3R 133%
CL507,n; mg L™ CL5075n; mg L™
Sulfatoetilsulfona > 5000 > 5000
- 1530
Vinilsulfona (1434,75-1721,36) > 5000
Hidroxietilsulfona > 5000 > 5000

Nas TABELAS 11 e 12 é apresentado um resumo de todos os resultados de toxicidade aguda
obtidos para os organismos estudados expostos as diferentes formas quimicas dos corantes RPB
e R3AR.
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TABELA 11 - Toxicidade aguda do corante Remazol Preto B 133% nas diferentes formas
quimicas para V.fischeri, D.similis e B.glabrata

Remazol Preto B 133%

Formas Quimicas V. fischeri D. similis B. glabrata
CE(1)50s5min; Mg L™ CE(1)5046n; mg L™ CL5075,; mg L™

Classificagdo

Sulfatoetilsulfona 27,12 £1,43 91,25 +13,37 > 5000 LT -LT-NT
Vinilsulfona 6,23 +0,16 475,40 +62,12 1530 T—-NT-NT
Hidroxietilsulfona 21,50 +2,99 462,2 £104,93 > 5000 LT —NT-NT

MT = muito toxico (CE(1)50/CL50 < 1 mg L™); T = téxico(1mg L™ < CE(1)50/CL50 < 10 mg L™); LT = levemente
txico (10 mg L™ < CE(1)50/CL50 < 100 mg L™) e NT = néo téxica (CE(1)50/CL50 > 100 mg L™)

TABELA 12- Toxicidade aguda do corante Remazol Alaranjado 3R 133% nas diferentes formas
quimicas para V.fischeri, D.similis e B.glabrata

Remazol Alaranjado 3R 133%

V. fischeri D. similis B. glabrata

Formas Quimicas CE(1)50;5mn: Mg L™ CE(1)5048,; Mg L CL50,,; mg L™ Classificacdo

Sulfatoetilsulfona 12,72 +0,44 4,42 +1,28 > 5000 LT-T-NT
Vinilsulfona 39,33 +0,62 0,54 +0,08 > 5000 LT —MT —-NT
Hidroxietilsulfona 75,45 +4,25 2,82 > 5000 LT-T-NT

MT = muito toxico (CE(1)50/CL50 < 1 mg L™); T = téxico(1mg L™ < CE(1)50/CL50 < 10 mg L™); LT = levemente
txico (10 mg L™ < CE(1)50/CL50 < 100 mg L™) e NT = néo téxica (CE(1)50/CL50 > 100 mg L™

De uma forma geral, o organismo V.fischeri foi 0 mais sensivel as diferentes formas do
corante RPB, sendo a forma vinilsulfona a que apresentou menor valor de CE(l)so , sendo
classificada como toxica. Com relacdo ao R3AR, o organismo mais sensivel foi a Daphnia
similis, com baixos valores de CE(l)so para as trés formas do corante, com destaque para a forma
vinilsulfona classificada como muito toxica.

A alta variabilidade na resposta dos diferentes organismos indicadores refor¢a a importancia
da utilizacdo de mais de uma espécie, pertencentes a niveis troficos distintos, para a avaliacdo da

toxicidade aguda de um composto.
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Os menores valores de CE(l)sp observados foram para a forma vinilsulfona. Essa forma tem
uma meia-vida longa no ambiente aquatico devido a sua baixa biodegradabilidade, e pode se
ligar ao sedimento ou ficar disponivel na coluna d’agua (Weber et al., 1990). Devido a essas
caracteristicas, ao fato de que a concentracdo dos corantes nos ecossistemas aquaticos pode
variar de ng L™ a pg L™ (Carneiro et al., 2010) e com base nos resultados encontrados nesse
trabalho para toxicidade aguda, podemos sugerir que os corantes estudados na forma vinilsulfona

apresentam um maior risco a biota aquatica que as demais formas.

5.3. Avaliacao da Toxicidade Crénica em Ceriodaphnia dubia

A sensibilidade do organismo C. dubia foi realizado com cloreto de potassio, em um periodo
de 7-8 dias de exposicdo. O valor cronico (Vc) foi determinado e utilizado para elaborar a carta-
coontrole, onde os limites de aceitacdo eram de dois desvios-padrdo. O valor médio dos Vc
obtidos nos experimentos foi de 49,1 + 22,59 mg L™ (FIGURA 18).

C. dubia - Cloreto de potassio
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FIGURA 18. Sensibilidade do organismo C. dubia ao cloreto de potassio
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Na TABELA 13 sdo representados os valores CENO e CEO obtidos nos ensaios de
toxicidade cronica do corante RPB na sua forma original e apos hidrolise. A média dos neonatos
esta representada graficamente nas FIGURAS 19, 20 e 21.

Os valores de CENO e CEO foram obtidos experimentalmente e o de VVC foi calculado pela
média geométrica entre os valores de CENO e CEO.

O corante RPB na forma sulfatoetilsulfona apresentou o menor valor de CENO (12,5 mg L
). Apés a modificacdo estrutural a partir da qual foram geradas as formas vinilsulfona e
hidroxietilsulfona, o corante apresentou-se menos toxico (TABELA 13).

TABELA 13. Toxicidade crdnica do corante Remazol Preto B 133% nas diferentes
formas quimicas

Ceriodaphnia dubia

Formas Quimicas

CENO (mg L™ CEO (mg L™ VC (mg L™
Sulfatoetilsulfona 125 25,0 17,68
Vinilsulfona 25,0 50,0 35,36

Hidroxietilsulfona 75,0 100,0 86,60
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FIGURA 19. Reproducéo de C. dubia exposta ao corante Remazol Preto B 133% na forma
sulfatoetilsulfona
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FIGURA 20. Reproducdo de C. dubia exposta ao corante Remazol Preto B 133% na forma
vinilsulfona
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FIGURA 21. Reproducéo de C. dubia exposta ao corante Remazol Preto B 133% na forma
hidroxietilsulfona

Para o organismo C.dubia, nenhuma das formas quimicas do corante RA3R apresentou
toxicidade cronica; ndo foi observada nenhuma reducdo significativa na reproducdo dos
organismos testados e também nenhum efeito agudo (TABELA 14). A média dos neonatos esta

representada graficamente nas FIGURAS 22, 23 e 24.

TABELA 14. Toxicidade cronica do corante Remazol Alaranjado 3R 133% nas
diferentes formas quimicas

_ Ceriodaphnia dubia
Formas Quimicas

CENO (mg L™ CEO (mg L™ VC (mg L™
Sulfatoetilsulfona 100 > 100 ND
Vinilsulfona 100 > 100 ND
Hidroxietilsulfona 100 > 100 ND

ND= ndo determinado
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FIGURA 22. Reproducdo de C. dubia exposta ao corante Remazol Alaranjado 3R 133% na
forma sulfatoetilsulfona

R3AR - Vinilsulfona
301
0
@)
©
S 20-
e .
]
©
8 10-
°
‘O
=
0_
@ he > he e N he
Q \% \% \% \% \% \%
R IR R IR
oV T P SIS
Concentragdes

FIGURA 23. Reproducdo de C. dubia exposta ao corante Remazol Alaranjado 3R 133% na
forma vinilsulfona
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FIGURA 24. Reprodugéo de C. dubia exposta ao corante Remazol Alaranjado 3R 133% na
forma hidroxietilsulfona

Os resultados obtidos com exposigéo cronica de C.dubia ao RPB nas diferentes formas estéo,
qualitativamente, correspondentes ao resultado esperado para D.similis. O CEO pode ser
calculado com base no ensaio agudo (CEO=CE(1)50/10). Entretanto, 0 mesmo n&o foi observado
para 0 corante R3AR, indicando gque mesmo organismos proximos, podem apresentar
sensibilidades diferentes a um mesmo composto. Essa diferenca, de um modo geral, estd
relacionada ao tamanho. Organismos menores tendem a ser mais sensiveis, porém, para alguns
compostos essa regra ndo € valida (Lopes et al., 2009)

Uma hip6tese para a variacdo qualitativa da toxicidade dos corantes aos organismos
estudados pode ser a presenca de impurezas, uma vez que 0s corantes testados foram obtidos
diretamente da indlstria e utilizado sem purificacdo. Segundo Brown e DeVito, 1993, as
impurezas, como por exemplo, aminas aromaticas, benzidina e o-toluidina podem ser
introduzidas durante o processo de sintese do corante ou durante a estocagem. Além disso, 0
posicionamento dos grupos substituintes, como o0s grupos sulfonicos pode influenciar
diretamente na toxicidade dos corantes. Gottileb et al., 2003, observaram que a toxicidade de

compostos naftol variou de acordo com o tipo e posicdo de seus grupos de substituicdo. Acido
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naftalénico foi menos toxico quando o grupo sulfonico estava na posi¢ao 1’ do que na posi¢ao

2.

5.4. Avaliacdo da Genotoxicidade dos Corantes

A genotoxicidade dos corantes na forma sulfatoetilsulfona foi avaliada por meio do teste do
Cometa adaptado ao organismo Biomphalara glabrata. O agente alquilante direto
etilmetanosulfonato (EMS) foi utilizado como controle positivo (TABELA 15 e FIGURA 25).
Os resultados da analise visual do teste do Cometa em caramujos expostos aos corantes RPB e
R3AR estdo expressos nas TABELAS 16 e 17 e FIGURAS 26 e 27, respectivamente. Os valores
estdo expressos em porcentagem para cada classe de dano e o dano quantitativo (DD) foi
calculado e representado graficamente.

TABELA 15. Teste do cometa em hemdcitos de caramujos adultos Biomphalaria
glabrata expostos ao etilmetanosulfonado

Concentragio  N°de Categoria de dano no DNA (%) DD
(mgL?)  células 0 1 2 3

0 1200 715(59,7) 287(23,9) 99(82) 99(82) 65

1 1200 566 (47,2) 315(26,2) 125(10,4) 194 (16,2) 96

10 1100 375(34,1) 325(29,5) 163 (14,8) 237 (21,6) 124

50 1200 0(0) 0(0) 0(0) 1200 (100) 300

(DD — dano quantitativo; n=6)
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FIGURA 25. Expressdo do Dano Quantitativo no DNA ap6s a exposicéo as concentracdes de 1,
10e50 mg L™ de etilmetanosulfonato

O etilemetanosulfonato é um agente alquilante de a¢do direta. Seu potencial genotoxico ja foi
observado em mexilhdes da espécie Unio pictorum, utilizando o teste do cometa (Stambuk et al.,
2008), e em virus, bactérias, fungos, insetos, plantas e células de mamiferos (Sega, 1984). Sua
reatividade bioldgica é devida ao seu grupo etil, que pode ser transferido a sitios nucleofilicos do
DNA via mecanismo SN1 (substituicdo nucleofilica unimolecular) ou SN2 (substituicdo
nucleofilica bimolecular) (Sega, 1984).

Os resultados obtidos demonstraram que o teste foi sensivel ao EMS, com a dose de 10 mg L
! foi possivel visualizar dano significativo ao DNA, com o DD igual a 124. Com a dose de 50 mg
L™ o DD foi de 300, indicando que todos os cometas analisados foram classificados na classe 3,
o dano méximo. Para a avaliacdo da citotoxicidade foi realizado o teste de exclusdo do corante
azul de tripan. Em todas as concentragdes estudadas a viabilidade foi maior que 90 %.
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TABELA 16. Teste do cometa em caramujos adultos Biomphalaria glabrata
expostos ao corante Remazol Preto B 133% - sulfatoetilsulfona (DD — dano
quantitativo; n=6)

Concentragdo N°de Categoria de dano no DNA (%) DD
(mgL?)  células 0 1 2 3

0 1200 649 (54,1) 257 (21,4) 106 (8,8) 188 (15,7) 86

100 1200 666 (55,5) 264 (22) 108(9) 162 (13,5) 81

500 1200 580 (48,3) 255(21,3) 106 (8,8) 259 (21,6) 104

1000 1100 424 (38,6) 294 (26,7) 150 (13,6) 232 (21,1) 117

2000 1000 429 (42,9) 242 (24,2) 111 (11,1) 218 (21.8) 112

Remazol Preto B 133%
3001
o 250-
2
T 200
=
C 150- T
(@4 -l- T T
S 1001 T
®
O 5o
0 L] L] L] L] T
\QJ N N N N
Q v v v/ v
$ S ) S S
000 oY P N 2
Dose (g L'l)

FIGURA 26. Expressdao do Dano Quantitativo no DNA ap0s a exposi¢do as concentracbes de
100, 500, 1000 e 2000 mg L™ ao corante Remazol Preto B 133% (sulfatoetilsulfona).



70

TABELA 17. Teste do cometa em caramujos adultos Biomphalaria glabrata
expostos ao corante Remazol Alaranjado 3R 133% - sulfatoetilsulfona - (DD —
dano quantitativo; n=6)

Concentracdo  N° de Categoria de dano no DNA (%) DD
(mgL?)  células 0 1 2 3
0 1200 713 (59,4) 266 (22,2) 122 (10,2) 99(82) 67
100 1200 701 (58,4) 270(22.5) 138 (11.5) 91(7,6) 68
500 1200 738(61,5) 185(154) 130(10,8) 147 (12,3) 74
1000 1200 719 (59,9) 247 (20,6) 102 (8,5) 132(11) 71
2000 1200 659 (54,9) 240 (20) 120 (10) 181(151) 85
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FIGURA 27. Expressdo do Dano Quantitativo no DNA ap0s a exposi¢do as concentragbes de
100, 500, 1000 e 2000 mg L™ ao corante Remazol Alaranjado 3R 133% (sulfatoetilsulfona).

O corante RPB (TABELA 16 e FIGURA 26) apresentou genotoxicidade nas concentracfes
mais elevadas. Foi observada uma diferenca significativa entre os valores de dano quantitativo
do controle (DD=86) e nas concentracdes 500 mg L™ (DD=104), 1000 mg L™ (DD=117) e 2000
mg L™ (DD=112).
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O resultado foi corroborado com Malachova et al., 2006, onde o corante Reativo Preto 5 foi
positivo para as cepas de Salmonella YG1041 e YG1042 apenas com ativacdo metabdlica.

Entretanto, deve ser observado que o dano ocorreu em elevadas concentragdes e que a maior
porcentagem de dano esté na classe 0 e na classe 1, onde a soma é maior que 50 % do dano total.
Indicando que o corante tem uma agédo genotoxica fraca.

Novatny et al., 2006 avaliaram a mutagenicidade de dois corantes azo e dois antraquinona no
teste de mutacdo reversa com Salmonella (teste de Ames). O corante azo reativo Reativo Laranja
16 foi o Unico positivo na presenca e auséncia de ativacdo metabdlica, indicando mutagdo de
substitui¢cdo de base e “frameshift”. O corante Disperso Azul 3 induziu mutagdes “frameshift”
apos a ativacdo metabolica. As respostas positivas das cepas de Salmonella YG1041 e YG1042
foram atribuidas a possivel presenca de grupos metil e hidroxi etil na posicdo para (B). O
resultado negativo dos corantes azo Vermolho do Congo e antraquinona reativo Remazol Azul
Brilhante R foi atribuido a presenca de grupos sulfénicos na molécula que podem diminuir o
efeito mutagénico.

O estudo realizado por Malachova et al., 2006 com o teste de Ames corroborou 0s resultado
obtidos por Novatny et al., 2006 com o0s corantes Reativo Laranja 16, Azul Disperso 3 e
Vermelho do Congo. Os resultados obtidos nos estudos com o teste de Ames indicaram o
potencial mutagénico do corante, porém, ndo foi observado nenhum efeito genotdxico do R3AR
(TABELA 17 e FIGURA 27) com o teste do Cometa em hemdcito de B.glabrata.

5.5. Irradiacdo com Feixe de Elétrons

Nas FIGURAS 28 e 29 estdo representados os espectros UV/Vis dos corantes RA3R e RPB
(sulfatoetilsulfona) na concentracdo de 200 mg L™ apés a irradiacdo com feixe de elétrons. O
espectro é similar para os dois corantes, apresentando uma forte absorbancia na regido do visivel
(400 - 800 nm) e na regido do UV (100 - 400 nm).
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FIGURA 28. Espectro UV/visivel do corante Remazol Alaranjado 3R 133% - sulfatoetilsulfona
(200 mg L™)- ap6s irradiacéo com feixes de elétrons
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FIGURA 29. Espectro UV/visivel do corante Remazol Preto B 133% - sulfatoetilsulfona (200
mg L™)- ap6s irradiacdo com feixes de elétrons
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A razdo pela qual os corantes azo sdo intensamente coloridos deve-se, em geral, ao fato da
ligacdo azo (diazenodiila), -N=N-, fazer conjugacdo com dois anéis aromaticos. Essa conjugagao
fornece um sistema estendido de deslocamento de elétrons @ e permite a absor¢do de luz na
regido do visivel (Catanho et al., 2006). A absorbancia na regido UV € caracteristica dos anéis
naftalenos e de outros compostos presentes na amostra (Paul et al., 2011).

As reacdes do corante Reativo Preto 5 com as espécies reativas da radiolise da agua foram
estudadas pela técnica de radidlise de pulso por Djaka et al, 2003. Nesse trabalho foi verificado
que o elétron aquoso reage, preferencialmente, com o grupo azo formando o radical hidrazil
como espécie primaria (EQUACAO 22). O 4omo de hidrogénio produz subprodutos
intermediarios reativos similares ao € ,q, portanto, também reduz o grupo azo. Aproximadamente,
60 % do radical hidroxil reage com o grupo azo e 40 % com os anéis aromaticos, formando

radicais ciclohexadienil como produtos primarios.
N=N- + €5 2% N* -NH- +OH’ (22)

Durante os experimentos os corantes foram irradiados na presenca de oxigénio do ar e pH 6-
7. Segundo Wojnarovits et al.,2008, Foldvary et al., 2007 e Paul et al. 2011, sob essas condic¢des
ocorre a captura dos &tomos de hidrogénio (H") e elétrons aquoso (e-aq) pelo oxigénio molecular
(O,) gerando radicais perhidroxil (HO,") e anions superéxidos (O,™). Com isso, a descoloracéo e
a degradacdo dos corantes ocorre via oxidacdo, principalmente, pela acdo do radical hidroxil
(OH)).

A porcentagem da reducdo da cor dos corantes foi calculada pelo monitoramento da
diminuicdo da absorbancia em 597 nm para o corante RPB e 494 nm para 0 RA3R (FIGURA
30). A eficacia do processo na reducgdo da cor variou de acordo com a dose aplicada e com a
estrutura quimica dos corantes. O corante RPB (0,5 kGy = 3,6 % ; 1 kGy = 31,61 % reducdo cor)
apresentou maior reducdo da cor que o corante R3AR (0,5 kGy = 22,94 %; 1 kGy = 52,95 %

reducdo cor) nas menores doses.
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FIGURA 30. Porcentagem de descoloragdo dos corantes Remazol Preto B 133% e Remazol
Alaranjado 3R 133% ap0s a irradiacdo com diferentes doses de feixe de elétrons

Com a aplicacdo de baixas doses o rendimento na geracdo de espécies reativas é menor, 0
que explica uma menor porcentagem na reducdo dos corantes (Vahdat et al., 2010).

Além disso, a diferenca observada na porcentagem da reducdo da cor entre os corantes RPB e
R3AR esta diretamente ligada a estrutura quimica. A principal diferenca estd no nimero de
grupos azo, o RPB apresenta dois grupos cromoéforos (diazo) e o RA3R apenas um (monoazo).

Com o aumento da dose, ocorre 0 aumento da concentracdo das espécies reativas
promovendo a maior descoloragdo dos corantes. A dose de 10 kGy foi eficaz na reducéo da cor
dos corantes na concentragdo estudada (200 mg L™), com 97,64% de redugdo para o RPB e
96,8% para 0 RA3R.

5.5.1. Avaliacdo do pH e Condutividade
A diminuicdo do pH (FIGURA 31) e 0 aumento da condutividade (FIGURA 32) das solugdes

dos corantes foi diretamente proporcional ao aumento da dose, sugerindo a quebra das moléculas

dos corantes em compostos acidos organicos menores, tais como, acido formico, acido acético ou
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acidos dicarboxilicos (Ting e Jamaludin, 2008). O resultado corrobora o espectro UV/Vis obtido

dos corantes apdés a dose de 10 kGy. O pico de absor¢cdo se desloca para a faixa do UV,

especificamente na faixa de 190 - 240 nm caracteristica dos compostos citados.
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FIGURA 31. Variagdo do pH dos corantes Remazol Preto B 133% e Remazol Alaranjado 3R
133% - sulfatoetilsulfona (200 mg L™) — apés irradiacao com feixe de elétrons
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FIGURA 32. Variagdo da condutividade dos corantes Remazol Preto B 133% e Remazol

Alaranjado 3R 133% - sulfatoetilsulfona (200 mg L) — ap6s irradiacao com feixe de elétrons
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5.5.2. Carbono Organico Total (COT)

O carbono organico total (COT) foi realizado apenas com o corante RPB, por se tratar do
corante com a estrutura quimica mais complexa (FIGURA 33). O resultado indica que ndo houve
diminuicdo do COT nas amostras irradiadas do corante, caracterizando que as doses aplicadas
ndo foram capazes de mineralizar o corante. Esse resultado corrobora os resultados obtidos

anteriormente com o espectro UV/Vis e pH dos corantes.
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FIGURA 33. Concentracdo de COT presentes nas amostras do corante Remazo Preto B

5.5.3. Avaliacéo da Toxicidade Aguda dos Corantes Irradiados com Feixe de Elétrons

Os organismos V.fischeri e D.similis foram utilizados para avaliar os possiveis efeitos
biolégicos dos produtos gerados com a irradiacdo dos corantes. Os resultados da toxicidade
aguda dos corantes RPB e R3AR estdo apresentados na TABELA 18 e 19 e FIGURA 34 e 35,
respectivamente.

Os resultados indicam que a toxicidade aguda do organismo V.fischeri exposto ao RPB
irradiado com 0,5, 1 e 2,5 kGy pouco variou em relagdo ao corante ndo irradiado. Com a dose de

5 kGy foi observado uma sensivel diminuicdo da toxicidade (35,64 %). A dose de 10 kGy
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apresentou valor de CE(l)so cerca de 2,5 vezes maior que o RPB ndo irradiado e uma reducéo de
59,62 % da toxicidade

O corante RPB, ap0s a irradiacao, apresentou valores de CE(l)so menores que o corante ndo
irradiado para o organismo D. similis, indicando que os subprodutos gerados, em todas as doses

utilizadas, foram mais toxicos que o composto original.

TABELA 18. Toxicidade aguda para V.fischeri e D.similis do corante Remazol Preto B 133%
apos irradiacao com feixes de elétrons

Corante Remazol Preto B 133% (sulfatoetilsulfona)

Dose (kGy) V- fischen % Reducéo D-similis % Reducéo
CE(1)5015min; ppm CE(1)504gn; ppm

0 27,12 (24,42-30,16) 91,25 (65,24-154,54)

0,5 23,70 (19,62-28,62) NR 81,02 (67,14-97,14) NR

1 27,40 (26,26-28,60) NR 30,54 (14,68-67,62) NR

2,5 25,06 (13,6-46,2) NR 34,26 (28,26-40,52) NR

5 42,14 (31,83-55,79) 35 64% 32,66 (20,06-42,76) NR

10 67,0 (45,98-975) 50,52% 53,90 (43,60-66,64) NR

NR = ndo houve reducéo
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FIGURA 34. Toxicidade aguda para V.fischeri e D.similis do corante Remazol Preto B 133%
apos irradiacao com feixes de elétrons

Os subprodutos gerados apdés a irradiacdo do RA3R com as doses 0,5 e 1 kGy foram mais
toxicos para V.fischeri que o corante ndo irradiado. Com o aumento da dose a toxicidade
diminuiu, provavelmente, devido a maior degradacdo do composto. Com 2,5 kGy foi observado
uma reducdo da toxicidade de 56,73 %, com 5 kGy uma reducdo de 81,29 % e 10 kGy uma
reducdo de 82,95 % (TABELA 19).

Para D.similis houve uma reducdo da toxicidade que variou de 2 a 5 vezes para todas as
doses, porém, com a presenca de valores baixos de CE(l)so. Os resultados indicam que 0s

subprodutos gerados ainda séo toxicos para 0 organismo.
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TABELA 19. Toxicidade aguda para V.fischeri e D.similis do corante Remazol Alaranjado 3R
133% apos irradiacao com feixes de elétrons

Corante Remazol Alaranjado 3R 133% (sulfatoetilsulfona)

Dose (kGy) V- fischer % Reducio D-similis % Reducio
CE(1)5015min; ppm CE(1)504¢n; ppm

0 12,72 (12,3-13.8) 4,42 (3,43-5,73)

0,5 8,14 (6,20-10,66) NR 14,62 (11,74-18,18) 69,76 %

1 10,04 (8,72-11,6) NR 8,84 (2,98-23,60) 50 %

25 2040 (28,06-30,80)  5673% 20,38 (14,54-28,58) 78,31 %

5 68,0 (28,0-156,0) 8120% 19,28 (14,68-25,32) 77,07 %

10 74,60 (59,60-93,40) 82,95 % 15,38 (12,98-18,24) 71,26 %

NR = ndo houve reducéo.
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FIGURA 35. Toxicidade aguda para V.fischeri e D.similis do corante Remazol Alaranjado 3R
133% ap0os irradiacao com feixes de elétrons
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6. CONCLUSOES

A modificacdo estrutural de um corante azo reativo nem sempre acarretara na formacao
de um composto mais toxico. Entretanto, os menores valores de toxicidade aguda para os
organismos testados foram observados na forma vinilsulfona dos corantes, sendo

considerada como um risco em potencial aos ecossistemas aquaticos.

O corante R3AR apresentou 0os menores valores de toxicidade aguda, entretando nao foi
observado efeito crénico com C. dubia. O organismo D. similis foi mais sensivel ao
corante R3AR do que C. dubia.

O corante RPB foi genotdxico. Nao foi observado esse efeito no corante RA3R

A radiacdo de feixe de elétrons foi eficiente na reducdo da coloracdo dos corantes
apresentando uma eficiéncia maior ou igual a 97 %. A estrutura quimica dos corantes
influenciou diretamente na capacidade da reducdo de cor com as doses mais baixas de

radiacdo. As doses de radiacdo utilizadas ndo foram capazes de mineralizar os corantes.

A descoloracdo obtida pela radiacdo de feixe de elétrons ndo resultou diretamente na

reducdo da toxicidade. Essa esta diretamente ligada na maior degradacdo dos compostos.

Os organismos utilizados para avaliar a toxicidade aguda dos subprodutos provenientes
da degradagdo dos corantes com a radiacdo de feixe de elétrons apresentaram diferentes
padrdes de toxicidade, indicando a necessidade de utilizar mais de um organismo para

uma melhor avaliag&o.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ap0s a radiagdo de feixe de elétrons os subprodutos gerados podem ser mais toxicos que o
composto original e também podem formar compostos genotoxicos. Utilizando corantes com
conhecido grau de pureza, os subprodutos gerados poderdo ser analisados para a identificacao
analitica, com auxilio de analises quimicas (HPLC, RMN e outros). Em seguida, a toxicidade e
genotoxicidade poderdo ser determinadas com testes in vitro e in vivo de cada subproduto
separadamente. Com isso, poderdo ser conhecidos 0s subprodutos e quais sdo 0s responsaveis
pelo efeito bioldgico.

O teste do Cometa adaptado ao caramujo é uma importante ferramenta para a avaliacdo
genotdxica ambiental, mas também, pode ser utilizada para fazer estudos, tais como, avaliagao
de mecanismos de reparo e outros. O caramujo B. glabrata vem sendo utilizado como
bioindicador, porém, existem poucos trabalhos que tratam de seus mecanismos de detoxificacao
e de reparo. Com a adaptacdo do teste do Cometa, poderdo ser realizados experimentos para o

melhor conhecimento deste bioindicador.
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TABELA 1. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante

Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 89,90 91,09 95,48 93,42 108,91 92,74
l15 75,24 53,36 45,88 30,35 22,95 10,19

CE(1)5015min= 13,03 mg L (12,27-13,83)

TABELA 2. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante

Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 117,91 88,98 100,22 112,62 106,02 96,45
15 90,02 55,03 40,76 26,46 12,60 0,56

CE(1)5015min = 12,41 mg L™ (10,55-14,60)

TABELA 3. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante

Remazol Alaranjado 3R vinilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R vinilsulfona

Concentragdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 95,53 96,25 89,06 83,07 89,17 99,69
15 78,02 69,51 53,31 41,89 36,35 29,09

CE(1)5015min = 38,9 mg L™ (37,8-40,0)
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TABELA 4. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R vinilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R vinilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 81,02 93,20 93,32 93,13 89,15 87,09
l15 71,10 71,30 64,23 55,40 37,12 21,04

CE(1)5015min= 39,77 mg L (36,04-43,87)

TABELA 5. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 92,91 113,89 107,21 111,86 112,17 106,43
15 82,27 95,63 94,14 81,34 60,67 44,39

CE(1)5015min = 72,45 mg L™ (60-51-86,75)

TABELA 6. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 102,3 109,76 106,7 98,97 102,23 96,33
l15 100,7 91,65 86,28 74,67 56,77 49,12

CE(1)5015min = 78,46 mg L (63,08-97,58)
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TABELA 7. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Preto B sulfatoetilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 98,3 94,99 98,70 90,90 97,74 76,91
l15 80.05 58,95 57,07 43,21 33,88 16,38

CE(1)5015min = 28,16 mg L (26,41-30,0)

TABELA 8. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Preto B sulfatoetilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 91.83 85,66 82,13 82,75 78,69 77,79
15 87,09 62,67 56,81 45,75 30,44 14,21

CE(1)5015min = 26,09 mg L™ (22,44-30,33)

TABELA 9. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B vinilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Preto B vinilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 92,97 97,36 87,70 90,58 94,57 88,66
15 87,38 50,23 28,89 17,77 9,01 3,78

CE(1)5015min= 6,12 mg L~ (5,72-6,56)
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TABELA 10. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B vinilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Preto B vinilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 105,02 97,15 103,12 101,69 99,79 86,92
15 110,10 57,18 37,75 24,44 12,21 4,57

CE(1)5015min = 6,35 mg L™ (5.65-7,14)

TABELA 11. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B hidroxietilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Preto B hidroxietilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 97,41 111,59 99,99 98,93 112,21 117,65
15 80,49 75,14 55,63 40,84 27,11 14,09

CE(1)5015min = 19,39 mg L™ (18,21-20,66)

TABELA 12. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B hidroxietilsulfona

Vibrio fischeri - Remazol Preto B hidroxietilsulfona

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,90
lo 128,20 102,66 106,70 134,56 117,23 118,10
l15 131,51 88,90 85,54 75,67 39,78 12,49

CE(1)5015min = 23,62 mg L (19,83-28,14)



86

TABELA 13. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona irradiado com 0,5 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Preto B (0,5 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 2,557 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 138,83 146,65 116,05 132,03 112,20 128,89
l15 93,71 83,87 60,67 47,95 24,84 11,93

CE(1)5015min= 23,70 mg L (19,62-28,62)

TABELA 14. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona irradiado com 1,0 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Preto B (1,0 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 106,26 111,64 106,87 110,03 99,9
15 61,57 50,43 50,43 24,27 10,86

CE(1)5015min = 27,4 mg L™ (26,26-28,60)

TABELA 15. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona irradiado com 2,5 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Preto B (2,5 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 118,91 125,01 111,10 79,50 118,02
l15 104,62 66,99 62,11 37,71 25,92

CE(1)5015min = 25,06 mg L™ (13,6-46,2)
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TABELA 16. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona irradiado com 5,0 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Preto B (5,0 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 103,50 94,33 97,59 101,97 91,64
l15 107,0 22,30 14,03 8,31 2,6

CE(1)5015min = 42,14 mg L (31,83-55,79)

TABELA 17. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Preto B sulfatoetilsulfona irradiado com 10 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Preto B (10 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 2,557 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 83,44 90,22 99,08 95,41 92,29 106,91
l15 88,61 84,03 87,22 78,07 59,81 45,09

CE(1)5015min= 67,0 mg L (45,98-97,5)

TABELA 18. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona irradiado com 0,5 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R (0,5 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 2,557 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 82,70 107,19 103,44 88,27 100,31 95,70
l15 89,68 64,07 56,77 32,66 18,33 6,72

CE(1)5015min = 8,14 mg L™ (6,20-10,66)
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TABELA 19. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona irradiado com 1,0 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R (1,0 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 2,557 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 82,59 108,18 111,75 97,59 114,78 102,95
l15 82,25 71,84 51,28 35,48 22,85 7,86

CE(1)5015min= 10,04 mg L (8,72-11,6)

TABELA 20. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona irradiado com 2,5 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R (2,5 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 2,557 5,115 10,23 20,47 40,95
lo 100,8 128,07 96,53 103,93 104,49 122,96
l15 111,6 109,33 80,48 68,91 48,98 32,94

CE(1)5015min = 29,40 mg L (28,06-30,80)

TABELA 21. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona irradiado com 5,0 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R (5,0 kGy)

Concentracéo (%)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,9
lo 114,72 126,96 102,46 121,37 91,79 117,06
l15 83,39 88,40 69,46 62,61 44,80 6,37

CE(1)5015min = 68,0 mg L * (28,0-156,0)
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TABELA 22. Ensaio bruto de toxicidade aguda com V. fischeri exposta 15 min ao corante
Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona irradiado com 10 kGy

Vibrio fischeri - Remazol Alaranjado 3R (%)

Concentracdo (mg L™)

Controle(-) 5,115 10,23 20,47 40,95 81,9
lo 143,51 1442 144,89 136,9 118,27 114,13
l15 132,31 1245 118,36 96,64 76,88 46,87

CE(1)5015min= 74,60 mg L (59,60-93,40)
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ANEXO Il - ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA COM D.similis

TABELA 1. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Preto B sulfatoetilsulfona

Concentracéo Org. Imoveis por Reéplica - Daphnia similis Total pH
(mg LY 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,90

75 3/5 0/5 2/5 3/5 8/20 7,81

100 0/5 3/5 3/5 4/5 10/20 7,83

200 4/5 1/5 3/5 4/5 12/20 7,78

400 3/5 3/5 3/5 3/5 12/20 7,87

600 5/5 5/5 2/5 3/5 15/20 7,82

CE(1)504g = 110,67 mg L™ (55,77-219,60)

TABELA 2. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Preto B sulfatoetilsulfona

Concentracéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total oH
(mg L™ 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,93

75 1/5 1/5 1/5 4/5 7120 7,90

100 4/5 4/5 5/5 4/5 17/20 7,83

200 3/5 2/5 4/5 3/5 12/20 7,91

400 3/5 2/5 2/5 3/5 10/20 7,85

600 5/5 3/5 2/5 5/5 15//20 7,91

CE(1)5045n = 80,88 mg L " (65,67-99,61)
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TABELA 3. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B vinilsulfona

Concentracao Org. Imoveis por Replica - Daphnia similis Total oH
(mg L™ 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 1/5 1/20 7,98

100 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,93

200 1/5 0/5 2/5 0/5 3/20 7,94

400 2/5 2/5 2/5 3/5 9/20 7,99

600 3/5 2/5 4/5 4/5 13/20 7,93

800 5/5 5/5 4/5 5/5 19/20 7,95

CE(1)504g1 = 431,48 mg L™ (359,76-517,60)

TABELA 4. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B vinilsulfona

Concentracéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,76

100 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,78

250 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,88

500 2/5 0/5 1/5 3/5 6/20 7,74

750 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,76

1000 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,73

CE(1)504g, = 519,33 mg L™ (464,04-581,22)
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TABELA 5. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B hidroxietilsulfona

Concentragéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,1

100 1/5 2/5 0/5 1/5 4/20 7,98

200 2/5 3/5 1/5 0/5 6/20 7,95

400 3/5 2/5 2/5 4/5 11/20 7,99

600 5/5 4/5 2/5 3/5 14/20 7,80

800 5/5 5/5 5/5 2/5 17/20 7,97

CE(1)5045n = 332 mg L (235,05-471,65)

TABELA 6. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B hidroxietilsulfona

Concentracao Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,84

100 1/5 0/5 1/5 0/5 2/20 7,80

200 2/5 1/5 0/5 1/5 4/20 7,67

400 3/5 1/5 1/5 2/5 7120 7,88

600 4/5 5/5 2/5 4/5 15/20 7,84

800 5/5 5/5 5/5 3/5 18/20 7,83

CE(1)504g1 = 480,4 mg L™ (212,04-512,56)
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TABELA 7. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Concentragéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,2

0,78125 0/5 2/5 1/5 1/5 4/20 8,1

1,5625 0/5 2/5 2/5 1/5 5/20 7,98

3,125 2/5 2/5 2/5 1/5 7/20 8,0

6,25 5/5 5/5 1/5 5/5 16/20 7,99

12,5 5/5 4/5 4/5 5/5 18/20 7,93

25 3/5 4/5 4/5 3/5 14/20 7,89

50 5/5 4/5 4/5 5/5 18/20 8,1

CE(1)504g1 = 3,51 mg L™ (2,44-5,05)

TABELA 8. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Concentracéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L) 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 1/5 1/20 7,88

0,78125 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,85

1,5625 2/5 1/5 0/5 0/5 3/5 7,77

3,125 2/5 0/5 0/5 1/5 3/5 7,83

6,25 3/5 3/5 4/5 3/5 13/20 7,9

12,5 5/5 5/5 5/5 3/5 18/20 7,82

25 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,70

50 5/5 3/5 4/5 5/5 17/20 7,72

CE(1)5048n = 5,32 mg L~ (4,42-6,411)
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TABELA 9. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Alaranjado 3R vinilsulfona

Concentracao Org. Imoveis por Replica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4
controle 1/5 0/5 0/5 1/5 2/20 8,2
0,39065 2/5 3/5 4/5 1/5 10/20 7,99
0,78125 3/5 4/5 4/5 5/5 16/20 8,2
1,5625 2/5 5/5 4/5 4/5 15/20 8,1
3,125 4/5 4/5 5/5 4/5 17/20 7,98
6,25 5/5 5/5 5/5 4/5 19/20 7,89
12,5 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 8,3
25 5/5 5/5 4/5 5/5 19/20 8,1
50 5/5 5/5 5/5 4/5 19/20 7,90

CE(1)504g1 = 0,48 mg L™ (0,34-0,66)

TABELA 10. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Alaranjado 3R vinilsulfona

Concentracao Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4
controle 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 7,99
0,39065 2/5 1/5 2/5 1/5 6/20 7,95
0,78125 5/5 2/5 4/5 3/5 14/20 7,91
1,5625 5/5 3/5 5/5 2/5 15/20 7,83
3,125 5/5 5/5 4/5 3/5 17/20 7,88
6,25 5/5 5/5 5/5 3/5 18/20 7,78
12,5 4/5 5/5 4/5 3/5 16/20 7,89
25 4/5 5/5 5/5 4/5 18/20 7,94
50 5/5 5/5 3/5 5/5 19/20 7,86




CE(1)50451 = 0,59 mg L™ (0,42-0,83)

TABELA 11. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Alaranjado 3R hidroxietilsulfona
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Concentracéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,4
0,39065 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,9
0,78125 0/5 1/5 0/5 2/5 3/20 8,2
1,5625 2/5 0/5 0/5 2/5 4/20 8,1
3,125 2/5 4/5 2/5 0/5 8/20 7,98
6,25 5/5 5/5 5/5 4/5 19/20 8,1
12,5 4/5 5/5 5/5 5/5 19/20 7,99
25 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 8,2
50 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,92

CE(1)5048n = 2,82 mg L~ (2,21-3,6)

TABELA 12. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Concentracéo Org. Imoveis por Reéplica - Daphnia similis Total pH
(mg L™ 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,99
0,39065 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,92
0,78125 0/5 1/5 3/5 0/5 4/20 7,89
1,5625 0/5 1/5 1/5 1/5 3/5 1.7
3,125 3/5 5/5 3/5 2/5 13/20 7,6
6,25 5/5 2/5 3/5 5/5 15/20 7,81
12,5 5/5 5/5 5/5 3/5 18/20 7,98
25 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,82
50 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,68

CE(1)5048n = 2,82 mg L™ (2,14-3,71)
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TABELA 13. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Preto B sulfatetilsulfona irradiado com 0,5 kGy (CE(1)504gr, em mg L™)

Concentracéo Org. Imoveis por Reéplica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,60

12,5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,40

25 1/5 2/5 1/5 1/5 5/20 7,50

50 3/5 2/5 3/5 2/5 10/20 7,18

75 4/5 5/5 4/5 5/5 18/20 7,8

100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,4

100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 4,5

CE(1)504¢n = 81,02 mg L™ (67,14-97,14)

TABELA 14. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Preto B sulfatetilsulfona irradiado com 1,0 kGy (CE(1)504s, em mg L™)

Concentracéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,4

12,5 2/5 3/5 2/5 2/5 9/20 7,6

25 3/5 3/5 3/5 3/5 12/20 7,5

50 3/5 3/5 3/5 5/5 14/20 7,55

75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,5

100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,62

100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 4,12

CE(1)504g, = 30,54 mg L™ (14,68-67,62)
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TABELA 15. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B sulfatetilsulfona irradiado com 2,5 kGy (CE(1)504gn, em mg L™)

Concentracao Org. Imoveis por Replica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4

controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,31

12,5 3/5 0/5 0/5 2/5 5/20 8,21

25 4/5 5/5 4/5 3/5 16/20 8,10

50 5/5 3/5 3/5 5/5 16/20 8,05

75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,69

100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 6,56

100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 3,79

CE(1)5045n = 34,26 mg L (28,26-40,52)

TABELA 16. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B sulfatetilsulfona irradiado com 5,0 kGy (CE(1)504g, em mg L)

Concentracao Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 1/5 1/20 8,20
3,125 0/5 1/5 0/5 1/5 2/20 8,4
6,25 0/5 0/5 2/5 2/5 4/20 7,99
12,5 3/5 4/5 0/5 2/5 9/20 8,0
25 4/5 3/5 4/5 4/5 15/20 8,10
50 5/5 3/5 4/5 3/5 15/20 7,97
75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,96
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,90
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 3,49

CE(1)504g, = 32,66 mg L™ (20,96-42,76)
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TABELA 17. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol

Preto B sulfatetilsulfona irradiado com 10 kGy (CE(1)504g, em mg L™)

Concentracao Org. Imoveis por Replica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 7,7

12,5 1/5 0/5 0/5 2/5 3/20 7,5
25 2/5 2/5 2/5 2/5 8/20 7,6
50 3/5 4/5 4/5 5/5 16/20 7,58
75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,55
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,54
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 3,25

CE(1)5045n = 53,90 mg L' (43,60-66,64)

TABELA 18. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Alaranjado 3R sulfatetilsulfona irradiado com 0,5 kGy (CE(1)504g, em mg L™)

Concentracao Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,16
3,125 0/5 1/5 1/5 1/5 3/20 8,15
6,25 0/5 2/5 2/5 2/5 6/20 8,11
12,5 5/5 4/5 5/5 5/5 19/20 8,09
25 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 8,0
50 5/5 3/5 5/5 5/5 18/20 7,78
75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,29
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,90
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 4,25

CE(1)504¢n = 14,62 mg L™ (11,74-18,18)
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TABELA 19. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Alaranjado 3R sulfatetilsulfona irradiado com 1,0 kGy (CE(1)504g, em mg L™)

Concentracao Org. Imoveis por Replica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,09
3,125 0/5 3/5 3/5 3/5 9/20 8,04
6,25 3/5 3/5 3/5 2/5 11/20 8,01
12,5 5/5 4/5 3/5 2/5 14/20 7,95
25 5/5 5/5 5/5 4/5 19/20 7,84
50 5/5 4/5 5/5 5/5 19/20 7,56
75 5/5 5/5 4/5 5/5 19/20 7,08
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,90
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 4,03

CE(1)5048n = 8,84 mg L™ (2,98-23,60)

TABELA 20. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Alaranjado 3R sulfatetilsulfona irradiado com 2,5 kGy (CE(1)504g, em mg L™)

Concentracao Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,21
3,125 0/5 1/5 1/5 0/5 2/20 8,2
6,25 1/5 3/5 2/5 2/5 8/20 8,19
12,5 4/5 4/5 4/5 3/5 15/20 8.16
25 3/5 3/5 3/5 4/5 13/20 8,09
50 4/5 5/5 4/5 3/5 16/20 7,96
75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,47
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 6,52
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 3,89

CE(1)504g, = 20,38 mg L™ (14,54-28,58)
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TABELA 21. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Alaranjado 3R sulfatetilsulfona irradiado com 5 kGy (CE(1)504g, em mg L™)

Concentracao Org. Imoveis por Replica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 0/5 0/20 8,19
3,125 0/5 1/5 1/5 0/5 2/20 8,17
6,25 1/5 3/5 2/5 0/5 6/20 8,15
12,5 4/5 4/5 2/5 2/5 12/20 8.13
25 4/5 3/5 3/5 5/5 18/20 8,09
50 4/5 5/5 4/5 4/5 17/20 7,94
75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,28
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 6,35
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 3,54

CE(1)504gn = 19,28 mg L™ (14,68-25,32)

TABELA 22. Ensaio bruto de toxicidade aguda com D.similis exposta 48h ao corante Remazol
Alaranjado 3R sulfatetilsulfona irradiado com 10 kGy (CE(1)504s, em mg L™)

Concentracéo Org. Imoveis por Réplica - Daphnia similis Total pH
(%) 1 2 3 4
controle 0/5 0/5 0/5 1/5 1/20 8,09
3,125 0/5 1/5 0/5 0/5 1/20 8,15
6,25 1/5 3/5 2/5 1/5 7/20 8,06
12,5 4/5 4/5 5/5 5/5 18/20 7,96
25 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,81
50 4/5 5/5 4/5 5/5 18/20 7,39
75 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,46
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 7,2
100 5/5 5/5 5/5 5/5 20/20 3,24

CE(1)504sn = 15,38 mg L~ (12,98-18,24)




TABELA 22. Ensaio bruto de toxicidade aguda com B.glabrata
exposto 72h ao corante Remazol Preto B sulfatetilsulfona

Concentracéo Mortalidade por Réplica - Total

(mg L™ Biomphalaria glabrata

1 2 3

controle 0/10 0/10 0/10 0/30
100 0/10 0/10 0/10 0/30
1000 0/10 0/10 0/10 0/30
2000 2/10 0/10 0/10 2/30
5000 1/10 2/10 2/10 5/30

CL507,, ndo calculavel

TABELA 23. Ensaio bruto de toxicidade aguda com B.glabrata
exposto 72h ao corante Remazol Preto B vinilsulfona

Concentracéo Mortalidade por Réplica - Total

(mg L™ Biomphalaria glabrata

1 2 3

controle 0/10 0/10 0/10 0/30
100 0/10 0/10 1/10 1/30
1000 0/10 0/10 0/10 0/30
2000 0/10 0/10 0/10 0/30
5000 10/10 8/10 5/10 23/30

CL5072 = 1571,53 mg L * (1434,75-1721,36)
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TABELA 24. Ensaio bruto de toxicidade aguda com B.glabrata
exposto 72h ao corante Remazol Preto B hidroxietilsulfona

Concentracéo Mortalidade por Réplica - Total

(mg L™ Biomphalaria glabrata

1 2 3

controle 0/10 0/10 0/10 0/30
100 0/10 0/10 0/10 0/30
1000 0/10 0/10 0/10 0/30
2000 0/10 0/10 0/10 0/30
5000 0/10 1/10 1/10 2/30

CL507,, ndo calculavel

TABELA 25. Ensaio bruto de toxicidade aguda com B.glabrata

exposto 72h ao corante Remazol Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Concentracéo Mortalidade por Réplica - Total

(mg L™ Biomphalaria glabrata

1 2 3

controle 0/10 0/10 1/10 1/30
100 0/10 0/10 0/10 0/30
1000 0/10 0/10 0/10 0/30
2000 0/10 1/10 0/10 1/30
5000 3/10 0/10 0/10 3/30

CL507,,, ndo calculavel
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TABELA 25. Ensaio bruto de toxicidade aguda com B.glabrata
exposto 72h ao corante Remazol Alaranjado 3R vinilsulfona

Concentracéo Mortalidade por Réplica - Total

(mg L™ Biomphalaria glabrata

1 2 3

controle 0/10 0/10 0/10 0/30
100 0/10 0/10 0/10 0/30
1000 0/10 1/10 0/10 1/30
2000 1/10 0/10 2/10 3/30
5000 4/10 1/10 1/10 5/30

CL507,, ndo calculavel

TABELA 26. Ensaio bruto de toxicidade aguda com B.glabrata
exposto 72h ao corante Remazol Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Concentragéo Mortalidade por Réplica - Total

(mg L™ Biomphalaria glabrata

1 2 3

controle 0/10 0/10 0/10 0/30
100 0/10 1/10 0/10 1/30
1000 1/10 0/10 0/10 1/30
2000 1/10 1/10 1/10 3/30
5000 3/10 1/10 2/10 6/30

CL507,,, ndo calculavel



ANEXO 111 - ENSAIOS DE TOXICIDADE CRONICA COM C. dubia
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TABELA 1. Ensaio bruto de toxicidade cronica com C. dubia exposto 7-8d ao corante Remazol

Preto B sulfatoetilsulfona

Reéplicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controle Jovens 21 23 24 22 25 9 23 27 28 2
Ttal
Jovens 204
Média 20.4
6,25
ppm Jovens 13 11 11 17 21 25 9 22 21 18
Ttal
Jovens 168
Média 16.8
12,5
ppm Jovens 15 17 18 17 19 13 14 15 18 13
Ttal
Jovens 159
Média 15.9
25ppm Jovens 16 10 13 11 13 10 7 5 12 4A(+)
Ttal
Jovens 97
Média 10.78
50 ppm Jovens O(+) 11(+) 8 7 15 22 12 9 16 21
Ttal
Jovens 110
Média 13.75
75ppm Jovens 11 5 17 11 9 12 0 0 1 15
Ttal
Jovens 81
Média 10.25
100
ppm Jovens  3(+) 3 13 0(+) 5 1 11 6 3 13
Ttal
Jovens 58
Média 6.44
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TABELA 2. Ensaio bruto de toxicidade cronica com C. dubia exposto 7-8d ao corante Remazol
Preto B vinilsulfona

Reéplicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controle  Jovens 22 32 24 25 27 28 0 18 20 21
Ttal
Jovens 217
Média 24.1
6,25
ppm Jovens 23 18 12 24 23 19 20 14 11 27
Ttal
Jovens 191
Média 19.1
12,5
ppm Jovens 23 21 22 24 21 26 14 25 28 26
Ttal
Jovens 230
Média 23
25 ppm  Jovens 22 14 18 23 24 16 25 15 19 16(+)
Ttal
Jovens 192
Média 19.2
50 ppm  Jovens 15 15 15 12 18 16 13 9 14 7
Ttal
Jovens 134
Média 13.4
75 ppm  Jovens 12 9 7 (+) 5 6 8 9 8 5
Ttal
Jovens 69
Média 6.9
100
ppm Jovens 1 2 2 7 2(+) 4 1 2 0 2
Ttal
Jovens 23

Media 2.5
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TABELA 3. Ensaio bruto de toxicidade cronica com C. dubia exposto 7-8d ao corante Remazol
Preto B hidroxietilsulfona

Réplicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controle  Jovens 17 12 11 12 11 19 16 17 17 19
Ttal
Jovens 151
Média 15.1
6,25
ppm Jovens 25 17 0 7 9 19 13 0 17 21
Ttal
Jovens 128
Média 16
12,5
ppm Jovens 0 2 14 1 20 19 13 0 17 21
Ttal
Jovens 122
Média 15.25
25 ppm  Jovens 15 25 11 12 13 11 0 15 15 19
Ttal
Jovens 136
Média 15.12
50 ppm  Jovens 11 6 13 11 13 13 16 14 9 16
Ttal
Jovens 122
Média 12.2
75 ppm  Jovens 0(+) 6 19 6 14 7 8 13 9 5
Ttal
Jovens 87
Média 8.7
100
ppm Jovens 7 7 9 10 0(+) 11 10 6 12 5
Ttal
Jovens 8.56
Média 8.5
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TABELA 4. Ensaio bruto de toxicidade crénica com C. dubia exposto 7-8d ao corante Remazol
Alaranjado 3R sulfatoetilsulfona

Replicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controle  Jovens 23 15 14 6 12 22 19 16 25 20
Ttal
Jovens 172 Média = 18,3
6,25
ppm Jovens 17 18 16 17 13 24 20 19 16 17
Ttal
Jovens 177 Média = 17,7
12,5
ppm Jovens 12 15 15 15 15 20 21 18 19 16
Ttal
Jovens 166 Média= 16,6
25 ppm  Jovens 17 16 20 19 15 18 13 16 23 25
Ttal
Jovens 182 Média = 18,2
50 ppm  Jovens 20 13 20 21 18 19 19 13 15 14
Ttal
Jovens 172 Média =17,2
75 ppm  Jovens 21 19 21 16 26 20 20 13 17 14
Ttal
Jovens 187 Média = 18,7
100
ppm Jovens 20 20 20 18 15 15 15 17 18 16
Ttal
Jovens 174 Média = 17,4
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TABELA 5. Ensaio bruto de toxicidade crénica com C. dubia exposto 7-8d ao corante Remazol
Alaranjado 3R vinilsulfona

Réplicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controle Jovens 25 22 19 27 15 34 16 11 6 16
Ttal Jovens 191
Média=19,1
6,25
ppm Jovens 25 17 15 12 8 (+) 17 23 16 16
Ttal Jovens 149
Média=14,9
12,5
ppm Jovens 7 12 15 13 20 28 17 13 17 19
Ttal Jovens 161
Média=16,1
25 ppm Jovens 23 2 23 21 6 8 19 22 16 16
Ttal Jovens 156
Média=15,6
50 ppm Jovens 13 24 14 30 27 24 20 27 21 13
Ttal Jovens 213
Média=21,3
75 ppm Jovens 30 26 28 16 30 15 18 19 16 31
Ttal Jovens 229
Média=22,9
100
ppm Jovens 10 17 19 24 29 30 29 34 33 36
Ttal Jovens 261

Media=26,1
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TABELA 6. Ensaio bruto de toxicidade cronica com C. dubia exposto 7-8d ao corante Remazol
Alaranjado 3R hidroxietilsulfona

Réplicas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Controle Jovens 19 25 23 23 25 31 11 5 23 20
Ttal Jovens 205
Média= 20,5
6,25
ppm Jovens 1 7 20 0 22 23 15 22 26 20
Ttal Jovens 156
Média=17,33
12,5
ppm Jovens 14 15 10 20 15 0 13 6 19 24
Ttal Jovens 104
Média=11,55
25 ppm Jovens (+) 19 14 (+) 22 19 12 22 14 11
Ttal Jovens 133
Média=13,3
50 ppm Jovens 18 1 23 27 20 24 25 29 (+) 22
Ttal Jovens 189
Média=18,9
75 ppm Jovens 23 21 23 18 17 22 22 22 29 24
Ttal Jovens 221
Média=22,1
100
ppm Jovens 12 30 32 16 20 22 22 22 28 21
Ttal Jovens 225

Média=22,5
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