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RESUMO

Corantes possuem uma grande diversidade de estruturas e aplicacdes, estando
presentes em diversos setores industriais. Os corantes podem contaminar os ambientes
aquaticos apods os despejos de efluentes de industrias téxteis, de alimentos, de
curtumes e até mesmo de lavanderias. Muitos corantes apresentam elevada toxicidade
para organismos aquaticos, no entanto processos de tratamento de efluentes contendo
corantes estdo sendo desenvolvidos no intuito de impedir seu ingresso no ambiente, e
dentre eles estdo os processos oxidativos avangados. No presente estudo, foi avaliada
a toxicidade de corantes téxteis e alimenticios para organismos aquaticos, antes e apés
o tratamento oxidativo avancado foto-Fenton. Foram realizados testes de toxicidade
com Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia e Pseudokirchneriella subcapitata. A partir dos
dados obtidos nos ensaios de toxicidade com os produtos comerciais 0os corante téxteis
foram considerados os mais toxicos, em especial o corante C.I. Vat Green 3. Para os
ensaios com os produtos de degradacao gerados, o tratamento do corante C.l. Acid
Orange 7 gerou intermediarios toxicos para D. similis, no entanto ao final do tratamento
nao foi observada toxicidade. Apds o tratamento do corante C.l. Reactive Black 5 foi
observada toxicidade para P. subcapitata, sendo esta maior que a toxicidade para o
produto comercial. No inicio do tratamento do corante C.I. Vat Green 3 ocorreu uma
reducao da toxicidade para D. similis e para P. subcapitata em relacdo ao produto
comercial, contudo no final do tratamento a toxicidade observada foi maior que a do
produto comercial para ambos os organismos. Considerando os corantes alimenticios,
para o C.l. Food Yellow 3 tratado nao foi observada toxicidade para D. similis nas
concentragdes estudadas, no entanto para P. subcapitata foi observado toxicidade ao
final do tratamento. O corante C.I. Food Red 17 foi toxico no inicio do tratamento tanto
para D. similis, quanto para P. subcapitata, mas no fim do tratamento ndo foi mais
observada toxicidade.

Palavras-chave:, ambiente aquatico, corantes, Fenton, ecotoxicidade
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ABSTRACT

Dyes have a wide diversity of structures and uses, and then these substances are

present in many industrial sectors. Dyes also can be found as contaminants in aquatic
environments after wastewater discharge of textile industries, food industries, tanneries
and laundries. Many dyes can be toxic to aquatic organisms. Several treatments have
been proposed to remove dyes from effluents preventing the surface water
contamination and one of the most promising tools are the advanced oxidative
treatments. The aim of this study was to assess the toxicity of textile and food dyes to
aquatic organisms, before and after photo — Fenton. We employed tests with the
freshwater organisms, Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia and Pseudokirchneriella
subcapitata. The dye C.l. Vat green 3 was considered the most toxic dye among the
commercial dyes tested in this study. Taking into account the treatment of the
commercial products and the toxicity tests, the treatment of C.l. Acid Orange 7
generated toxic intermediates for D. similis, but at the end of the treatment no toxicity
was observed. After the C.I. Reactive Black 5 treatment greater toxicity was observed to
P. subcapitata in comparison with the commercial dye toxicity. At the beginning of the
C.I. Vat Green 3 treatement the toxicity was lower than the commercial dye to D. similis
and P. subcapitata, but at the end of the treatment the toxicity was higher than the
commercial dye for both organisms. For the food dye C.l. Food Yellow 3 treated, was
not observed toxicity for D. similis, but at the end of the treatment toxicity was observed
for P. subcapitata. The dye C.l Food Red 17 was toxic to D. similis and P. subcapitata at
the beginning of the treatment, but at the end of the treatment no toxicity was observed.

Keywords: aquatic environment, dyes, Fenton, ecotoxicity,
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INTRODUCAO

A poluicdo dos ambientes aquaticos esta entre os principais e mais preocupantes
problemas do mundo moderno. Os corantes se enquadram na categoria de
poluentes emergentes, categoria esta, definida como qualquer substancia quimica
que nao foi incluida em programas de monitoramento, nem em legislacao pertinente
a qualidade ambiental. No entanto, estas substancias estdo sendo introduzidas no
ambiente constantemente (HORVAT et al., 2012), e os corantes estao em crescente
destaque.

Corantes podem ser definidos como substancias coloridas que quando aplicadas
a um material, lhe conferem cor. Corantes sintéticos sdo compostos organicos
extensivamente usados em diversas areas, dentre as quais podemos destacar a
industria téxtil, farmacéutica, de cosméticos, plasticos, de couros, fotogréfica,
automobilistica, de papel e alimenticia (GUARANTINI e ZANONI, 2000). A enorme
popularidade dos corantes sintéticos € justificada pelo seu menor custo e infinita
possibilidade de sintese com grupos cromoéforos. Estes grupos presentes na
molécula do corante sdo responsaveis por conferir determinada cor a substancia
(ZOLLINGER, 1991). Os corantes podem ser classificados de acordo com sua
estrutura quimica, seu uso, seu método de aplicacdo e sua coloracdo. O uso e o
método de aplicacdo sdo os principais sistemas adotados pelo indice de Cores, C.1.,
do inglés, Color Index, (HUNGER, 2003).

Em relagcdo ao mercado global de corantes, pigmentos e intermediarios, em 2005
o segmento movimentou cerca de 23 bilhdes de dblares, em um montante de 34
milhées de toneladas. No Brasil, houve um aumento de 180% na importagdo no
periodo que compreende anos de 2002 a 2007 (ABIQUIM, 2010). Com o aumento
da demanda de corantes pelos mais variados ramos da industria, o setor téxtil
merece destaque; visto que aproximadamente 10-15% dos corantes sao liberados
para o ambiente durante o processo de tingimento de diferentes substratos. Estes
valores podem variar de acordo com o processo de tingimento e o tipo de corante;
no caso de corante diretos e reativos a perda pode ser superior a 30% (OECD,
2004).



O ramo das industrias alimenticias também merece destaque pois esta entre
as industrias que mais consomem corantes sintéticos. As industrias de bebidas
produzem grandes volumes de efluentes liquidos contendo corantes, e estes podem
atingir o ambiente aquatico (CETESB, 2005). Nos Estados Unidos, 90% da produgao
de corantes corresponde a apenas trés corantes (C.l. Food Red 17, C.l. Food Yellow
3 e C.I. Food Yellow 4). Estes corantes sao utilizados em industrias de alimentos,
medicamentos e cosméticos. Estudos afirmam que tais corantes podem nado ser
metabolizados pelos seres humanos, sendo assim encontrados nas fezes e na urina
de forma inalterada, podendo a sua excregdo ser uma importante via de introdugéo
nos ambientes aquaticos (KOBYLEWSKI e JACOBSON, 2010). O lancamento
destes compostos no ambiente aquatico, mesmo em baixas concentragdes, pode
interferir na penetracdo de luz, inibindo a fotossintese além de causar outros efeitos
deletérios para os organismos aquaticos. Aguas residuarias contendo despejos de
corantes podem ser tratadas por estacées de tratamento de esgoto; no entanto
muitas destas estacOes apresentam baixa eficiéncia na remocado de corantes
(CARNEIRO et al., 2010; LIMA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006; UMBUZEIRO et
al., 2005).

No Brasil a resolucao do Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA n°
430, (BRASIL, 2011) dispde sobre as condicbes e padroes de langcamento de
efluentes. Neste contexto, efluentes a serem langados em ambiente aquatico ndo
devem causar ou possuir potenciais efeitos toxicos para os seus organismos. No
entanto, tratamentos do tipo “lodos ativados” e “cloracdo” de efluentes contendo
corantes podem remover a cor, mas também gerar produtos de degradacdo de
maior toxicidade que os corantes originalmente presentes, tais como compostos
fenilicos (PBTA — fenilbenzotriazdis) e as aminas aromaticas, reconhecidamente
mutagénicas (KUMMROW e UMBUZEIRO, 2008).

Técnicas para o tratamento de efluentes contendo corantes estdo sendo
desenvolvidas na tentativa de minimizar o impacto destas substancias no ambiente.
Os processos oxidativos avangados (POA) sdo tratamentos capazes de gerar
radicais oxidativos e promover a degradacao dos corantes e a remocéao da cor. Tal
como a remog¢ao da cor, € importante remover a toxicidade, e que, caso
intermediarios mais téxicos sejam gerados, estes também devem ser degradados
(REIFE e FREEMAN, 1996, ZANONI, et al., 2003, OSUGI, et al., 2005).
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OBJETIVOS

Caracterizar a toxicidade aguda e crénica de corantes téxteis e alimenticios,
bem como avaliar a eficiéncia do tratamento foto—Fenton na remocao da toxicidade

desses corantes para organismos-teste de agua doce.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Corantes, classificacao das moléculas e usos

O Quadro 1 apresenta a classificacdo dos corantes téxteis e sua aplicacdo de

acordo com os diferentes tipos de fibra.

Quadro 1. Classificagdo e usos dos corantes téxteis

Classe Quimica

Tipo de Fibra Celulésica Protéica | Artificiais | Poliamidicas | Poliésteres | Poliacrilicas
L o o | 9 [} Q o o
$iflzs(2/8/ 8 3% 8|35 8|%|8|s 6
Classedecorante | 2 | S | £ |8 |5 |3 | B g S |8 e| 8| © |2|8|e©
— @© > o - o — — [$) —
o| 5= e | < o K] < 2|5 Q2 ® < | 2| &
s (=) oo o (&) o | o
Nitroso
Nitro
Azo
Azdbico
Estilbeno

Carotenodide

Triariimetano

Xanteno

Acridina

Quinolina

Metina

Tiazol

Azina

Oxizina

Tiazina

Sulfurozo

Antraquinona

Indigéide

Ftalocianina

Fonte: Modificado do Colour Index.

Em relagao as industrias de alimentos, cosméticos e medicamentos, dos 700

corantes sintéticos antes utilizados nos Estados Unidos, restaram apenas sete
corantes (DOWNHAW e COLLINS, 2000). No Brasil, conforme Resolugéo n° 387, de
05/8/1999, imposta pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), permite-
se 0 uso de onze corantes artificiais em produtos alimenticios (MARMITT et al.,
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2010), no entanto cosméticos e medicamentos contendo corantes também sao

comercializados e consumidos no pais. De acordo com a base de dados do Colour

Index, (2011) existem mais de 27.000 corantes e pigmentos catalogados, mas

segundo Santos et al., (2007), € estimada a existéncia de mais de 100.000 corantes

comerciais. A Tabela 1 apresenta os corantes utilizados nas industrias alimenticias

do Brasil e nas demais industrias dos Estados Unidos.

Tabela 1. Classificacdo e tipos dos corantes utilizados nas industrias de alimentos e demais

industrias no Brasil e nos Estados Unidos.

Classificacao de
corantes

Tipos de corantes

Corante organico
natural
(Obtido de origem
animal ou vegetal)

Pigmentos porfirinicos (clorofila), Flavonodides: (antocianinas), Carotendides (B —
caroteno, licopeno), Quinonas (carmim)

Corante organico
Sintético
(obtido de

sintese quimica)

Permitidos pela legislacao

brasileira para industria de FDA (*) Nome comun
alimentos

C.l. Food Yellow 3 FD&C Yellow n°6 Amarelo crepusculo
C.l. Food Red 17 FD&C Red n° 40 Vermelho 40
C.l. Food Blue 1 FD&C Blue n°2 Azul Indigotina
C.l. Food Red 14 FD&C Red n°3 Eritrosina
C.l. Food Yellow 4 FD&C Yellow n°5 Tartrazina
C.l. Food Red 7 - Ponceu 4R
C.l. Food Red 2 - Amaranto
C.l. Food Blue 5 - Azul patente V
C.l. Food Green 3 FD&C Green n°3 Verde rapido
C.l. Food Blue 2 FD&C Blue n°1 Azul birlhante
C.l. Food Red 3 - Azorrubina

(*) FD&C — Food, Drugs & Cosmetics, corantes sintéticos aprovados pelo FDA (U.S. Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos para uso em alimentos, farmacos e cosméticos. Fonte: Institute for
Agriculture and Trade Policy (IATP), 2009.



3.2 Presenca de corantes no ambiente aquatico e estudos de
ecotoxicidade

A complexidade das moléculas de corantes sintéticos os torna resistentes a
degradacdao ambiental. Sua estrutura molecular pode conter grupos de amidas
aromaticas complexas com grupos alquila, halogénios, hidroxilas, acidos sulfénicos
e sais inorganicos de sédio (SOON e HAMEED, 2011).

A partir de atividades de monitoramento no Ribeirdo dos Cristais, localizada
na regido metropolitana de Sdo Paulo, e utilizado para abastecimento publico, foi
observada elevada atividade mutagénica das amostras coletadas. Foram avaliadas
amostras de efluente de uma industria téxtil e de uma de galvanoplastia que langam
seus efluentes no rio. Também foram analisadas amostras de sedimento e de agua.
Nas amostras com atividade mutagénica foram identificados corantes e aminas
aromaticas, amplamente utilizadas na producao de corantes téxteis (UMBUZEIRO et
al., 2004). Em 2005, Umbuzeiro et al., mostraram a contribuicdo de um corante preto
comercial na mutagenicidade das aguas do Ribeirdo dos Cristais. Os autores
descobriram que o produto comercial era composto de trés corantes C.l. Disperse
Blue 373, C.I. Disperse Orange 37 e o C.l. Disperse Violet 93.

Estes corantes apresentaram resultados positivos nos ensaios de
mutagenicidade Salmonella/microsoma e foram detectados nas aguas do rio. No
mesmo trabalho os autores realizaram ensaios de mutagenicidade com os extratos
obtidos das amotras de lodo de uma estacdo de tratamento de agua localizada
depois do ponto de despejo dos efluentes e descobriram que 50% da
mutagenicidade detectada nesse lodo era devido a presenca do corante C.I.
Disperse Blue 373. Apesar da existéncia comprovada de muitos corantes em aguas
superficiais existem poucos dados disponiveis na literatura sobre a toxicidade destas
substancias para os organismos aquaticos. Na Tabela 2 estdo resumidos trabalhos

realizados com corantes, em sua maioria téxteis.



Tabela 2. Resumo de referéncias sobre ensaios ecotoxicol6gicos e corantes.

Corante (C.l.) Pureza Tipo Aplicacao Teste de Toxicidade Resultados Referéncias
Toxicidade aguda p/ Moina Basic Red 14 — CE50 — 96h Chlorella = 10,8 mg L™,
Basic Red 14, Comercial azo Textil macropora CL50 — 48h Moina macropora =4,9 mg L™ VINITNANTHARAT
Reactive Red 141 e Inibi¢éo de crescimento p/ Reactive Red 141 — CE50 — 96h Chlorella = 95,5 mg L™ et al., 2008
Chlorella sp CL50 — 48h Moina macropora = 18,2 mg L™
Disperse Red 1 . - L Disperse Red 1 — CE50 — 48h = 127 ug L
Bisparea Redalis Puro azo Téxtil Toxicidade aguda p/ D. similis Disparss Reali G50 18 gL FERRAZ et al., 2010
Ensaios com fragbes separadas do corante comercial e
Toxicidade aguda p/ D. similis, H.  apds a cloragéo do corante comercial. A fragdo — Disperse
Disperse Red 1 Comercial azo Téxtil attenuata. . e 2 e f[oxmldar:iel B s:mllls. A.pos a cIora.ga'o. ee VACCHI et al., 2013
Teste de mutagenicidade corante comercial a toxicidade foi reduzida p/ D. similis e
Salmonella/microsome aumentou p/ Hydra attenuata, também foi evidenciada
maior mutagenicidade no ensaio Salmonella.
Touccase aguiap 0 g 0 0008 1 preseios s pa, o v
HC Orange 1 Puro Fenol Cabelo Danio rerio e Carassius auratus, e 9 ) ) gna = 1,5 Mg L, para LIU et al., 2007
o . peixes o menor valor de CL50 obtido foi para D. rerio (4
testes de embrido para os peixes mg Ly*
Direct Blue 218 Puro azo Téxtil Toxicidade aguda p/ D. magna A CE50 foi de 3,6 mg L™ BAE et al., 2006

Continua na
proxima pagina



Continuacao

Reactive Orange 16
Direct Red 28 Puro

azo Teste de bioluminescéncia p/
Vibrio fischeri, Inibicao de

Reactive Blue 19

Disperse Blue 3 I

crescimento p/ P. subcapitata e
Inibicao de reproducéo para o
protozoario Tetrahymena
pyriformis, Teste de Ames

Téxtil

antraquinona

Nos ensaios com V. fischeri os valores de CI50 estiveram
acima de 1000 mg L' para os azo corantes e acima de
300 mg L' para os corantes de antraquinona. Nos
ensaios com alga o Disperse Blue 3 foi o mais toxico
apresentando CI50 de 0,5 mg L. **

NOVOTNY et al.,
2006

* O corante HC Orange 1 causou disfungées comportamentais nos peixes, tais como natacao erratica e perda de equilibrio. Nos ensaios de teste de sucesso de eclosdo com os embriées de Danio rerio a CE50

obtida foi de 0,19 mg L™.

** Para o protozodrio o corante Disperse Blue 3 inibiu a reproducéo dos individuos. No Teste de Ames os corantes Reactive Orange 16 e Disperse Blue 3 apresentaram atividade mutagénica, no entanto
apenas o corante Reactive Orange 16 apresentou mutagenicidade com e sem ativacdo metabdlica. O corante Disperse Blue 3 foi considerado o mais toxico pelos autores.




3.3 Degradacao de corantes por POA e ecotoxicidade dos produtos de
degradacao

Os corantes azo ndao sao removidos por tratamentos biolégicos
convencionais, conforme observado por Robinson, (2001). Processos de tratamento
baseados na biodegradacdo aerdbia, como os lodos ativados e consércios de
bactérias promovem reacdes de reducdo nos azo corantes, mas sao incapazes de
mineraliza-los. Ganesh, (1994) observou que em processos de lodo ativado ocorria a
formacao de aminas aromaticas, ap6s a clivagem redutiva do corante C.I. Reactive
Black 5.

As estagdes de tratamento de agua utilizam a cloracdo como método de
desinfeccao, porém, podem ser gerados derivados clorados de elevada toxicidade.
Em estudo sobre a cloracdo de corantes Oliveira et al., (2006), foi observado um
aumento da atividade mutagénica no teste Salmonella/microsoma apos a cloragao
de um corante comercial preto composto de trés corantes dispersos; C.l. Disperse
Orange 37, C.I. Disperse Violet 93 e o C.I. Disperse Blue 373. Ainda sobre estudos
sobre cloracdo de corantes e efluentes contendo corantes, Vacchi et al., (2013)
observaram em testes de eco/genotoxicidade que a cloragdo do corante C.I.
Disperse Red 1 produzia compostos aromaticos clorados mais toxicos que o corante
em si. Os POA sé&o possivelmente um dos mais efetivos métodos de tratamento de
efluentes contendo substancias organicas. Dentre os POA, o foto-Fenton esta entre
0S processos oxidativos mais utilizados devido ao seu baixo custo, sua simplicidade
e capacidade de mineralizacao de substancias recalcitrantes. Este processo utiliza
de Fe?*, radiacdo UV artificial ou solar e HO, (POYATOS et al., 2010). Estdo
descritas abaixo as reacdes envolvidas no POA foto-Fenton responsaveis por gerar
radicais de elevado poder de oxidagcao (MAEZONO et al., 2011).

Fe?* + Hy0, > Fe* + .OH + OH" (Reagdo de Fenton) (1)

Fe® + HyO + hv > Fe?* + -OH + H™ (Reacéo de foto-Fenton) (2)

De acordo com Rizzo, (2011) os POA tém sido amplamente utilizados para a
remogdo de contaminates organicos assim como para melhorar a

biodegradabilidade de efluentes industriais. No entanto, a oxidag&o parcial desses
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contaminantes pode resultar na formagao de intermediarios de maior toxiciade. Para
evitar esta desvantagem, os POA estdo sendo realizados com acompanhamento de
testes de toxicidade, permitindo assim uma avaliacdo integrada da qualidade do
elfuente gerado. O autor realga que a escolha do organismo-teste a ser utilizado nos
bioensaios deve levar em conta o destino final da matriz gerada. Estao apresentados
na Tabela 3 referéncias de estudos envolvendo tratamento de corantes e efluentes
industriais contendo corantes por POA.
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Tabela 3. Resumo de referéncias sobre tratamento de corantes por POA e ensaios ecotoxicolégicos com os produtos de degradacao.

Amostra

Tipo

Caracteristica

POA

Teste de Toxicidade

Resultados

Referéncias

Radiagéo UV-A

Toxicidade aguda p/
Daphnia magna

CE50 p/ D. magna de 27% para o efluente bruto e apés o tratamento o
efluente foi ndo toxico.

NAGEL-HASSEMER

Efl i ial - Téxtil Peroxi . . . s = . )
e el BT exti ehiz:gxg:ige Microndcleo para o Para o peixe,0 efluente bruto foi toxico ndo sendo possivel avaliar a etal, 2011
9 peixe Tilapia rendalli frequéncia de micronucleos e apés o tratamento nao foi téxico e néo foi
observada a presenca de microntcleos.
C.l. Acid Red 183 Azo metalizado (Cr) Inibicdo de atividade de o tAraFame.nto fo.' considerado efetlvol ng remoga.oAdle cor, do carbono
. . : . organico dissolvido e na demanda quimica de oxigénio. Os produtos de ARSLAN-ALATON et
C.l. Acid Orange 51 Azo Téxtil Fenton bactérias em sistema de - = P s
! ; e degradacao nédo apresentaram efeitos inibitorios nos processos anaerébio al., 2008
C.l. Reactive Blue 4 Antraquinona tratamento biol6gico s ; e
e aerdbio do sistema de tratamento bioldgico
Teste de
ST e Xl Para ambos os ensaios foi observada uma elevagdo da toxicidade no
C.l. Reactive Black 5 Azo Téxtil Ozonizagao Vibrio fischeri e . . . . ) ¢ WANG et al., 2003
. L. inicio do tratamento. A toxicidade foi removida ao final do tratamento.
citotoxicidade (Neutral
Red)
C.1. Acid Red 151 Az0 Teste de Dentre~ as dlfer.e.ntes estratégias para la degradaggq do corante e a
. - foto-Fenton com . . . remogao da toxicidade, a dosagem continua de peréxido e Fe foram as PRATO-GARCIA e
C.l. Acid Orange 7 Azo Téxtil . bioluminescéncia com ~ . - ”
. radiagcdo solar oo . melhores opcdes para maior degradabilidade do corante (< 90%) e BUITRON, 2012
C.l. Acid Blue 113 Azo Vibrio fischeri ~ L
remocdo completa da toxicidade.
No processo Fenton, o corante de antraquinona foi mais dificil de ser
degradado em relagdo ao azo e uma maior dose de peroxido foi
necessario para sua descoloragdo. O efluente do tratamento Fenton do
corante de antraquinona foi téxico para o Vibrio. Para o tratamento Fe0/ar
C.l. Reactive Blue 19 Antraquinona Fent Teste de o efluente resultante néo foi toxico
o q Téxtil enton € bioluminescéncia com ' CHANG et al., 2009
C.l. Acid Black 1 Azo FeO/ar oo .
Vibrio fischeri

No tratamento Fenton para o corante azo a toxicidade do efluente foi
associada a aminas aromaticas e compostos fenélicos gerados. N&ao foi
possivel determinar a toxicidade do efluente apds o tratamento Fe0O/ar do
corante azo devido a interferéncia da cor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Corantes selecionados para avaliacao ecotoxicolégica

O corantes téxteis selecionados foram o C.I. Vat Green 3, C.l. Reactive Black 5 e o C.I. Acid Orange 7. Os corantes

alimenticios selecionados foram o C.l. Food Yellow 3 e o C.I. Food Red 17 (Quadro 2).

Quadro 2. Caracteristicas quimicas dos corantes selecionados para a avaliagao ecotoxicolégica e para os tratamentos por POA.

Corante C.l. Vat Green 3 C.l. Reactive Black 5 C.l. Acid Orange 7 C.l. Food Yellow 3 C.l. Food Red 17
Nome comum Indanthren Olive Green Remazol Black Orange I Sunset yellow Allura Red Ac
|SO 3H SO 3 H
o SO H -
o SO 0 5 o
& : . i @ MeO
HO~
Estrutura . N ﬁ i
0 el \ N N
S— —N=N o S o HO HO HO
oy o Q0 oy 4@
s
9 S0 3 H 505 H
CAS 3271-76-9 17095-24-8 633-96-5 2783-94-0 25956-17-6
Tipo Vat Azo Azo Azo Azo
Pureza (%) 55 55 85 90 80

O corante C.l. Vat Green 3 foi sedido pela DyStar®, sendo este um produto comercial, o Indantreno Verde Oliva. Os demais
corantes foram comercializados da Sigma — Aldrich®.
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4.2 Preparo das solucoes para os testes de toxicidade com os produtos
comerciais

Para a avaliagdo da toxicidade dos produtos comerciais foram preparadas
solucdes estoque de cada corante em balées volumetricos de 100 mL. A massa dos
corantes foi pesada em balanca analitica (Marconi Mod. AL500C) e foi adicionada ao
baldo, posteriormente foi adicionada agua deionizada. Para D.similis, a partir da
solucdo estoque foram realizadas diluicbes em agua de cultivo (agua mineral com
dureza reconstituida para 44,0 mg L) e foram obtidas as concentragdes do teste.
Quando necessario foram realizados testes com concentra¢des logaritimicas para a
determinacdo da melhor faixa de concentracbes para o teste definitivo. Para C.
dubia, a partir da solucao estoque foram realizadas diluicbes em agua deionizada,
previamente aerada por 24 h, e com dureza reconstituida para 44,0 mg L. Para a
alga, as concentracoes do teste foram obtidas a partir da diluigdo da solugéo
estoque em tubos de 2 mL do tipo Eppendorf® e posteriomente estes volumes foram

adicionados aos poc¢os da microplaca.

4.3 Cultivos dos organismos e testes de ecotoxicidade

Os testes de toxicidade com os corantes e com 0s produtos gerados durante
o tratamento por POA foram realizados no laboratério de Ecotoxicologia e
Microbiologia Ambiental “Prof. Dr. Abilio Lopes (LEAL)” da Faculdade de Tecnologia
da UNICAMP. Este laboratério participa regularmente de programas
interlaboratoriais e tem resultados satisfatorios. Os organismos escolhidos para os

testes sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1. Organismos utilizados nos ensaios ecotoxicolégicos. Microcrustaceos (A) Daphnia similis, (B)
Ceriodaphnia dubia, (C) Pseudokirchneriella subcapitata. Fonte: Environment Canada.
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4.3.1 Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

O cultivo do microcrustaceo D. similis e os testes de toxicidade aguda foram
realizados de acordo com a norma técnica ABNT NBR 12713 (2009). Neonatos (6—
24 h) foram expostos a pelo menos cinco concentracbes dos corantes e dos
produtos de degradacdo apos tratamento por POA, por um periodo de 48 h, sem
alimentacao, sem renovacgao da solugédo e sem fotoperiodo. A avaliagao foi realizada
ao final do periodo de exposicao, observando a imobilidade dos organismos. Os
recipientes—testes utilizados foram tubos plasticos transparentes de 15 mL com
tampa de rosca do tipo Falcon™. Em cada recipiente foram colocados cinco
organismos e os testes foram realizados em quadruplicata, com as concentragbes
determinadas mais o controle negativo, sem adicdo do corante. Os testes foram
considerados validados quando a porcentagem dos organismos imdveis no controle
negativo ndo excedeu 10% , o pH esteve entre 5,0 e 9,0 e a concentracdo do
oxigénio maior ou igual a 1,0 mg L. Os recipientes—testes foram acondicionados em

incubadoras com temperatura entre 18 e 22 °C.

4.3.2 Testes de toxicidade créonica com Ceriodaphnia dubia

O cultivo do microcrustaceo C. dubia e a realizacao dos testes de toxicidade
crénica foram conduzidos de acordo com a norma técnica ABNT NBR 13373 (2010).
Neonatos com idade entre 6 e 24 h foram expostos a pelo menos cinco
concentragbes dos corantes por um periodo de até oito dias, com alimentagao
(alimento composto e alga) e renovacao (10 mL) da solugéo teste a cada 48 h. Os
recipientes—testes utilizados foram potes plasticos descartaveis, transparentes, de
80 mL e com tampa de rosca. Cada recipiente recebeu um organismo e os testes
foram realizados com 10 repeticées. As avaliacbes foram realizadas a cada 48 h
observando a sobrevivéncia do organismo e a avaliagdo de sua capacidade de
reproducdo. Para a validagdo dos testes a mortalidade dos organismos adultos no
controle negativo ndo pode exceder 20 % e um numero médio de organismos jovens
produzidos por fémea no controle igual ou maior que 15. O pH deve estar entre 5,0 e
9,0 e o oxigénio maior ou igual a 3,0 mg L'. Os recipientes—testes foram
acondicionados em incubadora com fotoperiodo, e temperatura entre 23 e 27°C e

fotoperiodo de 16 h de luz.
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4.3.3 Testes de toxicidade crénica com a alga Pseudokirchneriella
Subcapitata

O cultivo da alga P. subcapitata foi conduzido de acordo com a norma técnica
ABNT NBR 12648 (2011). Os testes de toxicidade crénica foram conduzidos por
adaptacdo das normas EPS 1/RM/25 (2007) da agéncia ambiental Environment
Canada e da ABNT, citada acima. A adaptacdo consistiu do uso de microplacas
como recipiente-teste e do meio de cultura (Oligo L. C.) recomendado pela a ABNT.
Para a realizacao do teste de toxicidade crénica, uma populacao de algas em fase
de crescimento exponencial foi exposta a pelo menos seis concentragcdes dos
corantes e dos produtos de degradagao por um periodo de 72 h. Os testes foram
realizados em condicdes de esterilidade em microplacas da marca TPP® de 96
pocos, cada um com capacidade para 300 pL. Em cada pogo foram adicionados 200
uL das diluicbes de cada corante (agua deionizada), 10 pyL de inéculo da alga
(~2.10° células) e 10 pl de meio de cultivo Oligo (concentrado 3x). As concentracdes
teste foram realizados em triplicata e o controle negativo foi realizado com seis
réplicas. As microplacas foram colocadas em uma mesa agitadora com rotagéo
constante (160 rpm) e sob iluminagédo continua (luz branca, 4000 lux). Ap6s 72 h, o
crescimento da populagéo de algas foi avaliado pela contagem do nimero de células
que cresceram em cada repeticdo. A contagem foi realizada utilizando de
microscépio Optico (Tecnal mod. MB-B3) e camara de contagem de células
Neubauer®. Para a validacdo dos testes as repeticdes do controle ndo podem diferir
entre si em mais do que 20 % e o numero final de células no controle deve ser no

minimo 16 vezes maior em relagdo a contagem realizada no inicio do teste.

4.4 Interpretacao dos resultados e analise estatistica

Para os testes de toxicidade aguda com os produtos comerciais foi calculado
o CE50 (48 h) (concentracao efetiva 50 %), ou seja, a concentracao da substancia
teste que causou efeito agudo a 50 % dos organismos. A CE50 foi determinada
através do método estatistico “Trimmed Spearman-Karber” (HAMILTON, et al., 1997)
utilizando o programa JSPEAR. Para os testes de toxicidade crénica com C. dubia e
os produtos comerciais, o programa ICPIN (NORBERT-KING, 1993) foi utilizado
para comparar a fecundidade dos individuos de C. dubia expostos aos corantes em
relagdo ao controle, e obter assim a concentracao de inibicao (CI50). Para o teste de
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toxicidade crénica com a P. subcapitata e os produtos comerciais foi calculada a
porcentagem de inibicdo de crescimento em cada concentracdo. A CI50, ou seja, a
concentracdo da substdncia que causa redugdo de 50 % no crescimento da
populagdo de algas em relacdo ao controle foi determinada através do programa
ICPIN.

Para os testes com P. subcapitata e os produtos de degradacao foi realizada
a verificacdo da diferenga estatistica da populacdo de células do controle em
relacdo as demais contendo o corante tratado. Desta maneira foi realizado um teste
de normalidade para verificagdo da distribuigdo normal dos dados e para os dados
com distribuicdo normal foi realizado o teste de andlise de variancia ANOVA seguida
pelo teste de Dunn-Sidak, utilizado para testes com numero diferente de réplicas,
enquanto que para os ensaios com numero igual de réplicas foi utilizado o teste de
Tukey para comparacdo da média do numero de células por concentracdo em
relacdo ao controle.

4.5 Controle de sensibilidade dos organismos por meio de Carta —

controle

Foram realizados ensaios para avaliar a sensibilidade e a qualidade dos
organismos D. similis, C. dubia e P. subcapitata para realizacdo dos ensaios. A
substancia de referéncia utilizada nos ensaios de sensibilidade foi o NaCl (Synth)
com pureza de 99,9 %. Este sal foi previamente seco em estufa com temperatura de
142 °C por 2 horas. Os ensaios de sensibilidade foram realizados de acordo com as
normas ABNT mencionadas nos topicos anteriores (4.3.1, 4.3.2, 4.3.3). O valores de

sensibilidade estdo apresentados no Anexo | deste documento.

4.6 Classificacao de periculosidade dos corantes comerciais

Os ensaios de ecotoxicidade com os produtos comerciais permitiram a
classificagcdo de perigo das substancias para ambientes de agua doce, sendo esta
informagdo importante para rotulagem, transporte e comercializacdo destes
produtos. O método de classificagao utilizado foi o proposto pelo Global Harmonized
System for The Classification and Labeling of Chemicals — GHS (UNITED NATIONS,
2009).
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4.7 Degradacao dos corantes pelo processo oxidativo foto — Fenton

O processo foto-Fenton foi escolhido pois é considerado barato, de facil
manejo e eficiente na degradagdo de compostos organicos quando comparado com
outros POA, sendo assim uma opcao atrativa para o tratamento de efluentes
contendo corantes. Os tratamentos foram realizados no LAPOA — Laboratério de
Processos Oxidativos Avangcados localizado no Instituto de Quimica da

UNESP/Araraquara, sob a supervisdo da Prof®. Dr?. Raquel Pupo Nogueira.

4.7.1 Preparo das diluicoes dos corantes comerciais para os ensaios de
degradacao

Para o tratamento dos corantes foram preparadas solugdes de 60 mg L™ de
cada produto comercial e de 50 mg L™ do corante C.I. Vat Green 3, diluido com agua
ultrapura (Milipore Mili-Q). O volume total das solugdes foram de 500 mL e a faixa de
pH estabelecida foi de 2,5-3,0 para maior eficiéncia do tratamento. A concentragcéao
de corante escolhida para o tratamento com o intuito de representar um efluente

real.

4.7.2 Reator e reagentes utilizados no tratamento

Foram realizados trés experimentos de degradacao independentes para cada
corante, sendo um para cada tempo de tratamento (5, 8 e 30 minutos de irradiacao
UVA). Os tratamentos foram realizados em um reator de bancada, consintindo de
uma bomba peristaltica e uma lampada negra (UV-A, 15W) para irradiacdo da
solugdo. A agitacdo da solugdo foi realizada utilizando um agitador magnético
(Figura 2). Na solugao sob agitacdo constante, foram adicionados os reagentes
peréxido de hidrogénio 3 mmol L, Synth, nitrato de ferro, 0,25 mol L™, Mallinckrodt
e 4cido tartarico 0,2 mmol L', Vetec. O processo de degradacdo consistiu na
geragdo de radicais oxidativos (-OH) que atacaram as moléculas organicas
presentes nas solucbées. Ao final dos tratamentos a reacdo de degradacao foi
interrompida utilizando catalase bovina (0,1 g L), responsavel por consumir o
peroxido de hidrogénio restante na amostra. Os efluentes foram armazenados em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca (500 mL) e colocados em geladeira

(4°C) para posterior realizagdo dos testes de toxicidade.
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Figura 2. Esquema do reator de bancada utilizado para o tratamento dos corantes (NOGUEIRA e
GUIMARAES, 2000).

4.7.3 Analise da concentracao do corante e sua mineralizacao no efluente pés-
tratamento

Ao final de cada tratamento, foram realizadas as seguintes analises: carbono
organico total (TOC 5000A, Shimadzu) para mensurar o teor de carbono organico
(COT) presente no efluente e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando de Shimadzu LC-20AT com detector de arranjo de diodo SPD-M20A para
mensurar a concentracao de corante presente no efluente. Para a analise de COT
ndo foi adicionado catalase as amostras e assim nao interferir na medida de carbono
organico presente nas amostras. Para a CLAE foram utilizadas as seguintes
condicdes: fase mével metanol/acetato de aménio 1,0 mmol L' e fase estacionéria,
coluna C8 (Hyperclone 5um 250 x 4.6 mm, Phenomenex). Para as amostras
contendo o corante C.l. Acid Orange 7 a fase mével foi metanol/acetato de aménio
0,1 mmol L. Para as amostras contendo o corante C.l. Vat Green 3 nao foram

realizadas analises de CLAE, devido a dificuldade de desenvolvimento do método.

4.8 Testes de toxicidade com os efluentes gerados apos o tratamento dos
corantes

As amostras foram encaminhadas ao laboratério de Ecotoxicologia e
Microbiologia Ambiental “Prof. Dr. Abilio Lopes (LEAL)” da Faculdade de Tecnologia
da UNICAMP e os testes de toxicidade foram realizados com no maximo 24 h apés
o tratamento. Para a realizacdo dos ensaio de toxicidade, os parametros pH e
dureza foram corrigidos para 7,0 e 44 mg L respectivamente. Os ensaios de
toxicidade realizados com os produtos de degradagéo foram: toxicidade aguda para

18



D. similis e toxicidade crbnica para P. subcapitata. Para a avaliagdo da toxicidade
dos produtos gerados apds o tratamento e possivel comparacao com os resultados
obtidos para os produtos comerciais, foi considerada a concentragdo inicial de
corante tratado e assim as concentracbes nominais utilizadas nos testes de
toxicidade foram em mg L' de concentracdo equivalente do corante (Ceq). As
concentragcbes dos produtos gerados apds a degradacao do corante foram: 0,1; 1;
10; 30 e 60 mg L equivalente de corante, com excessdo do C.l. Vat Green 3 que
foram: 0,1; 1; 10; 25 e 50 mg L™ equivalente de corante. A diluicdo dos efluentes
para obtencédo das concentragdes do teste foram realizadas de acordo com o item

4.2 desta sessao.

4.8.1 Toxicidade da solucao contendo os reagentes utilizados para o
tratamento dos corantes

Para avaliar a interferéncia dos reagentes utilizados no tratamento foto-
Fenton na toxicidade para os organismos aquaticos foram preparadas solugcées em
agua ultrapura contendo os reagentes necessarios para a reacdao de degradagao
(H20,, Fe(NOs3)3, catalase e acido tartarico) porém sem a adicao dos corantes. Para
estas amostras foram realizados os tratamentos em 5, 8 e 30 minutos seguindo as
mesmas condi¢coes citadas anteriormente. Os ensaios de toxicidade foram
realizados conforme descrito nos itens 4.3 desta mesma secdo, porém ndo foram

realizadas dilui¢cdes.

4.9 Gerenciamento dos Residuos
Os residuos gerados durante o preparo das solucdes e dos testes de toxicidade
foram armazenados em local apropriado na Faculdade de Tecnologia e encaminhados

para incineragéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Toxicidade aguda e cronica para os corantes comerciais

Dentre os corantes téxteis estudados o C.I. Vat Green 3 foi considerado o
mais téxico. Este corante foi classificado como téxico para a vida aquética,
considerando o perigo de exposicdo aguda (CE50 vat greens = 6,9 mg L) e foi
classificado como muito téxico para a vida aquatica com efeitos duradouros,
considerando o perigo de exposicao crbnica (Tabela 4). O critério mais restritivo
adotado para a toxicidade crénica foi obitido a partir da CI50 para C. dubia (CI50 vg
areens = 0,52 mg L™). Os corantes alimenticios ndo apresentaram toxicidade aguda
até a concentracdo de 1000 mg L' e ndo puderam ser classificados. Para a
toxicidade crbnica os valores mais restritivos foram obtidos nos ensaios para P.
subcapitata (CI50 Food velows = 72,2 mg L™ e CI50 Fooq Reat7 = 61,0 mg L), sendo
classificados como nocivos para a vida aquatica com efeitos duradouros (Tabela 4).

Tabela 4. Toxicidade para D. similis, C. dubia e P. subcapitata e classificagdo da

periculosidade dos produtos comerciais.

D. similis C. dubia P. subcapitata
Corante (C.l.) Categoria
CE50 GHS (%) CI50 GHS (**) | CI50 GHS (**)
Vat Green 3 Téxtil 6,93 2 0,52 1 5,6 2
Reactive Black 5 Téxtil 35,75 3 24,6 3 29,1 3
Acid Orange 7 Téxtil 86,6 3 32,6 3 >100 4
Food Yellow 3 Alimenticio | > 1000 - 411,7 4 72,2 3
Food Red 17 Alimneticio | > 1000 - 247,36 4 61,0 3

CE50 (mg L) — Concentragao de efeito 50% (Imobilidade),

CI50 (mg L) — Concentragao de inibigio 50% (Inibicao da reproducdo — C. dubia)

CI50 (mg L'1) — Concentragéo de Inibigdo 50 % (Inibicdo de crescimento — P. subcapitata)
(-) Nao classificados

Classificagdao GHS

*) Categoria toxicidade aguda
Muito toxico para a vida aquatica

Nocivo para a vida aquatica

1)
2) Toxico para a vida aquatica
3)

*) Categoria toxicidade cronica

) Muito téxico para a vida aquatica com efeitos duradouros

) Téxico para a vida aquatica com efeitos duradouros

) Nocivo para vida aquatica com efeitos duradouros

) Pode causar efeitos nocivos duradouros para vida aguatica

(
(
(
(
(
(
(
(
(

1
2
3
4
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5.1.2 Interferéncia de substancias coloridas nos testes de toxicidade com alga

Existe uma preocupacédo em relacao a interferéncia de corantes na toxicidade
com organismos fotossintéticos, devido a competicdo direta por luz, efeito este
denominado “sombreamento”. No entanto Clevers e Weyers, (2003) evidenciaram
que nao ha qualquer interferéncia de substancias coloridas para os testes de
toxicidade com microalgas quando as seguintes condi¢des sdo atendidas: saturacao
de luz (£ 4.500 Lux) e caminho éptico reduzido no recipiente-teste. Estas condigdes

foram atendidas em nossos ensaios.

5.1.3 Hidrofobicidade de corantes e ensaios de toxicidade com alga

Ensaios foram realizados para o corante C.l. Vat Green 3 em microplacas, no
entanto ndo foi observada concentragdo-resposta. Levando em conta a alta
hidrofobicidade de corantes do tipo vat (SIUM et al, 1999), o C.I. Vat Green 3 pode
possivelmente, se aderir ao plastico da microplaca, reduzindo de maneira
consideravel a concentragdo disponivel para o ensaio, conforme evidenciado por
Riedl e Altenburger, (2007). Na tentativa de solucionar tal questédo e obter os valores
de CI50 para o corante C.I. Vat Green 3 foram utilizados frascos de vidro atoxico do
tipo borosilicato de 5 mL em substituicdo a microplaca de poliestireno, conforme
sugerido por Kallquist et al., (2008).

Apoés a realizagao dos testes de alga em frascos de vidro foi observado que,
novamente o corante C.l. Vat Green 3 p6de ser considerado o mais toxico dentre os
corantes estudados, apresentando valor de CI50 de 5,6 mg L™ (Tabela 6). O corante
C.l. Reactive Black 5 também foi tdéxico para a alga, ainda que o valor de CI50 para
este corante foi aproximadamente seis vezes maior que o valor obtido para o C.I.
Vat Green 3. De acordo com Greene e Baughman (1996), moléculas de corante com
elevado peso molecular, especialmente os corantes reativos, apresentam baixa o
nenhuma toxicidade para a alga Pseudokirchneriella subcapitata, possivelmente
devido a reduzida biodisponibilidade. A toxicidade dos corantes alimenticios C.I.
Food Yellow 3 e C.l. Food Red 17 foi similar, considerando os intervalos das CI50
obtidas e estes corantes foram menos téxicos para a alga em comparacado aos

corantes téxteis.
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5.2 Toxicidade dos corantes tratados pelo foto — Fenton

Os reagentes utilizados no tratamento das solugdes contendo corantes nao
causaram imobilidade para D. similis e nao apresentaram inibicdo de crescimento
significante (a = 0,1%) para a alga, portanto ndo apresentaram toxicidade nas
concentracdes utilizadas neste estudo. Para a avaliacado da toxicidade dos produtos
de degradacéao do corante C.I. Vat Green 3 para a alga foi utilizada a metodologia de

Kallgvist et al., (2008), conforme mencionado no item 5.1.3 desta sesséo.
5.2.1 Toxicidade do corante tratado C.l. Acid Orange 7

O C.l. Acid Orange 7 tratado apds 5 minutos de tratamento foi considerado
toxico para D. similis apenas para a amostra ndo diluida (Tabela 5), com CE50
estimado entre 30 e 60 mg L de Ceq. Como o valor de CE50 do produto comercial
foi de 87 mg L' pode-se concluir que durante o tratamento foram gerados produtos de
degradacdo mais toxicos que o corante comercial, onde 65,7 % do corante foi
degradado (Tabela 6). Essa toxicidade pode ser atribuida a substancias tdxicas
geradas no inicio do tratamento. Porém apds os tempos 8 e 30 minutos ndo mais foi
observada toxicidade para D. similis (Tabela 5). Gottlieb, et al. (2003), observaram
que apds tratamento bioldgico do corante Acid Orange 7 ocorria a liberacao de 1-
amino-2-naphtol, sendo este composto a provavel causa do aumento da toxicidade
para a bactéria Vibrio fischeri em comparacdo ao produto comercial. Os autores
concluiram que a auséncia de grupamentos sulfénicos na molécula dos produtos de
degradacao € uma das causas do aumento da toxicidade, isto devido ao aumento da
lipossolubilidade da molécula e a consequente absor¢cdo de tais substancias pelo

organismo.
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Tabela 5. Toxicidade para D. similis e para P. subcapitata apos o tratamento do corante C.1.
Acid Orange 7.

C.l. Acid Orange 7 Daphnia similis P. subcapitata
Imobilidade (%) Inibicdo de crescimento (%)
Efluente Ceq : -
(%) (mg L") Tempo de tratamento (min) Tempo de tratamento (min)
5 8 30 5 8 30
0 0 0 0 0 0 0 0
0,17 0,1 5 0 0 12,5 8,2 -21.4
1,7 1 5 5 5 4,3 -1,1 -16,8
17 10 0 0 0 -26,8* -46,4*** -39,6
50 30 0 5 0 -16,4 -43,2*** -39,6
100 60 90 10 0 -3,6 -109,3*** -32,5

Ceq - concentragdo equivalente do corante comercial utilizado no tratamento. (*) Diferente
significativamente do controle (a = 5%), (***) para a = 0,1%.

Para a P. subcapitata o C.I. Acid Orange 7 tratado nao apresentou toxicidade
apos os diferentes tempos de tratamento. Observou-se um aumento no crescimento da
populacédo de P. subcapitata em relagao ao controle apos 5 e 8 minutos de tratamento
(Tabela 5). Isso indica que o produto de degradacdo do corante foi utilizado como
nutriente para as algas, provavelmente devido a mineraliza¢ao parcial do corante, pois
o carbono orgéanico total sofre uma reducédo de 31,2 % (Tabela 6). Priya et al., 2011
também observaram que microrganismos eram capazes de utilizar os produtos de

degradacgéao de corantes como fonte de nutrientes.

Tabela 6. Andlise cromatografica e de Carbono Organico Total apds o tratamento do
corante C.I. Acid Orange 7.

C.l. Acid Orange 7 (Pureza: 85 %)
Tempo de tratamento (min)

Carbono Organico Total 0 30
mg L) e (% de mineralizacdo
(mglL)e(% ¢0) 33,6 23,1 (31,2 %)
i 5 8 30
Concentracéo do corante ~304ugL’

(mg L") e (% de degradacdo) 20,2 (65,7 %) 3,7 (93,7 %)

(~100%)

Fonte: Da Silva, et al., 2012. O limite de detecgao para o método cromatografico foi de 3,04 pg L™
e o limite de quantificagao foi de 9,2 ug L. Para a andlise de carbono organico total (COT) os
limites de detecgao foram de 0,40 mg L para 0 Crow € 0,22 mg L™ para o Cinorganico © 0s limites de
quantificagéo foram 1,22 mg L’ para Crota € 0,67 mg L™ para Cinorgarico-
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5.2.2 Toxicidade do corante tratado C.l. Reactive Black 5

O corante C.I. Reactive Black 5 tratado ap6s 5 e 30 minutos foi considerado
téxico para D. similis (Tabela 7). A CE50 estimada do corante tratado por 5 minutos
foi 51 mg L™ de Ceq com intervalo de confianga entre 39 e 67 mg L™ de Ceq (a = 5%)
e a CE50 estimada do corante tratado por 30 minutos foi de 47 mg L' de Ceq com
intervalo de confianca entre 31 e 72 mg L' de Ceq (a = 5%). A CE50 do produto
comercial para D. similis foi 35 mg L™ com intervalo de confianca entre 31 e 40 mg L.

Assim é possivel afirmar que os tratamentos formaram produtos de
degradacao de toxicidade similar ao produto comercial. Para a P. subcapitata o
corante tratado foi téxico em todos os tempos avaliados (Tabela 7), sendo que a CI50
estimada ap6s 5 e 8 minutos de tratamento foi menor que 10 mg L™ de Ceq e apés 30
minutos de tratamento a CI50 estimada foi menor que 0,1 mg L™ de Ceq. Durante o
tratamento do corante C.I. Reactive Black 5 foram gerados produtos de degradacao
mais téxicos que o produto comercial para a P. subcapitata, visto que a CI50 do

produto comercial foi de 29,1 mg L™,

Tabela 7. Toxicidade para D. similis e para P. subcapitata ap6s o tratamento do corante C.I.

Reactive Black 5.

C.l. Reactive Black 5 D. similis P. subcapitata
Imobilidade (%) Inibicdo de crescimento (%)
Efluente Ceq : .
(%) (mg L™ Tempo de tratamento (min) Tempo de tratamento (min)
5 8 30 5 8 30
0 0 0 0 10 0 0 0
0,17 0,1 10 0 20 32,7 3,8 78,5***
1,7 1 15 0 10 84,9*** 39,0 85,8
17 10 20 0 25 93,4*** 84,2*** 87,1***
50 30 10 0 30 89,1*** | 90,5"** 83,4***
100 60 60 10 60 92,8 | 89,5 -

Ceq — concentragdo equivalente do corante comercial utilizado no tratamento. (**) Diferente
significativamente do controle (a = 1%) e (***) a = 0,1%. (-) Dado nao obtido.

Apoés 5 e 8 minutos de tratamento as concentracdes de corante obtidas foram e
9,3 e 1,2 mg L respectivamente e apés 30 minutos de tratamento n&o foi determinada
a presenca de corante, sendo esta inferior & 9,2 pug L. A mineralizacdo do corante
apoés 30 minutos de tratamento foi de 72%, restando ainda 28% de carbono orgéanico
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(Tabela 8), assim a toxicidade observada para ambos o0s organismos pode ser
associada a geracao de produtos de degradagcao mais toxicos que o corante original e
que ndo foram mineralizados, conforme observado por Wang et al., (2003) apds o

tratamento oxidativo avancado deste mesmo corante.

Tabela 8. Analise cromatografica e do Carbono Orgéanico Total apds o tratamento do

corante C.l. Reactive Black 5.

C.l. Reactive Black 5 (Pureza: 55%)
Tempo de tramento (min)

Carbono Organico Total 0 30
mg L") e (mineralizagcdo %
(mgLe( ¢80 %) 17,2 4,8 (72,0%)
5 8 30
Concentracao do corante 4
1 y o . <92ugl
(mg L") e (degradacéo %) 9,3 (84,5 %) 1,2 (98,0%) (~100%)

Fonte: Da Silva, et al., 2012. O limite de deteccéo para o método cromatografico foi de 9,2 ug L™ e
o limite de quantificagao foi de 27,8 pg L. Limites de detecgdo e quantificagio da analise de COT
para o Reactive Black néao disponiveis.

5.2.3 Toxicidade do corante tratado C.l. Vat Green 3

Apés 5 e 8 minutos de tratamento do corante C.I. Vat Green 3 ocorreu uma
reducédo da toxicidade para D. similis em relagdo ao produto comercial (Tabela 9),
visto que a CE50 do corante comercial foi de aproximadamente 7 mg L™ e a CE50
estimada dos tratamentos esteve acima de 50 mg L' de Ceq. Porém, apés 30
minutos de tratamento do corante C.l. Vat Green 3 foram gerados produtos de
degradagao mais toxicos que o produto comercial, com CE50 estimada inferior a 1 mg
L' de Ceq. Para a P. subcapitata os produtos de degradacdo gerados apés 5 e 8
minutos também apresentaram menor toxicidade em relagdo ao produto comercial
(Tabela 9), e apdés 30 minutos de tratamento do corante os produtos de degradacao
gerados também foram mais téxicos que o produto comercial, pois a CI50 estimada
foi inferior & 0,1 mg L™ de Ceq e a CI50 do produto comercial foi de aproximadamente
6mgL™".
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Tabela 9. Toxicidade para D. similis e para P. subcapitata apés o tratamento do corante
C.I. Vat Green 3.

C.l. Vat Green 3 D. similis P. subcapitata
Imobilidade (%) Inibicdo de crescimento (%)
Efluente Ceq :
(%) (mg L) Tempo de tratamento (min) Tempo de tratamento (min)
5 8 30 5 8 30
0 0 0 0 0 0 0 0
0,17 0,1 0 10 0 -29 4,5 58***
1,7 1 5 15 100 -22 -40 62***
17 10 20 20 100 25 3,3 100***
50 25 5 15 100 41 40 100***
100 50 20 40 100 - - -

Ceqg — concentragdo equivalente do corante comercial utilizado no tratamento. (***) Diferente
significativamente do controle (a = 0,1%).

O método cromatografico para a quantificagcdo deste corante ainda nao foi
desenvolvido. Nao foi possivel remover a cor do produto comercial contendo o
corante C.I. Vat Green 3 e o tratamento foto-Fenton, nas condi¢des estudadas, nao foi
considerado eficiente para a degradagao deste corante. Para a melhor compreensao
do que ocorreu durante o tratamento foto-Fenton e tentar explicar o aumento da
toxicidade observado para os organismos em estudo, a seguir estdo apresentadas
informacgdes e observagdes amparadas por referéncias bibliograficas. Os corantes Vat
apresentam baixa solubilidade em agua. No processo de tingimento estes corantes
sao reduzidos para a sua forma LEUCO, incolor, solivel em agua e com alta afinidade
pela fibra téxtil. A forma reduzida do corante (LEUCO) quando se fixa a fibra é
rapidamente reoxidado e o corante retorna a sua coloracdo caracteristica (EPP,
1995). A oxidagao pode ocorrer por meio do contato com um agente oxidante (Figura
1), tal como o perdxido de hidrogénio ou o préprio ar (FABER e ZANONI, 2010).

a) Colorido b) Incolor

Figura 3. (a) Forma oxidada, colorida e insoluvel. (b) Forma reduzida, incolor e solavel (LEUCO) do
corante C.I. Vat Green 3 presentes no produto comercial Indatreno Verde Oliva.
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O produto comercial Indantreno Verde Oliva (C.l. Vat Green 3) utilizado neste
trabalho corresponde a uma mistura de corante LEUCO e apresenta como
contaminante o corante oxidado na forma insoltvel e colorido, constituindo assim de
uma amostra heterogénea (BASF, 1999). Quando a solugdo de corante C.l. Vat
Green 3 foi submetida ao tratamento foto-Fenton a presenca do peréxido utilizado no
tratamento pode ter reoxidado parte do corante que estava em sua forma LEUCO,
tornando este insolluvel e nao disponivel para o tratamento. Em contrapartida, o
consumo do peréxido reduziu a eficiéncia da reacdo de Fenton e a consequente
eficiéncia do tratamento. De acordo com Chang et al., (2009) os corantes de
antraquinona sao resistentes a oxidacao quimica devido principalmente as elevada
estabilidade dos anéis aromaticos constituintes do grupo croméforo, diferentemente
das ligagdes do tipo azo que séo facilmente atacadas pelos radicais oxidativos. A
reducdo da toxicidade observada nos 5 e 8 minutos de tratamento pode estar
associada a precipitacao do corante, reduzindo assim sua biodisponibilidade para os
organismos aquaticos. Com relacado a toxicidade apds 30 minutos de tratamento,
podem ter sidos gerados produtos de degradacao téxicos formados & partir de uma

pequena fracao soluvel do corante.
5.2.4 Toxicidade do corante tratado C.l. Food Yellow 3

O C.I. Food Yellow 3 nao apresentou toxicidade para D. similis apdés o
tratamento (Tabela 10). Nao foi possivel obter curva dose-resposta para os ensaios
de P. subcapitata com o corante tratado C.l. Food Yellow 3, pois nas concentragbes
mais baixas do corante tratado ocorreu o crescimento da populagéo de P. subcapitata
€ nas maiores concentracdes ndao ocorreu diferenca significativa do controle, com
excecao do corante tratado apdés 30 minutos onde foi observada toxicidade na
amostra sem diluicdo. Para 5 e 8 minutos de tratamento ndo foi observada toxicidade
para P. subcapitata (Tabela 10). A dificuldade de obtenc&o da curva dose-resposta no
teste de P. subcapitata pode estar relacionada ao efeito de competicdo causado pelos
nutrientes com o toxicante. Quando ocorre 0 aumento na concentragdo de nutrientes
causado pela mineralizagcdo do corante ha um favorecimento do crescimento da
populacdo de células que “mascara” o efeito de inibicdo causado pelo toxicante,
conforme observado por Oturan et al., (2008). No entanto, a medida que se aumenta
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a concentracdo do corante tratado, a concentracdo do toxicante se eleva, e torna-se
possivel “obsevar” toxicidade (MANUSADZIANAS et al., 2003).

Tabela 10. Toxicidade para D. similis e para P. subcapitata ap6s o tratamento do corante
C.I. Food Yellow 3.

C.l. Food Yellow 3 D. similis P. subcapitata
Imobilidade (%) Inibicdo de crescimento (%)
Efluente Ceq : .
(%) (mg L™ Tempo de tratamento (min) Tempo de tratamento (min)
5 8 30 5 8 30
0 0 0 0 0 0 0 0
0.17 0.1 0 0 0 62,3 | -1325" | -13,1
1,7 1 0 0 0 -71,9** | -300,0*** -31,3"
17 10 0 0 0 -42,1 -178,8* | 13,5
50 30 0 0 0 -7,0 -49.,8 14,2
100 60 0 0 0 10,9 33,8 32,9*

Ceq — concentracao equivalente do corante comercial utilizado no tratamento. (*) Diferente
significativamente do controle para a = 5%, (**) paraa = 1% e (***) para a = 0,1%.

Apobs 30 minutos de tratamento do corante C.I. Food Yellow 3 a concentragdo
esteve abaixo do limite de deteccdo (6,7 pg L) e o carbono organico total restante foi
de 25% (Tabela 11),

subcapitata pode ser atribuida a geracao de produtos de degradacéao recalcitrantes e

assim a toxicidade do corante tratado observada para P.

de dificil mineralizacao.

Tabela 41. Analise cromatografica e do Carbono Organico Total apds o tratamento do

corante C.l. Food Yellow 3.

C.l. Food Yellow 3 (Pureza: 90%)
Tempo de tramento (min)

Carbono Organico Total 0 30
(mg L") e (% mineralizacéo)
29,2 7,3 (74,8%)
5 8 30
Concentracao do corante <6,7 g L
(mg L) e (% degradacao) 16,5 (70,5%) 4,9 (91,2%) (~100%)

Fonte: Da Silva, et al., 2012. O limite de detecgao para o método cromatografico foide 6,7 ug L™ e
o limite de quantn‘lcagao foi de 20,3 ug L Para a analise de carbono orgéanico total (COT) os
limites de detecgéao foram de 0,40 mg L para Ciy, € 0,22 mg L" para Cinorganico- OS limites de
quantificagao para COT foram 1,22 mg L’ para Cia € 0,67 mg L para Cinorganico-
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5.2.5 Toxicidade do corante tratado do C.l. Food Red 17

O C.I. Food Red 17 ap6s 5 minutos de tratamento foi toxico para D. similis
(Tabela 14) com CE50 estimada menor que 10 mg L™ de Ceq. Como o valor de
CE50 do produto comercial foi maior que 1000 mg L™ e 64% do corante do inicio do
tratamento foi degradado apds 5 minutos (Tabela 13), pode-se concluir que os
produtos de degradacdo foram mais toxicos que o corante comercial. Para P.
subcapitata o corante C.l. Food Red 17 tratado também foi téxico apds 5 minutos,
com CI50 estimada menor que 1 mg L' de Ceq (Tabela 12). Como a CI50 do
produto comercial foi 61,0 mg L™ é possivel concluir que os produtos de degradagéo
gerados também foram mais téxicos que o corante comercial. A toxicidade do
efluente ap6s 5 minutos de tratamento do corante C.I. Food Red 17 pode ser devido
a geracdo de produtos de degradagao téxicos no inicio do tratamento. A partir dos 8

minutos de tratamento nao foi observada toxicidade para ambos 0s organismos.

Tabela 12. Toxicidade para D. similis e para P. subcapitata ap6s o tratamento do corante
C.l. Food Red 17.

C.l. Food Red 17 D. similis P. subcapitata
Imobilidade (%) Inibicdo de crescimento (%)
Efluente Ceq -
(%) (mg L") Tempo de tratamento (min) Tempo de tratamento (min)
5 8 30 5 8 30
0 0 0 0 0 0 0 0
0,17 0,1 0 0 0 10,4 1,7 0
1,7 1 0 0 0 92,6** 22,0 -5,67
17 10 100 0 0 97,4*** 18,7 10,83
50 30 100 0 0 94,8*** 10,0 24,90
100 60 100 0 0 99,1*** 18,7 29,29

Ceq — concentragao equivalente do corante comercial utilizado no tratamento. (***) Diferente

significativamente do controle (a = 0,1%).
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Tabela 53. Analise cromatografica e do Carbono Orgénico Total apés o tratamento do
corante C.l. Food Red 17.

C.l. Food Red 17 (Pureza: 80%)

Tempo de tramento (min)

Carbono Organico Total 0 30
(mg L") e (% de mineralizacao)
° 30,2 9,10 (69,8%)
_ 5 8 30
Concentracao do corante <156 g L’
(mg L") e (% de degradacdo) 22,2 (64,1%) 5,95 (90,4%) (~100%)

Fonte: Da Silva, et al., 2012. O limite de detecgao para o método cromatograflco foi de 1,56 pug L™
e o limite de quantn‘lcagao foi de 4,74 pg L". Para a analise de carbono organico total (COT) os
limites de detec¢do foram de 0,40 mg L para Ciya € 0,22 mg L’ para Cinorganico- OS limites de
quantificacdo para COT foram 1,22 mg L’ para Cia € 0,67 mg L’ para Cinorganico-
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Tabela 64. Resumo dos valores de toxicidade dos produtos comerciais em comparacao a toxicidade dos produtos de degradacao gerados no final do

tratamento foto — Fenton.

Toxicidade do Toxicidade final do Concentracao COoT
Corante Organismo produto comercial corante tratado (30 min) do corante apés remanescente Conclusao
CE50e CI50 Mg L' CES50 e CI50 Mg L™ Ceq (30 min) apos 30 min
o 40 30-60 - .
D. /
C.l. Reactive Black 5 Simits <9,2ugL" 28% qumagao de SprrOdUto.S mals
P. subcapitata 30 <01 téxicos que o corante original
5L i 86 >60 Formacéo de subprodutos, de
C.l. Acid Orange 7 - SImils <3,04pglL’” 69% toxicidade similar ao corante
P. subcapitata >100 >60 original
o 1000 >60 Formacéo de subprodutos, de
C.l. Food Red 17 oL &l <1,56ug L™ 30% toxicidade similar ao corante
P. subcapitata 61 >60 original
B >1000 60 Formagao de subprodutos, de
C.l. Food Yellow 3 - SImils <6,7pugL" 25% toxicidade similar ao corante
P. subcapitata 72 >60 original
. 7 <1 ~ .
C.l. Vat Green 3 o eimis ’ ’ F%rzc?saoudeeoszsfar;)?euz)?'? ir::;s
P. subcapitata 6 <0,1 q 9

Ceq — concentragao equivalente de corante comercial utilizado no tratamento. COT — Carbono organico total. * Nao determinado.
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Baseado nos resultados apresentados neste trabalho é possivel concluir
que alguns dos corantes tratados pelo foto—Fenton foram mais téxicos que os
produtos comerciais, como no caso dos corantes tratados: C.l. Reactive Black 5
para P. subcapitata e C.I. Vat Green 3 para D. similis e P. subcapitata. Alguns
dos corantes tratados geraram subprodutos de toxicidade similar a dos produtos
comerciais; sao estes: C.l. Reactive Black 5 para D. similis e os corantes C.l.
Acid Orange 7, C.l. Food Red 17 e C.l. Food Yellow 3 para ambos os
organismos. De acordo com as concentragdes dos corantes obtidas por meio das
analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia, é possivel afirmar que o
tratamento foto - Fenton foi eficiente na degradacdo de todos os corantes, com
excecdo do corante C.l. Vat Green 3. Os valores de carbono organico
remanescente do tratamento dos corantes podem ser associados aos produtos
de degradacdo gerados e de dificil mineralizagdo; e estes sao o0s possiveis
responsaveis pela toxicidade final observada para os organismos em estudo.
Diversos autores também relataram que durante tratamentos oxidativos
avancados podem ser gerados produtos de degradacédo de toxicidade superior
as substancias iniciais alvo do tratamento tais como: compostos fendlicos
(SANTOS et al., 2004; PEREZ-MOYA et al., 2007;: KARCI et al., 2012), farmacos
(GONZALEZ et al., 2007; TROVO et al.,, 2009; KLAMERTH et al., 2010),

herbicidas (OTURAN et al., 2008) entre outros contaminantes emergentes.
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6. CONCLUSAO

De acordo com a classificacdo do GHS para os corantes téxteis o C.l. Vat

Green 3 foi considerado tdxico para a vida aquatica considerando o perigo de
exposicao aguda e muito téxico para a vida aquatica com efeitos duradouros
considerando o perigo de exposicao crbnica, o C.l. Reactive Black 5 e o C.l. Acid
Orange 7 foram considerados nocivos para a vida aquatica considerando o perigo de
exposicdo aguda e nocivos para a vida aquatica com efeitos duradouros
considerando o perigo de exposicdo crénica. Os corantes alimenticios né&o
apresentaram toxicidade aguda até a concentracdo de 1 g L' e ndo puderam ser
classificados com relagdo ao perigo de exposicao aguda, contudo para o perigo de
exposicao crbénica os corantes C.l. Food Yellow 3 e C.l. Food Red 17 foram

considerados nocivos para vida aquatica com efeitos duradouros.

Os corantes téxteis foram mais toxicos quando comparados aos corantes
alimenticios, com destaque para o corante téxtil C.l. Vat Green 3 considerado o mais
téxico para os organismos testados. Os produtos de degradagdo gerados no inicio
do tratamento foto - Fenton de corantes podem ser mais toxicos que o corante em si.
Para o tratamento de corantes do tipo Vat pode haver a necessidade de
modificagdes no tratamento foto-Fenton, visto que este nado foi eficiente para a

degradacao e remocao da toxicidade do corante C.I. Vat Green 3.

O acompanhamento do foto - Fenton com ensaios de toxicidade foi uma
ferrramenta importante para verificacdo da toxicidade dos produtos intermediérios e
finais gerados durante o tratamento. Este trabalho é relevante na medida em que
auxilia nas tomadas de decisdo relacionadas ao descarte de efluentes apéds
tratamentos oxidativos avancados e também na necessidade de aperfeicoamento

destes tratamentos para remocao da toxicidade dos corantes.
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ANEXO |

CARTAS - CONTROLE DOS ORGANISMOS-TESTE
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