Universidade
Estadual de Londrina

|

RENATA AFONSO

BIODEGRADAQAO DE CORANTES TEXTEIS EM EFLUENTES
INDUSTRIAIS PELO FUNGO Ganoderma spp:
UM ESTUDO CINETICO

Londrina
2010



RENATA AFONSO

BIODEGRADA(;AO DE CORANTES TEXTEIS EM EFLUENTES
INDUSTRIAIS PELO FUNGO Ganoderma spp:
UM ESTUDO CINETICO

Dissertacao apresentada por Renata Afonso
ao Programa de Poés-Graduacdo em
Quimica do Departamento de Quimica do
Centro de Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual de Londrina como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Wagner José Barreto

Londrina
2010



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Téchicos da Biblioteca
Central da Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacao (CIP)

A257b  Afonso, Renata.
Biodegradagdo de corantes téxteis em efluentes industriais pelo fungo
Ganoderma spp : um estudo cinético / Renata Afonso. — Londrina, 2010.
94 f. :il.

Orientador: Wagner José Barreto.
Dissertacido (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Exatas, Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, 2010.

1. Fisico-quimica — Teses. 2. Corantes — Biodegradagdo — Teses. 3. Inddstria téxtil
— Quimica — Teses. 4. Quimica téxtil — Teses. 5. Ganoderma spp — Teses. 1. Barreto, Wagner José.
II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Exatas. Programa de Pds-
Graduagdo em Quimica. III. Titulo.

CDU 547.97




RENATA AFONSO

BIODEGRADA(;AO DE CORANTES TEXTEIS EM EFLUENTES
INDUSTRIAIS PELO FUNGO Ganoderma spp:
UM ESTUDO CINETICO

Dissertacdo apresentada por Renata Afonso
ao Programa de Pos-Graduacdo em
Quimica do Departamento de Quimica do
Centro de Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual de Londrina como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Wagner José Barreto (Orientador)
Universidade Estadual de Londrina

Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi Universidade
Estadual de Campinas

Profa. Dra. Suely Mayumi Obara Doi
Universidade Estadual de Londrina

Londrina, 19 de marco de 2010



Aos meus pais, Laudemiro e Fatima e
as minhas irmas, Manoela e Sabrina,
pelo apoio para que eu chegasse até
aqui e por todo amor, carinho e
confianca.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar meu caminho em todos 0s momentos.

A minha familia, pela confianca depositada em mim, e em especial, a minha

irma Sabrina que esteve comigo me ajudando durante todo o tempo.

Ao Prof. Dr. Wagner José Barreto, pela orientacdo, apoio e confianca

durante todo o trabalho.

A Profa. Dra. Sénia Regina Giancoli Barreto pela amizade e carinho.

A Profa. Dra. Suely Mayumi Obara Doi pelos ensinamentos e colaboracao

na parte microbioldgica do trabalho.

A Profa. Dra. leda Spacino Scarminio pelas sugestdes e ajuda nos métodos

quimiométricos.

Aos professores do Programa de Mestrado em Quimica da UEL pela

contribuicdo na minha formacao.

Aos técnicos: Nelson Janeiro Rodriguez pela ajuda na parte microbioldgica e

Jurandir Pereira Pinto pela ajuda nas analises cromatograficas.

Aos meus amigos do mestrado Raquel, Elaine, Edmar, Adriana, Daniely e
Ana e do laboratério Bianca, Kassio, Tarsis, Juliana e Eduardo pelo carinho e
amizade, e em especial a Nathalia que me ajudou em todas as analises.

Ao Fernando pelo carinho, amor e compreensao em todas as horas.

A CAPES pela bolsa concedida.

A todos que de forma direta ou indireta contribuiram para este trabalho.



AFONSO, Renata. Biodegradacéo de corantes téxteis em efluentes industriais
pelo fungo Ganoderma spp: um estudo cinético. 2010. Dissertacdo (Mestrado
em Quimica dos Recursos Naturais) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar a quantificacéo individual e simultanea de
misturas ternarias e obter os paradmetros cinéticos dos corantes Amarelo Procion
HE4R 100%, Azul Procion HEGN 125% e Vermelho Procion HE7B (Grupo 1) e
Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP (Grupo 2)
biodegradados com o fungo Ganoderma spp. Efluentes de tingimento de tecidos
obtidos em escala laboratorial foram analisados utilizando a espectrofotometria UV-
Vis associada ao método de Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS), a
partir de curvas de calibracdo utilizando um planejamento experimental do tipo
Centréide-Simplex triangular. A biodegradacédo dos corantes do Grupo 1 seguiram
uma cinética de ordem fracionaria entre primeira e segunda. Apds 72 horas de
incubacéo foi degradado 33,6% do corante Amarelo Procion, 43,5% do Azul Procion
e 57,7% do Vermelho Procion no efluente, pelo fungo Ganoderma spp. A
biodegradacdo dos corantes do Grupo 2, atribuida a enzima lacase, seguiu uma
cinética de primeira ordem comk =1,17 e k= 2,07 x 10°h*, a25°Ce k=0,62 e k =
1,81 x 10° h?, a 28°C, para os corantes Remazol Brilliant Orange 3R e Azul
Remazol RR, respectivamente. Para o corante Azul Remazol R ESP as constantes
de velocidade foram de 5,59 x 10° h*, a 25°C e 6,22 x 10° h, a 28°C, mas houve
biodegradacdo também a 31°C, com k= 5,46 x 10 h*, a 31°C, que foi atribuida a
outro tipo de enzima. As energias de ativacdo calculadas a partir da equacdo de
Arrhenius foram 175,90 kJ mol* para o corante Remazol Brilliant Orange 3R, 37,17
kJ mol™ para o Azul Remazol RR e 29,58 kJ mol™* para o Azul Remazol R ESP. O
corante Azul Remazol R ESP foi o que apresentou maior porcentagem de
degradacéo (95,4%), ap6s 335 horas de incubacédo, a 25°C. As concentracdes e
constantes de velocidade obtidas para o corante Azul Remazol R ESP a patrtir das
andlises de CLAE dos efluentes foram concordantes com os resultados obtidos com
a metodologia PLS. Os resultados mostraram que a metodologia PLS pode ser
usada para quantificacdo de corantes em efluentes com o objetivo de encontrar 0s
parametros cinéticos de reacdes de biodegradacdes.

Palavras-chave:Corante téxtil. Espectrofotometria UV-vis. Biodegradacdo e
Regressao por Minimos Quadrados Parciais.



AFONSO, Renata. Biodegradation of textile dyes in industrial effluents by the
fungus Ganoderma spp: a kinetic study. . 2010. Dissertation (Master’s degree in
Chemical) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

This objective of this work was to make an individual and simultaneous quantification
of ternary mixtures and to obtain the kinetic parameters of the dyes Yellow Procion
HE4R 100%, Blue Procion HEGN 125% and Red Procion HE7B (Group 1) and
Remazol Brilliant Orange 3R, Blue Remazol RR and Blue Remazol R ESP (Group 2)
biodegraded by the fungus Ganoderma spp. Effluents from dyeing fabrics
obtained at laboratory scale were analyzed using UV-Vis spectrophotometry
associated with the Partial Least Squares Regression (PLS) method, from calibration
curves designed by a Simplex-Centroid triangular model. The biodegradation of dyes
in Group 1 followed a fractional kinetic order between first and second. After 72 hours
of incubation were biodegraded 33,6% of the dye Yellow Procion, 43,5% of the Blue
Procion and 57,7% of the Red Procion in effluent by the fungus Ganoderma spp.
The biodegradation of dyes in Group 2, attributed to the enzyme laccase, followed a
first order kinetics with k = 1,17 and k = 2,07 x 10° h™ at 25°C and k = 0,62 and k =
1,81 x 10° h'* at 28°C, for the dyes Remazol Brilliant Orange 3R and Blue Remazol
RR, respectively. For the dye Blue Remazol R ESP the rate constants were 5,59 x
10 h?' at 25°C and 6,22 x 102 h™ at 28°C, but there was also biodegradation at
31°C, with k = 5,46 x 10° h™, at 31°C, which was attributed to another type of
enzyme. The activation energies calculated from the Arrhenius equation were 175,90
kJ mol™ for the Remazol Brilliant Orange 3R, 37,17 kJ mol™ for Blue Remazol RR
and 29,58 kJ mol™ for Blue Remazol R ESP. The dye Blue Remazol R ESP showed
the greatest percentage of biodegradation (95,4%) after 335 hours of incubation at
25°C. The concentrations and rate constants obtained for the Blue Remazol R ESP
from the analysis of HPLC of the effluents were consistente with the results obtained
using the PLS methodology. The results showed that the PLS methodology can be
used for quantification of dyes in effluents in order to find the kinetic parameters of
biodegradation reactions.

Key-words: Textile dye. Spectrophotometry UV-vis. Biodegradation and Partial
Least Squares Regression.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais
criticos e frequentes devido ao crescimento populacional e ao aumento da atividade
industrial. A contaminacdo dos corpos de agua e o consequente comprometimento
destes tém levado a realizagao de estudos com o intuito de desenvolver tecnologias
capazes de minimizar o volume e a toxicidade dos efluentes industriais. Essa
problematica ambiental associada ao efluente téxtil € bastante conhecida e merece
destaque uma vez que os grandes parques industriais geram grandes volumes de
efluentes contaminados (KUNZ et al., 2002; ALMEIDA et al., 2004).

Um grande numero de diferentes corantes € utilizado para varias aplicacoes
industriais e uma significativa quantidade deles aparece na forma de efluentes que
séo despejados nos corpos de agua receptores sem o devido tratamento. Isso pode
resultar em graves problemas estéticos (WONG; YU, 1999), além de alterar os ciclos
biol6gicos afetando principalmente os processos fotossintéticos (SHEDBALKAR,;
DHANVE; JADHAV, 2008; NILSSON et al., 2006; MAZMANCI; UNYAYAR, 2005).

Uma grande quantidade de corantes € liberada no processamento téxtil como
efluente devido a fixagdo incompleta dos corantes nas fibras, e muitos estudos tém
mostrado que algumas classes desses corantes, principalmente os azocorantes e
seus subprodutos, podem ser téxicos, carcinogénicos e/ou mutagénicos (KUNZ et
al., 2002; CATANHO; MALPASS; MOTHEO, 2006; SAHEL et al., 2007; SUMATHI;
MANJU, 2000; SELVAM; SWAMINATHAN; CHAE, 2003; ERKURT; UNYAYAR;
KUMBUR, 2007; MECHICHI; MHIRI; SAYADI, 2006).

A legislagcado sobre substancias toxicas, em aguas residuais industriais, esta

se tornando cada vez mais rigorosa e, por conseguinte, um grande numero de
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pesquisadores esta abordando uma grande variedade de problemas relacionados a

essa area (SLOKAR; MARECHAL, 1998).

1.1 INDUSTRIA TEXTIL

No Brasil cerca de 20 ton/ano de corantes sdo consumidos nas industrias de
tingimento, dos quais cerca de 20% sao descartados como residuos ou efluentes
(DALLAGO; SMANIOTTO; OLIVEIRA, 2005). A quantidade de corantes perdidos
depende da classe do corante usado e pode chegar a 50% quando utilizados

corantes reativos (MCMULLAN et al., 2001).

1.2 FIBRAS TEXTEIS

As fibras téxteis podem ser divididas em fibras naturais e fibras ndo naturais.
As fibras naturais podem ser de origem animal, vegetal ou mineral. As mais
utilizadas s@o baseadas em celulose (cadeias poliméricas lineares de glucose) e
proteina (polimero complexo composto de diferentes aminoacidos) presentes na 13,
seda, algodao e linho (GARATINI; ZANONI, 2000).

O algodao, usado ha mais de 7000 anos, é a fibra mais utilizada na industria
téxtil brasileira e € constituido basicamente de celulose, ceras naturais e proteinas.
O grande numero de grupos hidroxilas da celulose do algodao propicia grande
capacidade de absorver agua (ALCANTARA; DALTIN, 1996).

As fibras ndo-naturais podem ser classificadas em fibras artificiais e fibras
sintéticas. As fibras artificiais sdo comercializadas como viscose (xantato de celulose

obtido da madeira) e acetato de celulose (triacetato de celulose obtido da madeira).



As fibras sintéticas sdo produzidas a partir de matérias primas da industria
petroquimica como poliamida, poliéster e acrilico (GARATINI; ZANONI, 2000;

ALCANTARA; DALTIN, 1996).

1.3 CORANTES TEXTEIS

As estruturas moleculares dos corantes utilizados para tingimento da fibra
téxtil podem ser divididas em duas partes principais, 0 grupo cromogeno € 0
auxocromo.

O grupo cromégeno é a parte aromatica da molécula que possui 0 grupo
cromoéforo que € o radical quimico responsavel pela coloragdo do corante (WONG;
YU, 1999). O auxocromo € o grupo auxiliar da molécula responsavel pela fixacao do
corante a fibra téxtil (KUNZ et al., 2002).

A fixacdo da molécula do corante a fibra é realizada através de reacdes
quimicas, geralmente em solugcdo aquosa, € envolvem basicamente as ligagoes
idnicas, covalentes, interacbes de van de Waals e de hidrogénio. (GARATINI;
ZANONI, 2000).

Os corantes usados para tingimento da fibra podem ser classificados pelos
grupos cromoforos presentes na molécula, como antraquinona, azo, nitro, entre
outros (EICHLEROVA; HOMOLKA; NERUD, 2007), ou pelo método de fixacdo a
fibra téxtil, tais como, reativos, diretos, azdicos, acidos, a cuba, de enxofre,
dispersivos, pré-metalizados e branqueadores (MECHICHI; MHIRI; SAYADI, 2006).
Cerca de 60% dos corantes utilizados em industrias téxteis sdo corantes azos, que

se caracterizam pelo grupo -N=N- ligado a sistemas aromaticos (Figura 1).



grupo croméforo

R (C)

Figura 1. Estrutura quimica de um corante contendo a fungao azo como grupo cromoforo.

Os corantes diretos caracterizam-se como compostos solUveis em agua
capazes de tingir fibras de celulose (algodao, viscose, etc.) através de interacdes de
van der Waals.

Os corantes azo6icos sao compostos coloridos, insolUveis em agua, que sao
realmente sintetizados sobre a fibra durante o processo de tingimento.

Os corantes acidos correspondem a um grande grupo de corantes anidénicos
contendo de um a trés grupos sulfénicos. Estes grupos substituintes ionizaveis
tornam o corante sollvel em agua, e tém vital importancia no método de aplicacao
do corante em fibras protéicas (13, seda) e em fibras de poliamida sintética.

Os corantes a cuba sao baseados nos indigos, tioindigbides e antraquindides.
Quando aplicados sao praticamente insollveis em agua, porém durante o processo
de tintura eles sdo reduzidos com ditionito, em solugao alcalina, transformando-se
em um composto soluvel.

Os corantes de enxofre sdo corantes que apds a aplicacdo se caracterizam
por compostos macromoleculares com pontes de polissulfetos (-Sn-), os quais sédo
altamente insoluveis em agua.

Os corantes dispersivos sao insoluveis em agua e aplicados em fibras de

celulose e outras fibras hidrofébicas através de suspensoes.

16



Os corantes pré-metalizados sédo caracterizados pela presenga de um grupo
hidroxila ou carboxila na posicdo orto em relacdo ao cromoéforo azo, permitindo a
formacdo de complexos com ions metélicos.

Os corantes branqueadores sao utilizados para diminuir a tonalidade
amarelada das fibras téxteis no seu estado bruto que sdo compostas primariamente
por materiais organicos.

A classe mais importante de corantes téxteis é a classe dos corantes reativos,
pois sdo os mais utilizados no Brasil para tingimento do algoddao (GARATINI;

ZANONI, 2000).

1.3.1 Corantes Reativos

Os corantes reativos possuem um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar
ligagdo covalente com grupos hidroxila das fibras celulésicas (HARAZONO;
NAKAMURA, 2005), com grupos amino, hidroxila e tidis das fibras protéicas e
também com grupos amino das poliamidas (GARATINI; ZANONI, 2000). Existem
numerosos tipos de corantes reativos, porém os principais contém a funcédo azo e
antraquinona como grupos cromoéforos e o0s grupos clorotriazinila e
sulfatoetilsulfonila como grupos reativos (HARAZONO; NAKAMURA, 2005).

Esses corantes sao particularmente problematicos porque apresentam pouca
fixacdo na fibra e, aproximadamente, de 10 a 20% do total de corantes usados no
processo de tingimento sao descartados como efluentes (MURUGESAN et al., 2007;

RODRIGUEZ; PICKARD; VAZQUEZ-DUHALT, 1999).
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1.4 TRATAMENTO DE EFLUENTES TEXTEIS

Devido a sua prépria natureza, a presenca dos corantes é facilmente
detectada em efluentes, sendo visiveis mesmo em concentragbes baixas (ZHAO;
HARDIN, 2007). Este comportamento apresenta vantagens e desvantagens, pois
uma pequena quantidade lancada em efluentes aquaticos pode afetar a vida
aquatica e causar uma acentuada mudanca de coloracdo dos rios, mas pode
também ser facilmente detectada pelo publico e autoridades que cuidam dos
assuntos ambientais. Desse modo, métodos para remogdo da cor das aguas de
rejeito tém recebido enorme atengdo nos ultimos anos (GUARATINI; ZANONI,
2000). E importante salientar que a remogao da cor é o foco principal do tratamento
desses efluentes.

Os tratamentos desses efluentes téxteis sdo dificeis e ineficientes com
processos convencionais porque o0s corantes apresentam estruturas complexas
(GARCIA-MONTANO et al., 2008), natureza sintética, além de serem estaveis a luz
e temperatura (EICHLEROVA; HOMOLKA; NERUD, 2007). Com isso, a legislacdo
vem exigindo tratamentos eficientes, o que tem levado ao desenvolvimento de novas
tecnologias que buscam o melhor e mais adequado tratamento, considerando
custos, tempo e eficiéncia dos processos existentes na reciclagem e eliminagéo de
toxicidade (KAMIDA et al., 2005). Nesses processos de tratamento de efluentes
téxteis é importante que seja estudada a degradagdo dos mesmos em condi¢gdes (de
pH, condutividade, etc.) semelhantes aquelas dos efluentes que sdo descartados.
Ou seja, sao necessarios estudos laboratoriais reproduzindo as condi¢oes
encontradas nas industrias de forma que a metodologia possa vir a ser aplicada

(CATANHO; MALPASS; MOTHEOQO, 2006).

18



Ha trés formas basicas de tratamento para os efluentes téxteis: fisicos,
quimicos e bioldgicos (KAMIDA et al., 2005).

Diferentes métodos fisico-quimicos tém sido usados na remog¢do da cor de
efluentes téxteis nos ultimos 20 anos, apesar de possuirem uso limitado e alto custo
operacional (SHEDBALKAR; DHANVE; JADHAV, 2008). Os métodos fisicos-
quimicos de tratamento de efluentes incluem diferentes métodos de precipitacao
(coagulacdo, floculagdo, decantagcdo) (FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004),
adsorcdo em carvao ativado (SLOKAR; MARECHAL, 1998) e biosorcao (AKAR et
al., 2008). O método fisico-quimico mais comum para a remog¢ao de corantes é a
adsorcdo em carvao ativado, que é adequado para alguns tipos de efluentes, mas
ineficiente para outros, além de ser um método caro (ROBINSON et al., 2001).

Os tratamentos quimicos sdo aqueles em que produtos quimicos sao
necessarios para a descoloragdo de 4aguas residuais, e incluem reducao
(GHOREISHI; HAGHIGHI, 2003), processos oxidativos (GARCIA-MONTANO et al.,
2008), métodos complexométricos e eletroquimicos (KORBAHTI, 2007), troca iénica
e neutralizacdo (SLOKAR; MARECHAL, 1998). Dentre os métodos quimicos para
descoloragdo de efluentes téxteis, os processos oxidativos sdo os mais comuns,
incluindo reagentes de Fenton e fotoquimica (na presenca de H>O, ou TiO,)
(FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004), e ocorrem a partir da clivagem do anel
aromatico da molécula do corante (ROBINSON et al., 2001).

Os tratamentos bioldgicos diferem de acordo com a presenga (aerdbico)
(GARCIA-MONTANO et al., 2008) ou auséncia (anaerdbico) (SPONZA; ISIK, 2004)
de oxigénio. A degradacao biol6gica é de grande utilidade, pois ndo tem custo
elevado (ROMERO et al.,, 2006). O sucesso dos tratamentos biologicos para

remocdo de cor de efluentes depende da utilizagdo de microrganismos que
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descolorem efetivamente corantes sintéticos de diferentes estruturas quimicas
(MACHADO et al.,, 2006). Atualmente, uma extensa pesquisa esta focada em
encontrar biomassas microbianas que atendam esse requisito, que possuam baixo
custo e que sejam Uteis para a remocao de corantes em grandes volumes de agua

contaminada (SHEDBALKAR; DHANVE; JADHAV, 2008).

1.4.1 Tratamento Microbiolégico

Apesar de existir uma grande variedade de tratamentos de efluentes téxteis, o
tratamento biolégico ainda é visto como uma solugdo atraente por apresentar baixo
custo no processo, além de néo ser agressivo ao meio ambiente (MCMULLAN et al.,
2001).

Na bioremediagcdo podem ser empregados diferentes microrganismos,
incluindo bactérias e fungos, pois eles séo faceis de manipular, tem velocidade de
crescimento répida e alta capacidade de adaptacdo (SHEDBALKAR; DHANVE;
JADHAV, 2008). A habilidade das bactérias para metabolizar corante azo tem sido
investigada por numerosos grupos de pesquisadores (ROBINSON et al., 2001).

Estudos de biotecnologia mostraram que os fungos basidiomicetos que
degradam a lignina sao eficientes na degradagéao de varios compostos, incluindo os
corantes, com alto potencial de acao na recuperacdo de ambientes contaminados
(ZHAO; HARDIN, 2007). Os fungos basidiomicetos denominados fungos “da
podridao branca da madeira” tém sido apontados como eficientes na descoloracao
de efluentes téxteis (KAMIDA et al., 2005), pois 0s mesmos tém a habilidade ndo sé
de descolorir, mas também de degradar e mineralizar varios corantes téxteis

(MACHADO et al., 2006).
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1.4.2 Fungos de Podridao Branca

Os fungos de podriddo branca é um grupo heterogéneo de organismos
capazes de degradar a lignina bem como outros compostos (EICHLEROVA;
HOMOLKA; NERUD, 2007). Pertencem a esse grupo, por exemplo, os fungos
Pleurotus ostreatus, Ganoderma spp (ZHAO; HARDIN; HWANG, 2006),
Schizophyllum commune, Ganoderma lucidum (ASGHER et al., 2008), Irpex lacteus
(SVOBODOVA et al., 2008), Coriolopsis polyzona, Perenniporia ochroleuca,
Perenniporia tephropora, Trametes versicolor VANHULLE et al., 2008), Pycnoporus
sanguineus (TROVASLET et al., 2007), Dichomitus squalens, Daedalea flavida,
Ipex flavus (CHANDER; ARORA, 2007), entre outros. Dessa forma, a possibilidade
de usar esses fungos para descolorir efluentes contaminados tem recebido muita
atencdo ja que tais fungos produzem enzimas lignoliticas (FORGACS; CSERHATI;
OROS, 2004) que tém a habilidade de degradar uma ampla classe de poluentes,
como, por exemplo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), fendis clorados,
bifenil policlorado, dioxinas, pesticidas e principalmente corantes (WESENBERG;
KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003; KIRBY; MARCHANT; MCMULLAN, 2000).

O fungo de podridao branca Ganoderma apresenta uma grande capacidade
em produzir a enzima lacase (REVANKAR; LELE, 2007; SILVA; MELO; OLIVEIRA,
2005) e é eficiente na degradacdo de corantes téxteis como, por exemplo, 0
Remazol Brilliant Orange 3R (REVANKAR; LELE, 2007), Remazol Brilliant Blue R
(SILVA; MELO; OLIVEIRA, 2005), Remazol Brilliant Yellow 3GL (ASGHER et al.,
2006), Solar Golden Yellow R (ASGHER et al., 2008).

O mecanismo de descoloracdo de corantes poliméricos por fungos da
podriddo branca envolve as enzimas lignina peroxidases (LiPs), as manganés

peroxidases (MnPs) (HARAZONO; NAKAMURA, 2005) e as lacases (ZHAO;
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HARDIN, 2007). Entretanto, estes fungos diferem entre si na habilidade e
capacidade de degradar corantes com base nas diferencas qualitativas e

quantitativas dessas enzimas (MACHADO et al., 2006).

1.4.3 Enzimas Lignoliticas

As enzimas sdo proteinas que agem como catalisadores biolégicos e
diminuem a energia de ativacdo das reacdes. Elas podem operar em um amplo
intervalo de pH (FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004) e em temperatura moderada
e sao ativas na presencga de solventes organicos (ATKINS; DE PAULA, 2006).

As enzimas produzidas pelos fungos de podriddo branca tém sido muito
utilizadas para bioremediacéo de poluentes recalcitrantes, como o0s corantes téxteis,
devido ao potencial que essas enzimas tém em degradar esses compostos (ZHAOQO;
HARDIN; HWANG, 2006; SILVA; MELO; OLIVEIRA, 2005), além de ter baixo custo
energético no processo, serem faceis de controlar e ter pouco impacto nos
ecossistemas (PALA; TOKAT, 2002; MICHNIEWICZ et al., 2008). Essas enzimas
lignoliticas sdo muito utilizadas na degradacao de corantes de industrias téxteis e de
branqueamento de papel (SILVA; MELO; OLIVEIRA, 2005).

Na degradagéo de corantes sintéticos tém sido usadas as enzimas manganés
peroxidase e lignina peroxidade in vitro. Muitos estudos tém focado a capacidade da
lacase em degradar corantes e tém mostrado que essas enzimas sao, na verdade,
as enzimas mais importantes de muitos fungos de podridao branca (SVOBODOVA
et al.,, 2008), pois pertencem ao grupo de enzimas oxidativas que catalisam a

oxidacdo de compostos fendlicos, polifendis, aminas aromaticas e algumas



substancias nao-fendlicas (MECHICHI; MHIRI; SAYADI, 2006; MURUGESAN et al.,
2007; TAVARES et al., 2009; PALMIERI; CENNAMO; SANNIA, 2005).

O interesse em usar a lacase como potencial biocatalisadores industriais tem
aumentado, em especial apds a descoberta da capacidade dela oxidar a lignina em
compostos recalcitrantes nao fenolicos (MURUGESAN et al., 2007; MICHNIEWICZ
et al., 2008). Essa caracteristica tem sido util para resolver uma série de problemas
biotecnoldgicos, todos eles relacionados a degradagdo quimica ou modificacao de
compostos estruturalmente diversos, quer se trate de xenobibticos, ou compostos
aromaticos que ocorrem naturalmente (WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS,
2003). A lacase esta sendo muito usada, atualmente, na mineralizagdo
(MICHNIEWICZ et al., 2008), desintoxicagdo (TROVASLET et al., 2007) e
descoloragdo (WONG; YU, 1999; MECHICHI; MHIRI; SAYADI, 2006; RODRIGUEZ;

PICKARD; VAZQUEZ-DUHALT, 1999) de corantes.

1.5 DETERMINAGAO DE CORANTES EM EFLUENTES

Um dos mais importantes problemas na quimica analitica € a estimativa do
namero e concentragdo das espécies em misturas através de espectros
eletromagnéticos ou cromatogramas (PERALTA-ZAMORA et al., 1998). Diferentes
métodos tém sido usados para a determinacdo de misturas de corantes em
diferentes matrizes. Os métodos analiticos geralmente utilizados para determinacao
quantitativa de corantes em misturas podem ser: espectrofotometria UV-Vis
(GARCIA-MONTANO et al., 2008) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(AL-DEGS et al., 2008), cromatografia gasosa associada com espectrometria de

massa (ZHAO; HARDIN, 2007) e eletroforese capilar (VANHULLE et al., 2008). Com
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excecao da espectrofotometria UV-Vis, estes métodos necessitam de instrumentos
sofisticados e consequentemente possuem um custo operacional elevado.

Os métodos cromatograficos sdo bastante eficientes na analise de multi-
elementos, mas necessitam equipamentos caros e as analises sdo demoradas.

A determinacao espectrofotométrica UV-Vis é preferivel, pois possibilita
rapidez na andlise, alta precisdo e reprodutibilidade para matrizes complexas
usando procedimentos relativamente simples e econémicos quando comparados a
outras técnicas (SAHIM; DEMIR; GUCER, 2007).

Esse método esta baseado na medida da transmiténcia (7) ou absorvancia
(A) de solugbdes contidas em cubetas transparentes, tendo caminho éptico de b cm.
Dessa forma a concentracdo de um analito absorvente esta relacionada linearmente
a absorvancia, sendo expressa a partir da Lei de Beer (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,

2002):
A:—/ogT:IogP—Ffzsbc (1)

Em que P, é a energia radiante, P a energia transmitida, ¢ a concentragdo
(mol L"), b o caminho éptico (cm) e € a absortividade molar (mol L' cm™).

A determinagédo espectrofotométrica de misturas de corantes organicos é um
problema muito complexo em quimica analitica e tem sido objeto de numerosos
estudos quimiométricos devido as interferéncias espectrais, que resultam em bandas
de absorcdo amplamente sobreposta (NEVADO; FLORES; LLERENA, 1998).
Nessas condicbes de determinagdo, o método convencional de calibragdo
univariada é inviavel, devido a contribuicao de sinais de outras espécies na absorcao

da amostra (PERALTA-ZAMORA et al., 1998).
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1.6 QUIMIOMETRIA

Nos dultimos anos, com o desenvolvimento de métodos analiticos
instrumentais, tem sido muito usadas técnicas estatisticas como ferramenta para
solucionar problemas cada vez mais complexos. Sao extraidas informacdes a fim de
identificar e quantificar as espécies quimicas presentes em uma grande variedade
de amostras, auxiliando na interpretacdo da grande quantidade de dados obtidos
pelos métodos instrumentais. Surgiu assim a Quimiometria que é uma area
especificamente destinada a analise de dados quimicos de natureza multivariada,
que pode ser definida como:

“Uma area da quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos para
planejar ou selecionar procedimentos experimentais de forma otimizada, para
fornecer o maximo de informacdo quimica relevante com a analise dos dados
obtidos e para obter conhecimentos sobre sistemas quimicos” (HOPKE, 2003).

A resolucao espectrofotométrica de misturas de componentes com espectros
parcialmente sobrepostos tem sido objeto de muitos estudos quimiométricos
(NEVADO; FLORES; LLERENA, 1998). Diferentes modelos matematicos podem ser
aplicados aos dados analiticos para obter os parametros do modelo e aplicar esse
modelo para estimar a concentragdo da amostra. Diversos trabalhos descrevem a
aplicacdo de procedimentos analiticos para determinagcdo e quantificacdo de

corantes em varias matrizes, como os efluentes industriais (AL-DEGS et al., 2008).

1.6.1 Analise das Componentes Principais (PCA)

A Andlise das Componentes Principais tem como objetivo reduzir as variaveis

originais, gerando uma nova representacdo destas varidveis através das
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componentes principais (KOKOT et al.,, 1997). O comec¢o da analise de dados
multivariados € uma matriz de dados X, onde as n linhas sdo denominadas objetos
que correspondem as amostras e as p colunas sdo denominadas variaveis que
correspondem as medidas feitas nos objetos (Figura 2) (WOLD; ESBENSEN;

GELADI, 1987).

/x

X
11 12 Ce 1o

Xyt X e X

\i’” n2 . e )(ny

Figura 2. Matriz X contendo n linhas e p colunas.

A ACP constitui a base para a analise dos dados multivariados e oferece uma
aproximacao de um conjunto de dados, uma matriz de dados, X, em termos do
produto de duas matrizes menores, T e P. Essas matrizes menores relacionam o0s

dados essenciais da matriz X.

X =TP+E 2)

em que T é a matriz dos escores, P’ é a matriz transposta dos loadings e suas
colunas sao combinagdes lineares das colunas originais de P e E é a matriz dos

residuos.



Figura 3. Relagao da matriz X com o produto das matrizes menores T e P.

A primeira CP é uma combinacdo linear das variaveis originais que
descrevem a maxima variancia contida no conjunto de dados. Quando toda variacao
no conjunto de dados nao puder ser descrita usando apenas uma CP, uma segunda
componente, ortogonal a primeira, pode ser encontrada sendo definida como a
maxima variancia entre todas as componentes que nao estao correlacionadas com a

primeira CP e assim sucessivamente (CARVALHO et al., 2006).

1.6.2 Calibragcao Multivariada

Dentro da quimica analitica e areas relacionadas, o campo da calibracdo tem
evoluido para se tornar uma disciplina prépria, devido ao grande avanco na
instrumentacdo e a crescente disponibilidade dos computadores nos laboratorios
quimicos. A calibragdo na quimica analitica € o procedimento que relaciona as
respostas do instrumento a concentracdo da espécie de interesse, denominada
analito (THOMAS, 1994). O processo consiste nas etapas de calibragdo e previsao.
A etapa de calibragéo consiste na investigagdo das caracteristicas de um método de
analise ou instrumento na tentativa de encontrar o melhor modelo para sua atuacéo,
sendo o modelo uma relagdo Y = f (X) entre dois grupos de variaveis,
frequentemente chamados de dependente Y e independente X. As medidas

instrumentais sdo entdo, obtidas de varias amostras para determinar a quantidade
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de analito em cada amostra. O conjunto de dados desta etapa € chamado de
conjunto de calibragcdo. Na etapa de previsdo, um segundo conjunto de medidas é
obtido para uma ou mais amostras e junto com os coeficientes de regressao é
utilizado para prever as concentracdes das referidas amostras, isto €, os valores das
variaveis dependentes. Esse conjunto de amostras é chamado de conjunto de
previsdo (GELADI; KOWALSKI, 1986).

Uma série de técnicas estatisticas tem sido utilizada para se desenvolver
metodologias multivariadas e para extrair informacbes dos espectros e
cromatogramas, com o objetivo de identificar as espécies presentes e determinar
quantitativamente as concentragdes de algumas ou todas elas. A aplicabilidade de
cada metodologia depende do conjunto de dados submetidos a andlise
(SCARMINIO et al., 1998).

As vantagens da anélise de multicomponentes usando calibragdo multivariada
€ a velocidade na determinag¢ao das concentragbes do analito, evitando a separagao
preliminar (NEVADO; FLORES; LLERENA, 1998).

Existem varios métodos estatisticos utilizados nos processos de calibragao
para analisar espectros de misturas como a Regressdo pelos Minimos Quadrados
Classicos (CLS), Regresséao Linear Multipla (MLR) ou Regresséo pelo Inverso dos
Minimos Quadrados (ILS), Regressdo nas Componentes Principais (PCR) e
Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS). Entre estes, a regressao por
minimos quadrados parciais € a regressao nas componentes principais (SAHIM;
DEMIR; GUCER, 2007) tém sido usadas com sucesso em determinacdes complexas
(HOPKE, 2003).

A aplicacdo de meétodos quimiométricos, particularmente regressdo nas

componentes principais e regressao por minimos quadrados parciais para dados
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quimicos multivariados estdo se tornando mais difundidos devido a disponibilidade
de dados espectroscépicos digitalizados e software comercial para computadores

(NEVADO; FLORES; LLERENA, 1998).

1.6.2.1 Regresséao por minimos Quadrados parciais (PLS)

Este método consiste em estimar simultaneamente as componentes principais
em ambas as matrizes X e Y. O modelo consiste em uma regressao entre os
escores das matrizes X e Y (SCARMINIO, 1989). Isto é realizado usando as colunas
da matriz Y para estimar os fatores de X. Do mesmo modo, as colunas de X sdo
usadas para estimar os fatores de Y. O PLS pode ser considerado como consistindo

de relagoes externas que podem ser descrita como (GELADI; KOWALSKI, 1986):

X=TP+E (3)

Y =UQ+F (4)

Em que os elementos de T e U sé&o chamados de escores de X e Y,
respectivamente, e os elementos de P e Q sdo chamados de loadings. As matrizes

E e F séo os erros associados a modelagem com o modelo PLS.

Graficamente tem-se:



P m P P
| P |
X =| T |m + E
n n n
a m a a
Q
Y = U |m + F
n n n

Figura 4. Relacao das matrizes X e Y com os produtos das matrizes menores Te Pe Ue

Q, respectivamente.

Os métodos PCR e PLS sao considerados mais eficientes para lidar com
ruidos experimentais, colinearidades e nao linearidades. Um ponto importante no
método PLS é o design completo das amostras de calibracdo (matriz de calibragcéo)
que compreende todas as possiveis interferéncias que influenciam nos espectros
das amostras de predi¢do. Isso inclui as interagcdes entre os componentes a serem
determinados e a influéncia de componentes de amostras naturais nos espectros do

analito (CARVALHO et al., 2006).

30



31

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar os parametros cinéticos da biodegradacao individual e simultanea
de cada corante na mistura do efluente utilizando o método de calibracao

multivariada, PLS.

2.2 ESPECIFICOS

e Estudar os processos de degradagédo microbioldgica, pelo fungo Ganoderma
spp, dos corantes Amarelo Procion, Vermelho Procion e Azul Procion (Grupo 1) e
Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP (Grupo Il)
em efluentes obtidos em escala laboratorial.

e Aplicar a Regressdao por Minimos Quadrados Parciais (PLS) usando a
espectrofotometria UV-Vis para a analise quantitativa individual e simultdnea dos
corantes em amostras de efluentes obtidos em escala laboratorial.

e Encontrar as constantes de velocidade e as energias de ativacdo das reagdes

de biodegradagéo para cada corante nas misturas.



3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Os corantes e reagentes industriais utilizados neste trabalho foram cedidos
por industrias téxteis da regido de Maringa (PR) e Londrina (PR).

Os reagentes e solugcdes empregados para o preparo do meio de cultivo eram
de grau analitico e os reagentes usados como fase mével, na andlise
cromatografica, de grau HPLC.

As massas dos corantes foram medidas utilizando balanca analitica
(Adventurer OHAUS) e dos reagentes, balanca semi-analitica (Gehaka BG 2000).

Todas as solugbes utilizadas para preparacao dos efluentes e solugbes dos
corantes foram preparadas com agua destilada e as solugbes para andlise

cromatografica foram preparadas com agua ultrapura (Millipore Plus).

3.1 CORANTES TEXTEIS

Os corantes reativos utilizados neste estudo foram: Amarelo Procion HE4R
100% (seu nome genérico no Colour Index (Cl) é Reactive Yellow 84), Azul Procion
HEGN 125% (Cl Reactive Blue 198), Vermelho Procion HE7B (Cl Reactive Red
141), Remazol Brilliant Orange 3R (Cl Reactive Orange 16), Azul Remazol RR (ClI
Blue RR) e Azul Remazol R ESP. As estruturas dos corantes (a) Amarelo Procion
HE4R 100%, (b) Azul Procion HEGN 125%, (c) Vermelho Procion HE7B e (d)

Remazol Brilliant Orange 3R sao apresentadas na Figura 5.
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Figura 5. Estrutura quimica dos corantes (a) Amarelo Procion HE4R 100%, (b) Azul Procion

HEGN 125%, (c) Vermelho Procion HE7B e (d) Remazol Brilliant Orange 3R.

Os corantes Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP n&o possuem
estruturas moleculares conhecidas. Os corantes da linha Procion possuem como
grupo reativo o grupo funcional mono ou diclorotriazinilicos e nos da linha Remazol o

grupo funcional é o vinil sulfénico.



3.2 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado no trabalho foi o fungo filamentoso, da classe dos
basidiomicetos, Ganoderma spp, isolado pela Profa. Dra. Suely Mayumi Obara Doi,
do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina e mantido em meio de ABD (agar-batata-dextrose) a 4 + 2°C.

O fungo Ganoderma spp foi transferido do meio de manutencado para uma
placa de Petri contendo meio de ABD, sendo mantido em estufa a 28 + 2°C durante

10 (dez) dias.

3.3 PREPARO DAS SOLUGOES ESTOQUE DOS CORANTES

Para cada corante do Grupo | e do Grupo Il, foram preparadas solugdes
aquosas estoques, dissolvendo 0,1000 g do corante em agua destilada para
obtencdo de 100,00 mL de solugcao, obtendo, assim, uma solu¢cado de concentragao

1000 mg L.

3.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As propor¢cdes das misturas dos corantes para a obtencdo da curva de
calibracdo foram determinadas seguindo o planejamento experimental do tipo
Centroide-Simplex. Este planejamento é representado por um tridngulo equilatero
(Figura 6), que equivale a uma mistura de trés componentes, no qual os vértices (1),

(2) e (8) correspondem as solugbes de corantes puros, as arestas (4), (5) e (6) as
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misturas binarias de mesma proporgao e o ponto central (7) a uma mistura ternaria
de mesma proporgdo. Misturas ternarias axiais (8), (9) e (10) foram incluidas no
planejamento, totalizando 10 composi¢des diferentes de misturas das solu¢des dos
corantes (Tabela 1). Em todas as preparacdes foram usados os mesmos reagentes
e nas mesmas proporcdes que as industrias de tingimento téxtil normalmente usam,
tornando os dados cinéticos obtidos mais proximos daqueles que se obteriam

usando efluentes reais.

Corante 1

Corante 3 Corante 2

Figura 6. Planejamento experimental do tipo Centréide-Simplex com trés pontos axiais.
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Tabela 1. Volumes de solugbes estoque dos corantes adicionados as misturas.

Misturas Corante 1 Corante 2 Corante 3

1 3mL 0 0

2 0 3 mL 0

3 0 0 3mL
4 1,5mL 1,5 mL 0

5 0 1,5 mL 1,5mL
6 1,5 mL 0 1,5mL
7 1 mL 1 mL 1 mL
8 2 mL 0,5 mL 0,5mL
9 0,5mL 2 mL 0,5mL
10 0,5mL 0,5mL 2mL

3.5 PREPARO DA CURVA DE CALIBRACAO

3.5.1 Grupo 1: Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion

As misturas de corantes da curva de calibracdo foram preparadas em 100 mL

de agua destilada, misturando-se respectivamente, 5 gotas de Quimerol 535,

solucdes dos corantes, Amarelo Procion 1000 mg L™ (corante 1), Azul Procion 1000
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mg L' (corante 2) e Vermelho Procion 1000 mg L' (corante 3) seguindo as
propor¢des em volumes conforme o planejamento experimental (Tabela 1), 1 gota
de Quimerol 535, 3 g de sal refinado (NaCl) e 1 g de barrilha leve (Na,CO3).

Em seguida, 23,25 mL dessas misturas da curva de calibracdo foram
adicionadas a erlenmeyers de 125 mL com 0,5 ml de meio de Vogel e 0,05 g de
extrato de levedura. O pH de cada mistura do conjunto de calibracdo foi ajustado
para 5,0 com HzPO4 1M e 0,1M e NH,OH 1M e 0,1M (Hanna instruments, HI 9321).
Todos os frascos de Erlenmeyers foram autoclavados a temperatura de 121°C por
20 minutos. Uma solugdo de glucose 10% foi preparada e autoclavada
separadamente do meio de cultivo e 1,25 mL dessa solu¢do foram adicionados de
forma estéril a cada frasco das misturas da curva de calibragdo em uma camara de
fluxo laminar.

Para a determinacao das concentragdes usando curvas analiticas a partir das
medidas de absorvancia, nos comprimentos de onda de maxima absorgdo 412 nm,
544 nm e 627 nm, para os corantes Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho
Procion, respectivamente, foram construidas curvas de calibragdo usando-se

concentragdes de 24,185 mg L' &4 4,031 mg L.

3.5.2 Grupo 2: Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol

R. ESP.

Para os corantes do Grupo 2 foram realizados os mesmos procedimentos
para a preparacado das solugdes de misturas dos corantes usadas para a obtengao

da curva de calibracao descrito no item 3.5.1. Para esse grupo as misturas da curva
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de calibragdo foram realizadas em ftriplicata. Para a curva de calibragdo desse
grupo, o corante 1 corresponde ao Remazol Brilliant Orange 3R, o corante 2 ao Azul

Remazol RR e o corante 3 ao Azul Remazol R ESP.

3.6 PREPARO DO EFLUENTE EM ESCALA LABORATORIAL PARA BIODEGRADAGAO

3.6.1 Grupo 1: Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion

Para o preparo do efluente em escala laboratorial adicionou-se 6 gotas de
Quimerol 535, 0,05 g de cada corante (Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho
Procion), 3 g de sal refinado (NaCl) e 1 g de barrilha leve (Na,CO3) em 100 mL de
agua destilada.

Foram transferidos 12,5 mL desse efluente para cada erlenmeyer de 125 mL
e adicionado 10,75 mL de &gua destilada, 0,5 mL de meio de Vogel e 0,059 de
extrato de levedura. O pH do meio foi ajustado para 5,0 com H3PO4 1M e 0,1M e
NH,OH 1M e 0,1M (Hanna instruments, HI 9321). Todos os frascos de erlenmeyers
foram autoclavados a temperatura de 121 °C por 20 minutos.

Uma solucao de glucose 10% foi preparada e autoclavada separadamente do
meio de cultivo e 1,25 mL foram adicionados de forma estéril a cada frasco de
erlenmeyer contendo o efluente, em uma camara de fluxo laminar.

Apdés a adicao da glucose foram inoculados trés discos de micélio fungico de
0,5 cm de didametro, preparados de acordo com o item 3.2. Os meios foram

colocados em incubadora rotatéria orbital (Cientec CT-712) a temperatura de 28°C



sob agitacdo de 180 rpm, e permaneceram incubados durante 0, 12, 24, 48 e 72
horas.

Apoés cada tempo os efluentes foram retirados da incubadora, centrifugados
(Centrifuga Presvac DCS-16-RV) por 20 min com velocidade equivalente a 1607,9 g
e filtrados a vacuo com membrana de éster de celulose com poro de 0,45 pm
(Millipore). Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para o estudo cinético.

Foi preparado um efluente controle seguindo o mesmo procedimento descrito

acima, mas sem a adi¢ao dos trés discos de micélio fungico.

3.6.2 Grupo 2: Remazol Brilliant Orange, Azul Remazol RR e Azul Remazol R. ESP

Para os corantes do Grupo 2 foi realizado o mesmo procedimento para a
preparacao dos efluentes para biodegradacao pelo fungo Ganoderma spp descrito
no item 3.6.1.

Os efluentes preparados com os corantes do Grupo 2 foram mantidos em
incubadora rotatéria orbital sob agitacdo de 180 rpm, a 25°C, 28°C e 31°C,
incubados por 0, 24, 49, 78, 143, 175, 215, 246 e 335 horas.

Apb6s cada tempo os efluentes foram retirados da incubadora, centrifugados
(Centrifuga Presvac DCS-16-RV) por 20 min com velocidade equivalente a 1607,9 g
e filtrados a vacuo com membrana de éster de celulose com poro de 0,45 um
(Millipore). Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para o estudo cinético e
determinacao da atividade da enzima lacase. Os precipitados depositados nos tubos

de fundo cdnico foram empregados para determinagédo de biomassa por gravimetria.

39



Foi preparado um efluente controle seguindo o0 mesmo procedimento descrito
acima, mas sem a adi¢ao dos trés discos de micélio fungico.

De acordo com Kunz; Reginatto; Duran (2001), quando os micélios fungicos
entram em contato com o efluente nas primeiras horas apds a inoculacao ocorre
primeiro a adsor¢cao dos corantes nos micélios para depois de algum tempo comecar
0 processo de biodegradacao desses corantes pelas enzimas. Devido a esse fato,
utilizou-se o seguinte procedimento: foram adicionados os micélios fungicos do
fungo Ganoderma spp ao meio e homogeneizados por 6 (seis) horas para a
adsorcao do corante, sendo entao atribuido o tempo 0 (zero) horas para o inicio dos

estudos cinéticos.

3.7 PREPARACAO DO BRANCO

O branco foi preparado em 100 mL de agua destilada, misturando-se
respectivamente, 6 gotas de Quimerol 535, 3 g de sal refinado (NaCl), 1 g de barrilha
leve (NaxCQOg3). Para o preparo do meio de cultivo retirou-se 23,25 mL da solucéo e a
esse volume foram adicionados 0,059 de extrato de levedura, 0,5mL do meio de
Vogel em um erlenmeyer de 125 mL. O pH da solugéo foi ajustado para 5,0 com
HsPO4 1M e 0,1M e NH4,OH 1M e 0,1M. O frasco de Erlenmeyer foi autoclavado a
temperatura de 121°C por 20 minutos e apés, de forma estéril em camara de fluxo
laminar, foram adicionados 1,25 mL de solucédo de glucose esterilizada, obtendo-se
um volume final de 25 mL. Este procedimento foi realizado para cada repeticdo da

curva de calibracdo e efluente.
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3.8 DETERMINACAO DE BIOMASSA

Os precipitados depositados nos tubos de fundo cdnico, obtidos apds a
centrifugacéo e filtracdo dos meios de cultivo, foram secos em estufa a 70°C para

determinacao da biomassa por analise gravimétrica.

3.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA LACASE

A atividade da lacase foi determinada utilizando-se como substrato o 2,6-
dimetoxifenol 10 mM (DMP) e como solugao enzimatica o sobrenadante do meio de
cultivo apés centrifugacao e filtragdo. O ensaio enzimatico foi preparado com 150 pL
de tampao Mcllvine (pH 5,0), 200 pL de &gua destilada, 150 yL de substrato 2,6-
dimetoxifenol 10 mM (DMP) e 500 pL de solugcdo enzimatica diluida quando
necessario. O ensaio foi incubado em banho-maria termostatizado a 50°C por 5 min
e as leituras de absorvancias foram realizadas em 468 nm (espectrofotdmetro Femto
700s) (PASZCZYNSKI; HUYNH; CRAWFORD, 1985). O controle da enzima foi
preparado com 150 yL de tampao Mcllvine (pH 5,0), 350 uL de &gua destilada e
500uL de solugdo enzimatica diluida com agua destilada 1:10. O controle do
substrato foi preparado com 150 yL de tampao Mcllvine (pH 5,0), 700 yL de agua
destilada e 150 yL de substrato 2,6-dimetoxifenol 10 mM (DMP). As absorvancias
obtidas nos controles da enzima e do substrato foram descontadas nas
absorvancias dos ensaios. Os ensaios enzimaticos foram obtidos para os tempos de
biodegradacéo de 0, 24, 143, 175 e 335 horas para os efluentes dos corantes do
Grupo 2. A unidade de atividade da lacase foi definida como o niumero de pmoles de
DMP oxidados por minuto por mL de extrato enzimatico nas condigdes de ensaios

descritas através da equacao:
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Onde:

%: unidade de lacase por mL de substrato
m

A = absorvéancia

¢ = coeficiente de extingdo molar do substrato (DMP = 10000 M cm™)
V = volume da enzima utilizado no ensaio (mL)

Fd = fator de diluigao

t = tempo de incubag&o (min)

3.10 OBTENCAO DOS ESPECTROS DE ABSORGCAO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

Os espectros de absorcdao UV-Vis (Thermo Scientific Evolution 60) das
solucdes do conjunto de calibracéo e do efluente obtido em escala laboratorial foram
registrados a temperatura ambiente de 200 a 800 nm utilizando cubeta de quartzo
de um centimetro de caminho 6ptico e utilizando um branco preparado conforme
descrito no item 3.7. Para obtencdo dos espectros UV-Vis os efluentes foram

diluidos com 4gua (1 mL do efluente : 10 mL de solugéo final).

3.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a analise estatistica dos dados, utilizando o método da Regressao por
Minimos Quadrados Parciais (PLS), foi usado o programa Parles_V2. 1A (ROSSEL,

2008).



3.12 CROMATOGRAFIA LiQuIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A analise cromatogréafica (Thermo Electron Corporation Finnigan Surveyor
Plus) foi realizada com bomba quaternaria e detector de arranjo de fotodiodo (PDA)
operando nos comprimentos de onda de 254, 494, 594 e 605 nm. Uma coluna
cromatografica C18 Zorbax ODS com 5 pum de empacotamento (Agilent
Technologies, 250 x 4.6 mm) foi utilizada na andlise e uma pré-coluna foi instalada
para proteger a coluna cromatografica. Foi empregada na separacdao uma fase
mével usando o método de gradiente (Tabela 2) com tampao fosfato pH 3,0 /
acetonitrila. O Software ChromQuest 4.2 foi usado para o processamento dos dados.
O volume de injegéo foi de 20 pL e o fluxo de 1 mL/min a 25°C na coluna de
separacgdo. As amostras para analise foram filtradas em nylon 0,22 pym antes da

injecao.

Tabela 2. Programa utilizado para passagem da fase mével usando o método de gradiente.

Tempo (min)  Fluxo (mL min™") % acetonitrila % tampao fosfato pH 3.0

0.0 1.0 5.0 95.0
20.0 1.0 25.0 75.0
30.0 1.0 40.0 60.0
40.0 1.0 40.0 60.0

45.0 1.0 5.0 95.0

43



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Calculo das Concentracoes, pelo PLS, dos Corantes Amarelo Procion, Azul

Procion e Vermelho Procion (Grupo 1)

Os espectros UV-Vis de cada um dos corantes puros sdo apresentados na
Figura 7. Esses corantes apresentam bandas de absorcdo em 412 nm, 627 nm e
544 nm para o Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion, respectivamente.

Os espectros das misturas da curva de calibragdo, conforme planejamento
experimental descrito no item 3.4, sdo apresentados na Figura 8. Nesta figura, as
letras A-C identificam os espectros das misturas binarias (4, 5 e 6) da curva de
calibracao e a letra D, o espectro da mistura ternaria de mesma proporgéo (7). Os
espectros UV-Vis das 10 misturas da curva de calibracdo (Figura 1A, em anexo)

cujas concentracdes das misturas sdo mostrados na Tabela 1A, em anexo.

0,47
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Figura 7. Espectros de absorgdo UV-Vis, de 330 a 800 nm, das solu¢des estoques (1000

mg L") dos corantes (A) Amarelo Procion, (B) Azul Procion e (C) Vermelho Procion.
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Figura 8. Espectros de absor¢cao UV-Vis, de 350 a 800 nm, das misturas da curva de
calibragdo (A) mistura 4 (1:1:0), (B) mistura 5 (0:1:1), (C) mistura 6 (1:0:1) e (D) mistura 7

(1:1:1).

Para a validacdo do método de regressado por minimos quadrados parciais
(PLS) pelo programa PARLES foram calculados os pontos axiais da curva de
calibracdo. Pode-se notar que as concentragdes calculadas sdo muito préoximas dos

valores experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracdes (mg L") experimentais e calculadas dos corantes nas misturas 8
(2:1/2:1/2), 9 (1/2:2:1/2) e 10 (1/2:1/2:2) da curva de calibragado do Grupo 1, usando 3,4 e 5
CPs.

Concentracdo (mg L)

Misturas Calculada
Experimental

3CP 4 CP 5CP

Amarelo Procion

Ponto 8 16,12 14,66 15,27 15,66

Ponto 9 4,03 2,66 3,24 3,65

Ponto 10 4,03 2,64 3,57 3,70
Azul Procion

Ponto 8 4,03 3,89 4,35 4,40

Ponto 9 16,12 15,48 15,93 16,00

Ponto 10 4,03 3,62 3,88 3,81

Vermelho Procion

Ponto 8 4,03 3,46 3,87 4,55
Ponto 9 4,03 3,28 3,58 4,02
Ponto 10 16,12 15,14 15,55 15,53

Para analise dos dados foram utilizadas 3 componentes principais (CP) que
explicaram 99,92% da variancia contida nos dados sem perda de informacao
relevante (Figura 9). O metodo PLS foi realizada com 3, 4 e 5 CP, sendo que com 3
CP apresentou valores suficientemente baixos de RMSE (raiz quadrada média do

erro de previsao) para a execugao dos calculos (Figura 10).
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Figura 9. Porcentagem de variancia explicada em funcdo do numero de componentes

principais para o Grupo 1 (Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion).
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Figura 10. Variacdo do RMSE em fungao do numero de CP para cada corante: (A) Amarelo

Procion, (B) Azul Procion e (C) Vermelho Procion.

A Figura 11 mostra os espectros UV-Vis das solucbdes dos efluentes apds o
processo de biodegradacao nos diferentes tempos. Esses espectros mostram a
diminuicdo da absorvancia dos corantes Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho

Procion na mistura do efluente com o aumento do periodo de cultivo, indicando uma
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biodegradagdo significativa dos corantes pelo fungo Ganoderma spp. As
concentragcdes dos corantes no efluente calculadas pelo PLS em fungé&o do tempo

sao mostradas na Tabela 4.

Absorvancia

0,0 : : : : : r —
400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm

Figura 11. Espectros UV-Vis do efluente biodegradado pelo fungo Ganoderma spp em

funcéo do tempo (h): (A) 0, (B) 12, (C) 24, (D) 48 e (E) 72.

Tabela 4. Concentragbes (mg L) dos corantes no efluente calculadas pelo PLS durante a

biodegradacao pelo fungo Ganoderma spp.

Tempo de Concentracdo (mg L)
biodegradacéao
Amarelo Procion ~ Azul Procion ~ Vermelho Procion
(horas)
0~ 20,76 22,33 30,74
12 17,22 20,84 25,99
24 16,97 17,60 22,12
48 15,20 14,71 16,13
72 13,78 12,62 13,00

* 0 hs = 6 hs de incubacao
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Através das concentragdes calculadas pela PLS foi realizado o estudo cinético
do processo de biodegradagédo para encontrar a ordem da reagdo de descoloragao
do corante pelo fungo e a constante de velocidade.

A determinacdo da ordem de reacao foi realizada pelo ajuste da melhor reta

obtida entre as equagbes de velocidade de ordem zero ([A]-[A], =—kt), primeira

1 1
ordem (1 —1In[A], =—kt) e segunda ordem (— ———=kt).
(In[a]—-1In[A], ) g ([A] AL )

Os graficos cinéticos, obtidos através dos calculos de concentracao pelo PLS,
dos corantes Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion, em funcdo do
tempo de biodegradacao, estao representados nas Figuras 12 a 14.

Foi realizado também um célculo da concentracdo dos corantes no efluente
medindo-se os maximos de absorvancia de cada corante e utilizando uma curva de
calibracdo que seguiu a Lei de Beer, obtendo-se as retas Y=0,00878X — 0,01867
com R?=0,996, Y=0,01548X + 0,00047 com R?=0,997 e Y=0,00954X + 0,02161 com
R?=0,997, para os corantes Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion,
respectivamente. Este estudo foi realizado para efeito de comparagcdo com o método
do PLS. As retas obtidas com este método para os corantes Amarelo Procion, Azul
Procion e Vermelho Procion em fungdo do tempo de biodegradagdo estao

representadas nas Figuras 2A a 4A, em anexo.
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Figura 12. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e
segunda ordem (C) do corante Amarelo Procion biodegradado no efluente a 28°C usando o

método de calculo de PLS.
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Figura 13. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C) do corante Azul Procion biodegradado a 28°C no efluente usando o

método de calculo de PLS.
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Figura 14. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C) do corante Vermelho Procion biodegradado a 28°C no efluente usando o

método de calculo de PLS.
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Os graficos mostram que as retas obtidas para a equagdo de primeira e
segunda ordem s&o muito semelhantes e com coeficientes de correlagéo
praticamente iguais (Tabela 5) indicando que a reacao tem ordem intermediaria entre
elas, isto é, fracionaria. Este fato indica que o mecanismo de reacao € complexo nao
se enquadrando nos modelos mais simples de catalise enzimatica. Isso foi
confirmado pelos graficos de concentracdo obtidos pela Lei de Beer que nao
mostraram distincdo clara entre uma cinética de primeira ou de segunda ordem,
Figura 2A a 4A e Tabela 2A. O valor real das constantes de velocidade deve ser,
portanto, um valor intermediario entre os encontrados para a primeira e segunda

ordem (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros cinéticos calculados para biodegradacdo dos corantes do Grupo 1
(Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion), pelo fungo Ganoderma spp, a 28°C,

utilizando as concentragdes obtidas pelo PLS.

Corante Ordem Equacéo da reta R® k/10°h’

Zero y = 19,42836-0,08469x 0,932 84,69

Amarelo Procion 12 y = -0,06403-0,00506x 0,953 5,06
28 y =0,05114+0,00031x 0,969 0,31

Zero y =21,93017-0,13815x 0,983 138,15
Azul Procion 18 y =-0,00449-0,00816x 0,992 8,16
28 y = 0,04398+0,00049x 0,996 0,49

Zero y = 29,21647-0,24425x 0,981 244,25

Vermelho Procion 12 y =-0,02361-0,01208x 0,996 12,08

28 y = 0,03141+0,00063x 0,998 0,63
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Os resultados mostraram que o corante Vermelho Procion apresentou maior
constante de velocidade do que os outros dois corantes, ou seja, que a velocidade
de biodegradacao do corante Vermelho Procion pelo fungo Ganoderma spp foi mais
rapida, seguida do Azul Procion e Amarelo Procion.

Apesar da biodegradacédo desses corantes apresentarem baixa constante de
velocidade, o que mostra que é uma reacao lenta, foi possivel utilizar o fungo
Ganoderma spp para biodegradacdo de efluentes contaminados com corantes
téxteis. Além disso, foi possivel quantificar cada corante na mistura dos efluentes
utilizando o método PLS e realizar os estudos cinéticos da biodegradacdo desses
corantes pelo fungo, apesar da complexidade do meio nas quais as reagdes
ocorreram.

Verificou-se que a metodologia do PLS obteve valores de constantes de
velocidade muito proximos daqueles da metodologia analitica tradicional (univariada)
na qual foi necessario fazer a deconvolucdo das bandas de absor¢cdo de cada
espectro para se obter os valores de absorvancia. Dessa forma a metodologia do
PLS se mostrou mais pratica e precisa em comparagdo com a metodologia
univariada quando se considera grande numero de amostras de efluentes (Tabela 3

comparada com Tabela 3A em anexo).
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4.2 Calculo das concentracoes dos corantes Remazol Brilliant Orange 3R, Azul

Remazol RR e Azul Remazol R ESP utilizando o PLS. (Grupo 2)

Os espectros UV-Vis de cada um dos corantes puros sao apresentados na
Figura 15. E possivel observar que os corantes Azul Remazol RR e Azul Remazol R
ESP apresentam uma banda de absor¢gdo em comum em torno de 600 nm, tornando
dificil a analise quantitativa individual desses corantes numa mistura sem utilizar
processos de separagao.

Os espectros das misturas da curva de calibragdo, conforme o planejamento
experimental descrito no item 3.4, sdo apresentados na Figura 16. Nesta figura as
letras A-C identificam os espectros das misturas binarias (4, 5 e 6) da curva de
calibracdo e a letra D, o espectro da mistura ternaria de mesma proporcao (7), ou

seja, o ponto central.

0,87

0,6 7

Absorvancia

0,47

0,2

0,0 71

T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda / nm

Figura 15. Espectros de absorcao UV-Vis de 280 a 800 nm das solugdes estoques (1000 mg
L") dos corantes (A) Remazol Brilliant Orange 3R, (B) Azul Remazol RR e (C) Azul Remazol

R. ESP.
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Figura 16. Espectros de absorgdo UV-Vis, de 280 a 800 nm, das misturas da curva de
calibragdo dos corantes de Grupo 2 (Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul
Remazol R. ESP.) (A) mistura 4 (1:1:0), (B) mistura 5 (0:1:1), (C) mistura 6 (1:0:1) e (D)

mistura 7 (1:1:1).

Os espectros UV-Vis das 10 misturas da curva de calibragdo (Figura 5A, em
anexo) cujas concentracbes sdo mostrados na Tabela 4A, em anexo, foram
registrados de 280 a 800 nm, pois os corantes estudados tém suas bandas de

absorcao nesse intervalo.

Para a validagcdo do método de regressdo por minimos quadrados parciais
(PLS), foram calculadas as concentragdes (mg L) dos pontos axiais (8, 9 e 10) da
curva de calibragao e os resultados sao apresentados na Tabela 6. Pode-se notar
que os valores calculados para 4 componentes principais sdao bem préximos dos
experimentais, diferindo no maximo em 3,47% para o corante Remazol Brilliant

Orange 3R, 8,44% para o Azul Remazol RR e 2,23% para o Azul Remazol R. ESP.
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Tabela 6. Concentracdes (mg L) experimentais e calculadas pelo PLS dos corantes nas

misturas 8 (2:1/2:1/2), 9 (1/2:2:1/2) e 10 (1/2:1/2:2) da curva de calibragdo do Grupo 2

(Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R. ESP.) usando 3,4 e 5

componentes principais.

Concentracdo (mg L")

Misturas Calculada
Experimental
3CP 4 CP 5CP
Remazol Brilliant Orange 3R
Ponto 8 16,12 16,00 16,07 16,17
Ponto 9 4,03 412 3,89 4,02
Ponto 10 4,03 3,61 3,97 4,08
Azul Remazol RR
Ponto 8 4,03 5,88 3,93 3,96
Ponto 9 16,12 14,54 15,66 15,86
Ponto 10 4,03 6,95 3,69 3,89
Azul Remazol R ESP
Ponto 8 4,03 0,76 4,01 3,73
Ponto 9 4,03 5,29 3,94 3,80
Ponto 10 16,12 11,03 16,05 15,70

O método PLS foi realizado com 3, 4 e 5 CP, e apesar de 3 CP explicar mais

de 99%, 4 CP apresentou menor RMSE (raiz quadrada média do erro de previsao),

e com 5 CP o erro se manteve constante para os corantes Azul RR e Azul R ESP

(Figura 17). Para o corante RBO 3R, a partir de 2 CP o RMSE se manteve constante

e com valor baixo. Portanto, para a andlise dos dados foram utilizadas 4
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componentes principais (CP) que explicaram 99,98% da variancia contida nos dados

sem perda de informacgao relevante (Figura 18).

©
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Figura 17. Variacdo do RMSE em fungdo do nimero de CP para os corantes: (A) Remazol

Brilliant Orange 3R, (B) Azul Remazol RR e (C) Azul Remazol R. ESP.

Variancia amostral explicada (%)

O T T T T T T T
1 2 3 4
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Figura 18. Porcentagem de variancia explicada em funcdo do nimero de componentes

principais para o Grupo 2.

As Figuras 19 a 21 mostram os espectros UV-Vis dos efluentes apds o

processo de biodegradagéo, a 25°C, 28°C e 31°C, respectivamente em funcdo do
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tempo. As concentragdes dos corantes nos efluentes a 25°C, 28°C e 31°C, em cada

tempo, sdo mostradas nas Tabelas 7 a 9, respectivamente.
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Figura 19. Espectros UV-Vis do efluente, com Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol
RR e Azul Remazol R. ESP., biodegradado pelo fungo Ganoderma spp, a 25°C, nos tempos

(h): (A) 0, (B) 24, (C) 78 e (D) 335.
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Figura 20. Espectros UV-Vis do efluente, com Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol

RR e Azul Remazol R. ESP., biodegradado pelo fungo Ganoderma spp, a 28°C, nos tempos

(h): (A) 0, (B) 24, (C) 78 e (D) 335.
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Figura 21. Espectros UV-Vis do efluente, com Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol
RR e Azul Remazol R. ESP., biodegradado pelo fungo Ganoderma spp, a 31°C, nos tempos

(h): (A)O, (B) 24, (C) 78 e (D) 335.

Os espectros dos efluentes mostram a diminuicdo da absorvancia dos
corantes Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP na
mistura com o aumento do periodo de cultivo, indicando uma biodegradacéo

significativa de cada corante pelo fungo Ganoderma spp.
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Tabela 7. Concentragdo (mg L") calculada pelo PLS para os corantes Remazol Brilliant
Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP no efluente em fungao do tempo de

biodegradacao, a 25°C.

Tempo de Concentracdo dos corantes no efluente (mg L)
biodegradacéao
RBO 3R Azul RR Azul R ESP
(horas)
0* 20,20 19,58 22,30
24 18,96 18,03 11,98
49 17,75 14,98 10,96
78 16,33 13,05 6,13
143 16,32 12,37 4,95
215 16,20 11,85 4,07
246 14,61 9,99 2,04
335 12,39 9,24 1,02

* 0 hs = 6 hs de incubacao
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Tabela 8. Concentragdo (mg L") calculada pelo PLS para os corantes Remazol Brilliant
Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP no efluente em fungao do tempo de

biodegradacao, a 28°C.

Tempo de Concentracéo dos corantes no efluente (mg L)

biodegradacéao

RBO 3R Azul RR Azul R ESP
(horas)
0* 19,09 19,99 12,41
24 17,53 17,71 11,24
49 15,90 14,60 8,62
78 17,97 15,61 9,40
143 14,22 10,99 4,27
215 15,54 10,82 5,56
246 14,81 11,54 2,30
335 15,34 11,24 1,39

* 0 hs = 6 hs de incubacao



Tabela 9. Concentragdo (mg L) calculada pelo PLS para os corantes Remazol Brilliant
Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R. ESP. no efluente em fungéo do tempo de

biodegradacao, a 31°C.

Tempo de Concentracédo dos corantes no efluente (mg L)
biodegradacéao
RBO 3R Azul RR Azul R ESP
(horas)
0~ 17,97 18,47 11,94
24 17,91 18,45 11,87
49 16,64 15,61 8,28
78 17,45 16,78 9,47
143 17,67 16,53 8,14
175 17,03 13,98 6,75
246 18,66 15,96 10,71
335 16,67 13,07 1,73

* 0 hs = 6 hs de incubacao

Através das concentragdes calculadas pelo método PLS foi realizado o estudo
cinético do processo de biodegradacdo obtendo-se a ordem da reacdo de
biodegradacédo do corante pelo fungo e a constante de velocidade. A determinacao
da ordem de reacdo foi realizada pelo ajuste da melhor reta obtida entre as

equagdes de velocidade de ordem zero ([A]-[A],=—kt), primeira ordem

(In[a]—1In[A], =—kt) e segunda ordem (L— !

=kt).
[A] [A],

Os gréficos cinéticos dos corantes Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol
RR e Azul Remazol R ESP em funcao do tempo de biodegradacao, nas diferentes

temperaturas, sdo apresentados nas Figuras 22 a 30.
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Figura 22. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e
segunda ordem (C), do corante Remazol Brilliant Orange 3R no efluente, pelo fungo

Ganoderma spp, a 25°C.
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Figura 23. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Remazol Brilliant Orange 3R no efluente, pelo fungo

Ganoderma spp, a 28°C.
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Figura 24. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Remazol Brilliant Orange 3R no efluente, pelo fungo

Ganoderma spp, a 31°C.
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Figura 25. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Azul Remazol RR no efluente, pelo fungo Ganoderma spp, a

25°C.
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Figura 26. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Azul Remazol RR no efluente, pelo fungo Ganoderma spp, a

28°C.
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Figura 27. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e
segunda ordem (C), do corante Azul Remazol RR no efluente, pelo fungo Ganoderma spp, a

31°C.
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Figura 28. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Azul Remazol R ESP no efluente, pelo fungo Ganoderma

spp, a 25°C.
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Figura 29. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Azul Remazol R ESP no efluente, pelo fungo Ganoderma

spp, a 28°C.



[AZRESP.,,]
b

T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
tempo / h

0,04

0,5 1

In[AzR.ESP.J/[AzR.ESP.],

T T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250 300 350

tempo / h

0,64

0,54

o
~
L

1/]AZRESP. ]
o
e
1

0,14

0,0

T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250 300 350
tempo / h

Figura 30. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C), do corante Azul Remazol R ESP no efluente, pelo fungo Ganoderma

spp, a 31°C.



Os graficos acima mostram que as reagdes de biodegradacdo em cada
temperatura apresentaram retas com valores de R® semelhantes, mas com
tendéncia para cinéticas de primeira ordem, principalmente para o corante Azul
Remazol R ESP a 25 °C. Observa-se claramente nos graficos de concentracao do
corante em funcao do tempo (Figuras 22-A, 25-A, 28-A) um patamar em torno de 140
horas indicando a diminuicdo acentuada da velocidade de reacdo. Esta diminuicao
do processo de biodegradacao pode ser explicada pela diminuicdo da quantidade de
enzima lacase liberada pelo fungo Ganoderma ssp no meio, que coincidiu com este
tempo de biodegradagédo (140 horas), Tabela 10. Desse modo, sem a lacase nao
houve reagdo de biodegradagéo indicando que a reagao depende de apenas um
reagente, a enzima, que, portanto deve seguir uma lei de velocidade do tipo

% =k[A], na qual a reagdo somente depende do reagente A. Essa conjectura, mais

o fato de que a 25°C a melhor reta foi obtida para uma cinética de primeira ordem, e
ndo havendo razdo para a ordem da reagdo mudar com a temperatura, admitimos

que as reagdes de biodegradacao dos trés corantes sejam de primeira ordem.
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Tabela 10. Atividade enzimatica da lacase e biomassa microbiana dos efluentes

biodegradados com Ganoderma spp em diferentes tempos, a 25°C, 28°C e 31°C.

T (°C) Tempo (h) Lacase (U.mL™) Biomassa (Q)
0 0,0008
24 0,0032
25°C 143 0 0,1810
175 0,2328
335 0,1088
0 0,0884
24 0,0664
28°C 143 0 0,1735
175 0,0080
335 0,0264
0 0
24 0
31°C 143 0 0,1728
175 0
335 0,132

As constantes de velocidade (k), os coeficientes de correlacdo linear (R?) e as

equacoes das retas, nas trés temperaturas, sdo apresentadas nas Tabelas 11 a 13.



Tabela 11. Parametros cinéticos obtidos para a biodegradagao do corante Remazol Birilliant

Orange 3R pelo fungo Ganoderma spp no efluente a 25°C, 28°C e 31°C.

T/°C Ordem de reacéo Equacdo da reta R? k/10°h"
Zero y=19,32255-0,01876x 0,917 18,76
25°C 12 =-0,08531-0,00117x 0,916 1,17
22 y=0,05058+0,00007x 0,909 0,07
Zero y=17,60857-0,01045x 0,707 10,45
28°C 18 y=-0,08432-0,00062x 0,702 0,62
28 y=0,05721+0,00003x 0,695 0,03
Zero y=17,67729-0,00299x 0,616 2,99
31°C 12 y=-0,01668-0,00017x 0,615 0,17
28 y=0,05660+0,000009x 0,613 0,009

Tabela 12. Parametros cinéticos obtidos para a biodegradacao do corante Azul Remazol RR

pelo fungo Ganoderma spp no efluente a 25°C, 28°C e 31°C.

T/°C Ordem de reagéo Equacdo da reta R® k/10°h"
Zero y=17,50218-0,02790x 0,914 27,90
25°C 18 y=-0,10241-0,00207x 0,942 2,07
22 y=0,05532+0,00016x 0,956 0,16
Zero y=17,21895-0,02580x 0,816 25,80
28°C 12 y=-0,16030-0,00181x 0,813 1,81
28 y=0,05951+0,00013x 0,800 0,13
Zero y=17,93717-0,01576x 0,879 15,76
31°C 12 y=-0,02625-0,00102x 0,891 1,02
28 y=0,05534+0,00006x 0,901 0,06
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Tabela 13. Parametros cinéticos obtidos para a biobiodegradagao do corante Azul Remazol

R ESP pelo fungo Ganoderma spp no efluente a 25°C, 28°C e 31°C.

T/°C Ordem de reagéo Equacdo da reta R® k/10°h
Zero y=14,67814-0,04893x 0,841 48,93
25°C 12 =-0,41458-0,00559x 0,909 5,59
28 =-0,04925+0,00229x 0,866 2,29
Zero y=11,34058-0,03257x 0,946 32,57
28°C 12 y=0,06726-0,00622x 0,946 6,22
28 y=0,00587+0,00165x 0,875 1,65
Zero y=11,65359-0,02910x 0,964 29,10
31°C 12 y=-0,12911-0,00546x 0,949 5,46
28 y=0,02680+0,00092x 0,644 0,92

Os resultados obtidos do estudo da atividade da lacase em fungcdo do tempo
mostraram que ela é a enzima mais importante produzida pelo fungo Ganoderma
spp, embora possa nao ser a unica envolvida no processo de biodegradacdo. A
participacao de outra enzima no processo pode explicar o fato de que a 31°C houve
a biodegradacao acentuada do corante Azul Remazol R ESP como mostra a curva
de concentracdo em funcdo do tempo de incubacdo (Figura 30-A) embora nao
houvesse atividade enzimatica da lacase nessa temperatura. As diferengas
estruturais entre os corantes podem explicar o fato de outra enzima participar do
processo de biodegradacao a 31°C somente para o corante Azul Remazol R ESP.

O estudo da quantidade de biomassa produzida pelo fungo em funcdo do

tempo a 25°C, 28°C e 31°C mostram, Tabela 10, valores muito préoximos indicando
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que nao ha correlagdo entre aumento de temperatura e o crescimento do fungo,
embora a temperatura seja critica para a liberagéo da lacase no meio.

O fato de nao haver atividade enzimatica no tempo de 143 horas em 25°C e
28°C, pode estar relacionado com a inibicdo da enzima pela producdo de algum
produto do processo de biodegradacao de algum dos corantes na mistura. Essa
inibicdo desaparece ap6s 175 horas observando-se o aumento da atividade da
enzima, continuando assim a biodegradacao dos corantes.

Os resultados da atividade enzimatica também explicam a maior
biodegradacéo dos corantes no efluente na temperatura de 25°C seguido de 28°C,
pois na temperatura de 25°C houve grande atividade da lacase apds 175 horas
aumentando a porcentagem de biodegradagao.

A 28°C houve grande atividade enzimatica no comeco da reagao, diminuindo
a zero no tempo de 143 horas, e retomando a seguir, ou seja, a atividade dessa
enzima permaneceu baixa, mas quase constante. Esse fato pode explicar por que
nessa temperatura foi obtida a maior constante de velocidade para a reacdo de
biodegradacao do corante Azul Remazol R ESP pelo fungo Ganoderma spp. A
participacdo de outra enzima auxiliando o processo pode também ser um fator a
explicar essa maior velocidade.

Na temperatura de 31°C, ndo houve atividade enzimatica em todos os tempos,
apenas a 335 horas, isso pode ser explicado pelo fato dessa temperatura inibir a
producdo de lacase, embora houvesse crescimento do fungo. Dessa forma a
variagdo da concentragao dos corantes com tempo de incubagédo deveu-se apenas a
adsorcao do corante no micélio do fungo, com excecao do corante Azul Remazol R
ESP. Esse fato explicaria a menor qualidade das retas, com grande dispersdao de

pontos, observadas para os corantes Remazol Brilliant Orange 3R e Azul Remazol
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RR a 31°C e a pequena variagao da concentragao deles com o tempo (Figura 24-A e
27-A).

Como a 31°C sb houve adsorgcao dos corantes Remazol Brilliant Orange 3R e
Azul Remazol RR no micélio do fungo, a energia de ativacdo (E,) da reacéao foi

calculada para cada corante usando apenas as temperaturas de 25°C e 28°C,

. ~ . k E (1 1 .
utilizando a equagdo de Arrhenius: In—*=-—%| ——— | Na qual k; é a constante
k, R\T, T,

de velocidade na temperatura inicial, ko a constante de velocidade na temperatura
final, E; a energia de ativacdo, R a constante dos gases ideais, T1 a temperatura
inicial e T, a temperatura final.

As energias de ativacéo (E,) calculadas a partir das constantes de velocidade
de primeira ordem, a 25°C e 28°C, para os corantes do Grupo 2 (Remazol Brilliant
Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP), sdo apresentadas na Tabela

14.

Tabela 14. Energia de Ativacao calculada a partir das constantes de velocidade de primeira

ordem para os corantes do Grupo 2.

Corante E./kJ mol™

RBO 3R 175,90

Azul RR 37,17
Azul R ESP 29,58

Como a energia de ativagdo € a energia minima necessaria para que uma
reagdo ocorra, quanto menor a energia de ativacdo da reagdo maior sera sua

velocidade. Isto estd de acordo com os resultados obtidos da energia de ativagao

78



para a reagdo de biodegradagdo dos corantes no efluente, pois as maiores
constantes de velocidade obtidas nas temperaturas estudadas foram para o corante
Azul Remazol R ESP e sua reagdao apresentou menor energia de ativagao,
explicando o fato de este corante ter porcentagem de biodegradacdao maior (95,4%)
que os outros a 25°C, principalmente. O corante Remazol Brilliant Orange 3R
apresentou menores constantes de velocidade nas temperaturas estudadas e maior
energia de ativacao, dessa forma, ele foi o corante desse grupo que apresentou
menor porcentagem de biodegradacdo (38,7%), a 25°C. Ja o corante Azul RR
apresentou valores intermediarios de constantes de velocidade e energia de ativagao
entre os dois corantes citados acima, tendo uma porcentagem de descoloragéo de

52,8%, a 25°C.

Estudos utilizando o fungo Ganoderma spp mostraram este fungo conseguiu
degradar 94% do corante Remazol Brilliant Blue R (SILVA; MELO; OLIVEIRA, 2005)
e 100% de um efluente industrial ap6s 12 dias de incubacao (REVANKAR; LELE,
2007). Outros estudos mostraram que outros fungos da podriddo branca como
Pleurotus ostreatus, Trametes hispida e Trametes versicolor também conseguiram
degradar significamente os corantes téxteis Amarelo Procion HE4R e Vermelho
Procion HE7B (RODRIGUEZ; PICKARD; VAZQUEZ-DUHALT, 1999). J4 o estudo
realizado por Svobodova et al. (2008) mostrou que o fungo Irpex lacteus consegue
degradar 88,5% e 98,6% dos corantes Remazol Brilliant Orange 3R e Remazol

Brilliant Blue R, respectivamente.

79



4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os cromatogramas de cada mistura biodegradada foram obtidos para que

fosse possivel identificar e quantificar os corantes contidos no efluente durante a

biodegradacao e compara-los com os obtidos com o0 método PLS.

A Figura 31 mostra os cromatogramas dos efluentes, do Grupo 2 (Remazol

Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R. ESP.), biodegradados pelo

fungo Ganoderma spp a 25°C nos tempos de incubacao de 0, 78, 175 e 335 horas.
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Figura 31. Cromatogramas dos efluentes contendo os corantes Remazol Brilliant Orange

3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R ESP, biodegradados pelo fungo Ganoderma spp, a

25°C, nos tempos (h): (A) 0, (B) 78, (C) 175 e (D) 335.
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Nos cromatogramas observa-se a diminuigdo dos picos em fungao do tempo
de incubacgao devido a biodegradacao dos corantes presentes no efluente pelo fungo

Ganoderma spp.

Os tempos de retencao dos picos dos corantes do Grupo 2 foram identificados

utilizando os cromatogramas da curva de calibracéo deste grupo.

De maneira geral foi muito dificil fazer a atribuicdo dos picos aos trés corantes
e obter os seus tempos de retencao, pois a mistura de tingimento tem composicao
muito complexa devido aos aditivos usados para fixagdo do corante na fibra. Dessa
forma apareceram diversos picos que nao puderam ser atribuidos aos corantes.
Mesmo a comparagao dos cromatogramas dos trés corantes puros em solugdo com
as misturas da curva padrdo apresentaram grande dificuldade, provavelmente devido
a processos de hidrolise dos corantes, efeitos sinérgico entre eles ou a mudangas do
pH das solugdes. Dessa forma foi possivel identificar com certeza apenas o pico do
corante Azul Remazol R ESP que apresentou tempo de retencédo igual a 32,5 min
sendo, portanto, usado para os calculos de concentragcbes e posterior estudo

cinético.

A partir da identificacdo do pico do corante Azul Remazol R ESP nos
cromatogramas em diferentes tempos de biodegradacdo e encontradas as
concentragbes correspondentes, foram obtidos os graficos cinéticos de primeira

ordem nas temperaturas de incubacao de 25°C, 28°C e 31°C (Figura 32).
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Figura 32. Cinética de biodegradagéo do corante Azul Remazol R ESP no efluente pelo

fungo Ganoderma spp, através da CLAE nas temperaturas: (A) 25°C, (B) 28°C e (C) 31°C.
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Esses gréaficos apresentam o mesmo andamento observado nos gréaficos nos
quais as concentragdes foram obtidas pelo método PLS, inclusive com a diminui¢cao
da velocidade de reagao no tempo de 143 horas e posterior aumento da velocidade.
Dessa forma confirma-se que a reacao dependeu da enzima lacase liberada pelo
fungo, principalmente a 25°C. A partir dos graficos foi possivel calcular as constantes
de velocidade (k), os coeficientes de correlagdo linear (R?) e as equacdes das retas
para o corante Azul Remazol R ESP, nas trés temperaturas, que sao apresentadas

na Tabela 15.

Tabela 15. Parametros cinéticos obtidos para a reacao de biodegradacdo do corante Azul
Remazol R ESP no efluente pelo fungo Ganoderma spp em 25°C, 28°C e 31°C, usando as

concentracoes obtidas pela CLAE.

T/°C  Ordem de reacéo Equacao da reta R* k/10°h’
25°C 12 =-0,33132-0,00429x 0,906 4,29
28°C 12 =-0,56016-0,00460x 0,768 4,60
31°C 12 y=-0,65876-0,00222x 0,623 2,22

As constantes cinéticas da biodegradacao do corante Azul Remazol R ESP
calculadas através das concentracdes obtidas pela CLAE aumentaram de 25°C para
28°C, e diminuiram para 31°C, e a energia de ativagdo calculada a partir das
constantes de velocidade de primeira ordem, a 25°C e 28°C, foi de 19,33 kJ mol ™.

As concentragdes obtidas através dos dois meétodos para o corante Azul
Remazol R ESP no efluente nas trés temperaturas estudadas, sdo mostradas na
Tabela 16. A comparagdo dos valores obtidos mostrou que os dois meétodos
utilizados para quantificar os corantes do Grupo 2 nos efluentes estdo de acordo,

apesar da mistura de tingimento ser muito complexa.
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Tabela 16. Concentragdes calculadas para o corante Azul Remazol R ESP, biodegradado
pelo fungo Ganoderma spp, no efluente, utilizando os métodos do PLS e CLAE.

Concentragao do corante Azul Remazol R ESP (mg L)

Tempo 25°C 28°C 31°C

(horas)

PLS CLAE PLS CLAE PLS CLAE

0 22,30 27,66 12,41 28,96 11,94 37,99
24 11,98 17,79 11,24 10,44 11,87 18,75
49 10,96 13,22 8,62 10,98 8,28 12,05
78 6,13 10,16 9,40 8,76 9,47 12,66
143 4,95 11,55 4,27 9,82 8,14 13,39
175 6,76 10,91 5,68 8,39 6,75 10,49
215 4,07 9,33 5,56 6,08 14,85 13,39
246 2,04 5,22 2,30 14,89 10,71 10,71

335 1,02 5,18 1,39 17,64 1,73 12,05




5 CONCLUSAO

Utilizando a metodologia desenvolvida para encontrar as concentragoes
individuais dos corantes do Grupo 1, nas solucbes de efluente, apdés a
biodegradacao, concluiu-se que 33,6% do corante Amarelo Procion, 43,5% do Azul
Procion e 57,7% do Vermelho Procion foram biodegradados pelo fungo Ganoderma
spp, a 28°C, apds 72 horas de incubacgao.

Os corantes do Grupo 1 foram biodegradados seguindo uma Lei de
velocidade de ordem fracionaria entre primeira e segunda ordem, com constante de
velocidade intermediaria entre as encontradas para a primeira e segunda ordem. O
corante Vermelho Procion foi o que apresentou maior velocidade de biodegradacgao
seguido do Azul Procion e Amarelo Procion. E apesar da biodegradagdo desses
corantes ser uma reacado lenta, foi possivel utilizar o fungo Ganoderma spp para
biodegradacao de efluentes contaminados com estes corantes téxteis.

Apb6s 335 horas de incubacdo, a temperatura de 25°C foi a que propiciou
melhor degradacao dos corantes do Grupo 2, pelo fungo Ganoderma spp, chegando
a 38,7% para o Remazol Brilliant Orange 3R, 52,8% para o Azul Remazol RR e
95,4% para o Azul Remazol R ESP.

A biodegradacao dos corantes do Grupo 2 no efluente, atribuida a enzima
lacase, seguiu uma cinética de primeira ordem com k = 1,17 e k = 2,07 x 10° h", a
25°C e k = 0,62 e k = 1,81 x 10° h", a 28°C, para os corantes Remazol Brilliant
Orange 3R e Azul Remazol RR, respectivamente. Para o corante Azul Remazol R
ESP as constantes de velocidade foram de 5,59 x 10° h", a 25°C € 6,22 x 10° h™', a
28°C, mas houve biodegradacdo também a 31 °C, com k= 5,46 x 10° h'", a 31°C,

que foi atribuida a outro tipo de enzima.
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A temperatura da reac¢do nao influenciou significativamente no crescimento do
fungo, mas influenciou na producéo da enzima lacase, sendo que a temperatura que
apresentou maior atividade enzimatica foi a 25°C, seguida de 28°C, enquanto que a
31°C nao houve producao desta enzima.

As constantes cinéticas da biodegradacdo dos corantes Remazol Brilliant
Orange 3R e Azul Remazol RR diminuiram com o aumento da temperatura enquanto
que para o corante Azul Remazol R ESP as constantes aumentaram de 25°C para
28°C, mas diminuiram para 31°C.

As energias de ativagdo calculadas a partir da equagéo de Arrhenius foram
175,90 kJ mol™ para o corante Remazol Brilliant Orange 3R, 37,17 kJ mol™ para o
Azul Remazol RR e 29,58 kJ mol' para o Azul Remazol R ESP. As maiores
constantes de velocidade foram obtidas para o corante Azul Remazol R ESP, o qual
apresentou menor energia de ativacdo e maior porcentagem de degradacao,
indicando que este foi 0 corante mais biodegradado pelo fungo Ganoderma spp.

As concentracbes e constantes de velocidade obtidas para o corante Azul
Remazol R ESP a partir das analises de CLAE dos efluentes foram concordantes
com os resultados obtidos com a metodologia PLS.

Os resultados mostraram que a metodologia PLS pode ser usada para
quantificacdo de corantes em efluentes com o objetivo de encontrar os parametros
cinéticos de reagdes de biodegradacao, apesar da mistura de tingimento ser muito

complexa.
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Figura 1A. Espectros UV-Vis das misturas da curva de calibragéo do Grupo 1.

Tabela 1A. Concentragdes experimentais, em mg L™, das misturas da curva de calibracdo

do Grupo 1.
Mistura Amarelo Procion Azul Procion Vermelho Procion

1 24,185 0 0

2 0 24,185 0

3 0 0 24,185
4 12,092 12,093 0

5 0 12,092 12,093
6 12,093 0 12,092
7 8,061 8,061 8,061
8 16,123 4,031 4,031
9 4,031 16,123 4,031
10 4,031 4,031 16,123
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Figura 2A. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C) do corante Amarelo Procion biodegradado pelo fungo Ganoderma spp a

28°C no efluente utilizando curva de calibragdo absorvancia x concentragao.
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Figura 3A. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e
segunda ordem (C) do corante Azul Procion biodegradado pelo fungo Ganoderma spp a

28°C no efluente utilizando curva de calibragdo absorvancia x concentragao.
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Figura 4A. Retas obtidas utilizando as leis cinéticas de ordem zero (A), primeira ordem (B) e

segunda ordem (C) do corante Vermelho Procion biodegradado pelo fungo Ganoderma spp

a 28°C no efluente utilizando curva de calibragao absorvancia x concentragao.
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Tabela 2A. Parametros cinéticos calculados para biodegradacéo dos corantes do Grupo 1

(Amarelo Procion, Azul Procion e Vermelho Procion) pelo fungo Ganoderma spp a 28°C.

Corante Ordem Equagao da reta R* k/10°h’

Zero y = 18,30983-0,08842x 0,963 88,42
Amarelo Procion 18 y = -0,04776-0,00579x 0,978 5,79
22 y = 0,0538+0,00038x 0,987 0,38

Zero y = 24,27253-0,14936x 0,987 149,36
Azul Procion 12 y = -0,00317-0,00793x 0,995 7,93
28 y = 0,03974+0,00043x 0,998 0,43

Zero y = 30,21259-0,23553x 0,986 235,53

Vermelho Procion 18 y =-0,01226-0,04096x 0,998 10,96
28 y = 0,03078+0,00053x 0,998 0,53
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Tabela 3A. Concentracdes (mg L) experimentais e calculadas dos corantes nas misturas 8

(2:1/2:1/2), 9 (1/2:2:1/2) e 10 (1/2:1/2:2) da curva de calibragdo do Grupo 1, utilizando curva

de calibragédo absorvancia x concentragao.

Concentragédo (mg L)

Misturas
Experimental Calculada
Amarelo Procion
Ponto 8 16,12 12,82
Ponto 9 4,03 2,53
Ponto 10 4,03 2,37
Azul Procion
Ponto 8 4,03 3,98
Ponto 9 16,12 15,57
Ponto 10 4,03 3,98
Vermelho Procion
Ponto 8 4,03 4,20
Ponto 9 4,03 4,85
Ponto 10 16,12 11,52
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Figura 5A. Espectros UV-Vis das misturas da curva de calibragdo do Grupo 2 (Remazol

Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R. ESP.).
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Tabela 4A. Concentragdes experimentais (mg L) das misturas da curva de calibragdo do

Grupo 2 (Remazol Brilliant Orange 3R, Azul Remazol RR e Azul Remazol R. ESP.).

Mistura Remazol Brilliant Azul Remazol RR Azul Remazol

Orange 3R R. ESP.

1 24,185 0 0

2 0 24,185 0

3 0 0 24,185

4 12,092 12,093 0

5 0 12,092 12,093

6 12,093 0 12,092

7 8,061 8,061 8,061

8 16,123 4,031 4,031

9 4,031 16,123 4,031

10 4,031 4,031 16,123






