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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS PARA ESTUDOS DE DIOXINAS
PRESENTES NA CINZA DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR: AVALIACAO DO
POTENCIAL BIORREMEDIADOR DE CEPAS MICROBIANAS EM
COMPOSTAGEM AEROBICA

A cinza do bagaco da cana-de-acucar é um subproduto da inddstria sucroalcooleira
que apresenta potencial para aplicagdo no campo. Porém, a presenca de
contaminantes organicos como dioxinas torna necesséario o desenvolvimento de
estratégias para a remocao destes poluentes, como a biorremediacéo. Por serem as
dioxinas extremamente toxicas, é sensato o desenvolvimento de métodos eficazes e
de baixo risco para avaliagdo inicial da capacidade microbiana de degradacao
destes compostos usando alternativas menos perigosas como ferramentas de
triagem e selecdo de micro-organismos candidatos a biorremediacdo. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo o uso de modelos estatisticos para
avaliacdo do crescimento microbiano em componentes de uma composteira ja
utilizada para tratamentos de outros residuos sucroalcooleiros, bem como o
desenvolvimento de métodos analiticos qualitativos e quantitativos de avalicdo da
capacidade microbiana de degradacdo do corante RBBR e da 1,2,3,4-TCDD,
moléculas selecionadas como modelos. O agrupamento de médias por Scott-Knott
apresentou bons resultados na avaliacdo do crescimento microbiano, apontando
inibicdo do crescimento de todos os fungos pela composteira, e promocédo de
crescimento das cepas de Aspergillus no meio com cinza. Ademais, foi desenvolvido
e validado um método para quantificacdo do corante RBBR direto do meio de cultura
liquido usando a técnica dilute-and-shoot seguido por LC-MS/MS, onde foi possivel
detectar até 4,8pM de corante, sendo observada uma degradacéo entre 40-99% do
corante em 30 dias. Da maneira similar, foi desenvolvido e validado um método por
GC-MS para quantificacdo da 1,2,3,4-TCDD em meio liquido ap6s extracdo, com
limites de deteccdo de 10ppb, onde foi observada uma remocdo de até 20% da
dioxina em 30 dias de cultivo. Outro ponto avaliado foi a identificacdo dos produtos
de degradacdo do RBBR durante o experimento, sendo observada a presenca de
guatro metabdlitos do corante nas amostras, 0 que nos permitiu propor a rota de
degradacé&o do corante por Aspergillus flavus.

Palavras-chave: Micro-organismos, Biorremediagédo, RBBR, Dioxina, Validacao.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF METHODS FOR THE STUDY OF DIOXINS IN SUGARCANE
BAGASSE ASH: EVALUATION OF BIOREMEDIATION POTENTIAL OF
MICROBIAL STRAINS IN AEROBIC COMPOSTING

Sugarcane bagasse ash is a byproduct of sugar and alcohol industry with potential
for field application. However, the presence of organic contaminants such as dioxins
turns necessary the development of strategies for removal of those pollutants, such
as bioremediation. Because of the high toxicity of dioxins, it is wise to develop
effective and low risk methods for initial evaluation of microbial degradation capacity
of those compounds by using less dangerous alternatives such as screening tools to
select possible microorganisms as candidates for bioremediation. In such context,
this work aimed to apply statistical models to evaluate microbial growth capacity
under influence of components of a compost windrow already used for other
sugarcane industry residues, and also development of qualitative and quantitative
methods to evaluate microbial degradation of the dye RBBR and 1,2,3,4-TCDD,
molecules selected as model compounds. The Scott-Knott method grouping multiple
means showed good results, indicating microbial growth inhibition of all fungi in
culture medium with compost windrow, and microbial growth promotion for
Aspergillus strains in sugarcane ash doped medium. Furthermore, quantification of
RBBR dye in liquid broth was developed, validated and applied through a dilute-and-
shoot technique followed by LC-MS/MS, where it was possible to detect up to 4,8pM
of dye, being observed a degradation from 40-99% of dye over 30 days. In a similar
way, it was developed and validated a GC-MS method to quantify 1,2,3,4-TCDD in
liquid broth after extraction, with detection limits of 10ppb, observing a removal of up
to 20% of dioxin after 30 days. Another point evaluated was the identification of
RBBR degradation products, where it was observed the presence of four dye
metabolites during the course of the experiment, which allowed us to propose a
degradation pathway of RBBR dye by Aspergillus flavus.

Keywords: Microorganisms, Bioremediation, RBBR, Dioxin, Validation
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1 - Introducéo

O crescimento populacional e a melhoria das condigbes de vida
ocasionada pelo aumento da produtividade industrial no Gltimo século tém causado
um grande impacto sobre a humanidade. Estudos de KRAUSMANN et al. (2009)
mostraram que enquanto no século XX a populacdo aumentou quatro vezes, a
producdo econdémica global medida pelo Produto Interno Bruto (PIB) cresceu em
mais de 20 vezes, com um aumento de oito vezes no consumo de materiais no
mundo. Como consequéncia deste aumento demografico e da geracdo de bens e
consumo dos mesmos, quantidades enormes de diversos tipos de residuos sdo
gerados, podendo apresentar riscos a integridade humana e causar um grande
impacto no ambiente.

Ao contrario de outros paises que ja possuem legislacdes para
diferentes tipos de residuos, no Brasil a preocupacdo com a manipulacdo e
destinacdo correta de residuos ainda é um pensamento incipiente, refletido na
escassez de normas, leis e fiscalizacdo e conscientizacdo populacional (JURAS,
2001). A Constituicdo Federal, em seu artigo 23°, incisos VI e VII determina a
competéncia comum da Unido, dos Estados, do Distrito Federal e dos Municipios
para proteger o meio ambiente e combater a poluicdo em qualquer de suas formas,
(BRASIL, 1988), porém a falta de estudos integrados na area de gestao de residuos
sélidos, juntamente com a falta de recursos destinados ao setor, 0 despreparo e
desinteresse das administracdes municipais e a falta de cobranca por parte do
Ministério Publico e da sociedade como um todo vem trazendo sérios problemas
junto a 6rgdos ambientais que, na duvida ou na falta de conhecimentos técnicos,
classificavam alguns residuos como perigosos e assim inviabilizavam o seu reuso de
forma adequada (JURAS, 2001). Apenas nas ultimas décadas os esforcos estédo
voltados para a elaboracao de politicas publicas para instruir e fiscalizar a sociedade
para o correto tratamento e uso dos residuos gerados, focando a protecao da saude
publica e da qualidade ambiental, como a Lei n° 6.938/81, que dispde sobre a
Politica Nacional do Meio Ambiente; a Lei n® 9.605/98 que dispde sobre as sanc¢des
penais e administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao meio
ambiente também conhecida como Lei dos Crimes Ambientais; e a Lei n® 9.795/99,
que dispde sobre a educacdo ambiental e institui a Politica Nacional de Educacao
Ambiental (BRASIL, 1981; BRASIL, 1998; BRASIL, 1999). Esta situagao prevaleceu



até 02 de agosto de 2010 quando foi sancionada pelo Presidente da Republica a Lei
12.305/10 que instituiu a Politica Nacional de Residuos Solidos, a qual entrou em
vigor no dia 23 de dezembro de 2010 com o Decreto 7.404 que regulamentou esta
Lei. (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2010b).

1.1 — Aindustria Sucroalcooleira

A cana-de-acglcar (Saccharum spp.) é uma graminea pertencente a
familia Poaceae, originaria do sudeste asiatico. As primeiras mudas foram trazidas
para o Brasil por Martim Afonso de Souza em 1525, no inicio da colonizacdo
portuguesa (TAVORA, 2011). Os primeiros cultivos de cana foram realizados
principalmente no litoral nordestino, sendo a aproximag¢do com Portugal um fator
essencial para o desenvolvimento da cana no Nordeste, fazendo desta atividade o
nacleo central da economia da época conhecida como Brasil-colénia (1500-1670)
(FAUSTO apud NARITOMI, 2007).

Dentro do processo de agroindustrializacdo do cenario brasileiro, a
indUstria canavieira passou por quatro fases distintas de desempenho, definidas pelo
Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL). A primeira fase (1975 - 1978) foi
caracterizada pelo crescimento moderado, destacando a producdo de alcool anidro
em destilarias anexadas a usinas de producdo de acucar, que era adicionado a
gasolina devido a alta do preco do petréleo. A segunda fase (1979 - 1989) foi
caracterizada pela expanséo acelerada, destacando a producao de alcool hidratado
(alcool combustivel). A terceira fase (1990 - 1999) caracterizou-se pela
desaceleracdo e crise do Programa, na qual o setor passou por um processo de
desregulamentacdo estatal, pelo excesso de producdo de etanol e
consequentemente a queda de precos. A quarta fase, ap6s 2000, iniciou-se com a
renovacdo do PROALCOOL, marcada por acdes corporativas articulando cada vez
mais segmentos econdmicos, sociais e politicos, pela liberagcdo de precos dos
produtos setoriais, introdu¢do dos veiculos bicombustiveis, aumento nas
exportacdes de etanol e patamares de precos elevados nos curto e médio prazo, de
petréleo no mercado mundial (BRAY et al., 2000; ANDRADE e CARVALHO, 2002;
FILHO e RAMOS, 2006; RISSARDI JUNIOR e SHIKIDA, 2007).

Devido a fatores climéaticos e geoldgicos favoraveis de cultivo, a
producdo de cana hoje em dia ocupa uma ampla area geografica que se estende do
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estado do Pard ao Rio Grande do Sul, sendo a area total plantada em 2011 de
8.442.800 hectares, com produtividade média de 76 t/ha (CONAB, 2011a). O
comportamento da safra da cana no Brasil nos dltimos quarenta anos confirma a
tendéncia constante de crescimento da producdo com a produtividade crescendo
mais de oito vezes, passando de aproximadamente 80.000t por safra em 1970 para
uma producéo de 641.982t em 2011 (CONAB, 2011a).

Através do ciclo produtivo de beneficiamento da cana-de-acucar
obtém-se uma gama de produtos de alto valor comercial, com destaque do ponto de
vista econdmico para o agucar e o etanol. Todavia, durante o processo de producao
destas importantes commodities, grandes quantidades de diversos residuos sao
gerados concomitantemente (CORTEZ et al., 2002). Entre os principais, destacam-
se as aguas residuais, o vinhoto ou vinhaca, a torta de filtro e o bagaco, cujas
guantidades geradas por tonelada de cana prensada estdo descritas na FIGURA
1.1.

DESTILARIA AUTONOMA USINA ACUCAR COM DESTILARIA ANEXA
. 1tcana . _ 1tcana
Agua lavagem Agua lavagem " |
6m? re i 7m & v
Moendas
Moendas
- e T
e Y Caldo 1t Bagago
250kg
Caldo 1t Bagago
250kg
i L Clarificagéo Caldeiras
Tratamento Caldeiras A ¢
Torta de filtro Caldo Cinzas
L ¢ 35kg clarificado 6 kg
Fermentag&o Cinzas
6 kg Evaporagio,
L cristalizacao e
turbinagem
. «
Destilagdo __» Alcool 80L Agucar Mel final
110 kg 45 kg
“a Vinhaga 1040L
Diluigdo, __y Alcool13L
Fermentagao
Destilagio -

.4 Vinhaga 156 L

FIGURA 1.1 - Processo produtivo da cana-de-acucar destacando os produtos e
subprodutos gerados (BERTONCINI, 2008).



Além dos residuos supracitados, a colheita mecanizada, pratica esta
crescente cada vez mais devido as restricbes impostas a queimada de canaviais
precedendo a colheita no estado de S&o Paulo (SAO PAULO, 2002) ainda gera
como residuo de 8 a 15 toneladas de palhada de cana por hectare de canavial
colhido (BERTONCINI, 2008). Embora haja melhora na fertilidade da cana quando a
palha é deixada por cima da terra via processo de mineralizacdo, o grande excesso
torna a palha da cana um residuo potencialmente poluidor, além de prejudicar a
rebrota da cana, imobilizar nutrientes e propiciar a proliferacdo de pragas como a
cigarrinha (FOLTRAN, 2008).

Devido as grandes quantidades de residuos (ou subprodutos) de
grande impacto ambiental gerados no processo de beneficiamento da cana-de-
acucar, estratégias de reaproveitamento (reciclagem) dos mesmos se tornam
extremamente necessarias. Dentre as opcdes de disposicdo, a reutilizacdo de
residuos €, sem duvida, a opcao mais interessante sob o ponto de vista econdmico,
ambiental, e, muitas vezes, social (PIRES E MATTIAZZO, 2008). De fato, todos os
residuos apresentados na FIGURA 1.1 encontram um novo destino na propria
cadeia produtiva da cana-de-acucar (PIACENTE, 2005). A 4gua de lavagem e os
efluentes secundéarios sdo tratados e juntamente com o vinhoto retornam para as
lavouras na forma de fertirrigacdo. A torta de filtro em proporcdes adequadas pode
ser utilizada como fertilizante (ALVARENGA e QUEIROZ, 2009). O bagaco da cana
nao encontra uma aplicacao direta na lavoura e se caracteriza um problema devido
ao grande volume gerado, acumulado nos patios das usinas. Entre os possiveis
destinos do bagaco de cana sendo avaliados destacam-se a utilizacdo como
componente de ra¢cdes animais, em especial para a cultura de bovinos (LEME et al.,
2003) e para a queima em caldeiras para cogeracédo de energia (FULMER, 1991).

O termo “cogeracgao” se refere ao fato da produgéo e aproveitamento
de mais de um tipo de energia simultaneamente, no caso energia térmica pelo
aguecimento do vapor e eletromecéanica pelo movimento de turbinas (CONAB,
2011b). Este tipo de cogeracao elétrica proveniente da queima do bagaco e da palha
da cana vem sendo utilizado em diversas usinas brasileiras e estrangeiras para a
autossustentabilidade energética no processo produtivo. A cogeragcao elétrica tem
recebido muita atencdo devido ao seu alto potencial energético excedente. Uma vez
em funcionamento, a cogeracdo elétrica de uma usina € capaz de torna-la

autossustentavel em termos de energia elétrica e térmica, além de gerar renda
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através de uma quantidade excedente de energia elétrica que pode ser exportada
para a rede elétrica urbana e pela venda de créditos de carbono, o que ja vem sendo
realizado por algumas usinas do estado de Sao Paulo (ALVES et al., 2008). De fato,
em levantamento feito pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) em
marco de 2011 (CONAB, 2011b), cerca de 5,6% da matriz energética brasileira ja é
composta pela energia excedente de usinas que possuem sistema de queima de
biomassa para geracdo elétrica, contribuindo para o desenvolvimento do setor
energético no pais.

Apesar dos inumeros resultados positivos com a queima da biomassa
da cana-de-acucar para a cogeracao elétrica, surge um novo problema: apos a
gueima de matéria organica em caldeiras, cinzas sao produzidas como residuo
(FIGURA 1.2.a). Somente na safra 2009-2010 estima-se que houve uma producao
de aproximadamente 3.200 toneladas de cinzas em caldeiras através da queima da
cana (TEIXEIRA et al., 2011). Para cada tonelada de bagaco de cana queimado, sdo
gerados em média 6Kg de cinzas (BERTONCINI, 2008). A cinza proveniente da
gueima do bagaco de cana-de-acUcar € um material em sua maioria inorganico,
apresentando como principal composto quimico o diéxido de silicio (SiOy),
normalmente em quantidade acima de 60% (m/m) (CORDEIRO et al., 2009). A cinza

ainda é composta de diversos outros componentes, como mostra a TABELA 1.1.

TABELA 1.1 - Composi¢do quimica de cinzas provenientes de usinas da regido
central do estado de S&o Paulo. SBA-J: Jau, SBA-I: Ibaté, SBA-B: Barra Bonita,
SBA-A: Araraquara. Fonte: SALES e LIMA, 2010

Composto SBA-J (%) SBA-I (%) SBA-B (%) SBA-A (%)
SiO; 88,2 96,2 62,7 93,5
Fe>03 51 1,7 8,8 2,6
Al,O3 2,3 0,2 4,5 1,2
K20 1,3 0,3 1,8 0,8
Na,O 0,1 - 0,1 <0,1
Ti,O 1,0 0,2 3,1 0,5
CaO 0,6 0,1 0,9 0,4
P,0s 0,4 0,1 0,7 0,2
MgO 0,4 <0,1 0,6 0,3
SOs <0,1 0,1 0,2 <0,1

LOI 0,35 1,04 16,28 0,34

LOI: Loss on Ignition (Perda ao fogo).



O destino corrente destes residuos tem sido 0 acumulo nos patios das
usinas (FIGURA 1.2.b), que encontraram uma forma de diminuir o volume
acumulado através da sua utilizacdo no solo das areas plantadas com cana-de-
acucar (FIGURA 1.2.c). O uso das cinzas em areas cultivadas se justifica por ser
uma fonte de macro e micro nutrientes essenciais para a produc¢ao agricola, sendo o
potéssio o principal elemento, pela capacidade de corrigir o pH do solo, melhora nas
propriedades fisicas e quimicas do solo, elevada capacidade de retencdo de agua
ajudando na conservacao de agua no solo melhorando o desenvolvimento da cultura
e reduzindo impactos ambientais provocados pela irrigacdo. Além disso o reuso da
cinza fecha um ciclo, contribuindo para a economia na produgé&o com diminuigdo dos
custos de aquisicao de fertilizantes potassicos, calcéario, despesas de transporte e de
disposicdo final das cinzas em aterros industriais (BRUNELLI, 2006). Outras
aplicacbes para as cinzas também vém sendo avaliadas, como a incorporacdo da
cinza no cimento como pozolana, substituindo a areia (HERNANDEZ et al., 1998;
CORDEIRO et al., 2008). O fato de reaproveitar a cinza, no entanto, ignora a
possibilidade da presenca de contaminantes como agroquimicos persistentes
aplicados na plantagdo que acompanham o bagaco e ndo sao destruidos e/ou
outros componentes organicos que sao formados no processo de queima (SALES e
LIMA, 2010).

FIGURA 1.2 — Etapas da cinza do bagaco da cana-de-agucar na indulstria. a)
Retirada da cinza da caldeira ap0s queima do bagago Fonte: Sales e Lima, 2010. b)
Acumulo das montanhas de cinza no patio da usina Sao José da Estiva, situada em
Novo Horizonte-SP. c¢) Aplicacdo da cinza no campo, durante o plantio da cana

planta.



Uma nova alternativa para os subprodutos da industria sucroalcooleira
e sucroenergética estd sendo desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Professor
Moacir Rossi Forim da UFSCar, em parceria com o Departamento de Ciéncia de
solo da ESALQ-USP, as empresas Barauna Comércio e Industria Ltda.-EPP
(Catanduva — SP) e a Usina Sdo José da Estiva S/A (Novo Horizonte — SP), para
desenvolvimento de um fertilizante organomineral através da compostagem aerobica
dos residuos de processos da cana como bagaco, torta de filtro e cinza, no préprio
patio da usina. A FIGURA 1.3 mostra um exemplo das leiras de compostagem, que

atingem altura e largura de 2,0 x 2,0 metros, com até 100 metros de comprimento.

FIGURA 1.3 - Leiras de compostagem aerébica em diversos estagios de producéo.
Usina S&o José da Estiva, Novo Horizonte — SP.

A compostagem, aplicada para controlar a decomposicao de materiais
organicos tem como finalidade obter, no menor tempo possivel, um material estavel,
rico em humus e nutrientes minerais, com atributos fisicos, quimicos e biolégicos
superiores aqueles encontrados nas matérias-primas. Além disso, busca promover
alteracdes fisico-quimicas nestes residuos, ajudando a acabar com um
contrassenso que geralmente prevalece nos Orgdos responsaveis pelos
licenciamentos ambientais no que concerne a correta disposicdo dos residuos
gerados pelo processo produtivo da cana-de-acucar. O processo visa proporcionar
uma solucdo mais viavel para a destinacdo destes residuos, pois 0 composto
organico resultante da compostagem atende todas as exigéncias de qualidade com

baixos indices de contaminantes exigidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e



Abastecimento (MAPA) e assim se torna apto a receber o registro de fertilizante
organico ou organomineral por este 6rgdo de acordo com a Lei n° 6.894/80,
sancionada apenas em 2004 pelo decreto n°® 4.954 (BRASIL, 1980; BRASIL, 2004),
que dispbe sobre a fiscalizacdo da producdo e comércio de fertilizantes. Em
concordancia com a Lei n° 6894/80, no dia 21 de dezembro de 2010 a Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), ligada a Secretaria do Meio
Ambiente do Governo Paulista, publicou a Decisdo de Diretoria n° 388/2010/P que
em sua premissa 1.13 afirma:

“A aplicacdo em solo agricola de residuos ou efluentes que possuam
registro no MAPA como fertilizantes ndo depende de manifestacdo da CETESB,
uma vez que residuos ou efluentes registrados no MAPA sao enquadrados como
produto agronémico” (SAO PAULO, 2010).

Assim, a aplicagdo eficiente dos residuos do beneficiamento da cana-
de-acucar na lavoura como fertilizante apresenta vantagens ambientais e
econbmicas, diminuindo o uso de adubos sintéticos, além de evitar que estes
efluentes potencialmente téxicos como vinhaca, agua de lavagem e torta de filtro
sejam depositados diretamente em corpos d’agua ou outros ambientes que
sofreriam consequéncias desastrosas (UNICA, 2007). Do ponto de vista financeiro,
estima-se que apenas a vinhaca, em funcdo do fornecimento de potassio, de
nitrogénio e de agua quando aplicada ao solo como fertilizante seja responsavel por
economizar cerca de US$ 75 por hectare, quando retornada a plantacdo de maneira
ambientalmente correta (ROSSETO, 2004).

Todavia, a incorporagcdo da cinza como componente na producdo de
fertilizante organomineral dos residuos da industria sucroalcooleira apresentam um
grande inconveniente. Como observado na Tabela 1.2 referente a composicdo
guimica da cinza, existe um residuo denominado perda ao fogo (Loss On Ignition,
LOI). Dentro desta classe estdo compostos organicos resultantes da combustao
incompleta do material, incluindo carvao, restos de biomassa ndo carbonizada e
tracos de diversos compostos que contenham carbono organico formados sob as
condi¢cdes presentes nas caldeiras e que ficam adsorvidos na matriz carbdnica,
como por exemplo, as dioxinas. YIVE e TIROUMALECHETTY (2008) analisaram
amostras de cinzas de diversas etapas do processo de combustdo do bagaco da
cana-de-agucar, encontrando dioxinas com valores entre 2.2-190 picogramas de

toxicidade equivalente de dioxinas (TEQ) por grama de cinza.
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1.2 — Dioxinas

As dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDD - polychlorinated-p-
dibenzodioxins) e os dibenzofuranos policlorados (PCDF - polychlorinated
dibenzofurans), sdo duas classes de compostos aromaticos triciclicos, compostas de
dois anéis aromaticos ligados por uma ou duas ligacdes carbono-oxigénio-carbono
nas PCDDs e nos PCDFs respectivamente. Uma terceira classe de compostos
conhecida como bifenilas policloradas (Polychlorinated byphenyls - PCBs) também
sdo formadas por dois anéis aromaticos ligados entre si através de uma ligacdo
carbono-carbono simples. Os anéis podem apresentar hidrogénio e cloro como
substituintes em todas as combinacfes, sendo possivel a formacéo de 75 PCDDs,
135 PCDFs e 209 PCBs, como mostram as suas estruturas genéricas dispostas na
FIGURA 1.4

9 0 1 g 9 1, 5 & &
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FIGURA 1.4 - Estrutura molecular das classes de substancias comumente

chamadas de ‘dioxinas’.

Apesar de apresentaram as mesmas posicfes nos anéis disponiveis
para substituicdo por atomos de cloro, existem uma maior quantidade de isbmeros
de furanos policlorados com relacdo as dioxinas. Esta diferenca € observada devido
a auséncia de simetria nos PCDFs, que possuem o0s dois anéis aromaticos ligados
por duas diferentes conexdes, uma ligacao éter e uma ligacdo o entre dois carbonos
sp?, enquanto que nas dioxinas policloradas as duas conexdes sdo feitas pelo
mesmo tipo de ligacdo éter, logo ndo existem estruturas meso nos PCDFs, como
ocorre nas PCDDs (FIGURA 1.5). No exemplo, pode-se observar que as estrutura
2,7-dicloro-dibenzo-p-dioxina e  3,6-dicloro-dibenzo-p-dioxina sdo imagens
especulares superponiveis através de uma rotacdo C, no eixo z, e a simetria
existente no anel central as tornam isdmeros meso, indistinguiveis sem a presencga
de um marcador como um atomo substituido por um is6topo radioativo. Nos furanos,

a falta de simetria no anel central torna as moléculas de 2,7-dicloro-dibenzofurano e
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3,6-dicloro-dibenzofurano imagens nao superponiveis e consequentemente
distinguiveis entre si. A rotacdo C, no eixo z comprova a falta de similaridade entre

as duas estruturas dos PCDFs.

2,7-dicloro- dlbenzo-p -dioxina 3,6-d|cloro d|benzo -p-dioxina

O %% m“m 1800 CICI

3,6-d|cloro-d|benzofurano 2,7-dicloro-dibenzofurano 2,7-dicloro-dibenzofurano

FIGURA 1.5 - Representacao das propriedades estruturais das dioxinas e furanos.

O termo ‘dioxina’ € comumente utilizado para generalizar todos os
componentes enquadrados como extremamente téxicos destas classes de
substancias (PCDDs, PCDFs e PCBs), e sera usado durante o texto para facilitar a
compreensdo. Estes compostos apresentam propriedades fisicas e quimicas
semelhantes, porém a sua acao biologica pode variar drasticamente de acordo com
0 padrdo de substituicdo dos atomos de cloro presentes nas estruturas aromaticas.
Dioxinas em geral sdo apolares, muito pouco sollveis em agua, extremamente
lipofilicas e bio-, fisica- e quimicamente estaveis, o que as tornam candidatas ideais
para o acumulo no meio ambiente. Calcula-se que o tempo de meia-vida de
PCDD/Fs em sedimentos naturais seja maior que 100 anos (SINKKONEN e
PAASIVERTA, 2000).

Quase todos os efeitos toxicos e bioldgicos relacionados com a acao
das dioxinas em organismos vivos, resumidos na TABELA 1.2, sdo mediados
através do receptor aril-hidrocarboneto (AhR), uma porcdo de uma proteina
receptora citosélica presente na maioria dos tecidos de vertebrados (POLAND et al.
1985; SAFE, 1985). A interacdo das dioxinas com o receptor AhR esta representada
na FIGURA 1.6.
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TABELA 1.2 - Manifestagfes clinicas causadas por dioxinas descritas na literatura.
Adaptado de SCHECTER et al., 2006

Manifestacdo Clinica Composto Manifestacdo Clinica Composto
A . 2,3,7,8-
Cancer PCDD/Fs Dano ao figado TCDD
Imunodeficiéncia PCDD/Fs e Erupcdes cutaneas 2,3,7,8-
PCBs PS TCDD
Anormalidade Reprodutiva PCDFs e PCBs Cloroacne PCDD/Fs
Anormalidade no . PCDFs e
desenvolvimento TCDD Prurido PCBs
Patologia de SNC e SNP  PCDFs e PCBs Hipertricose ZTP(’:Z)[S)
Diabetes 2378TCDD | | conunivie PCBs
iperpigmentativa
Tireoide 2,3,7,8-TCDD Vomito 2.3,7,8-
T TCDD
Decréscimo da funcao : 2,3,7,8-
pulmonar PCBs Perda de apetite TCDD
Aumento de colesterol 2,3,7,8-TCDD Dor de cabeca P(F:’(E;ESS €
Morte por doenca . PCDFs e
cardiovascular PCDD/Fs Fadiga PCBs
Mor_te por o!oenga PCDD/Fs Mudanca na testosterona 2,3,1,8-
Isquémica TCDD

[ [CFRY \
N
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» e Transdu
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P Y A Ativagdo
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/ T |
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TCDD hsp90 l( TOXICA
¥e0. ‘ | P MRNA
AHR \ ARNT w
[ ] -
TCDD s traducao
) A
\ membrana celular RESPOSTA TOXICA j

FIGURA 1.6 — Mecanismo de interacdo das dioxinas com o receptor AhR. Adaptado
de WILLIAMS, 2011
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Estudos sobre a relacdo estrutura-atividade demonstram que a
atividade biolégica prejudicial aos organismos vivos se correlaciona com congéneres
gue apresentem uma conformacédo quase planar e atomos de cloro nas posicoes
2,3,7,8 (POLAND e KNUTSON, 1982; SAFE, 1986). Atomos de cloro em posi¢des
orto (ex. posicoes 1, 4, 5 e 8) desfavorecem estericamente uma conformacéao planar,
0 que ameniza a sua atividade biolégica, fazendo com que apenas 7 dioxinas e 10
furanos dos 210 tipos diferentes de PCDDs e PCDFs apresentem alta toxicidade,
baseadas nas posicdes 2,3,7,8 cloradas e na conformacao planar adotada (SAFE,
1986; U.S. EPA 1989). Entre as bifenilas, as que apresentam toxicidade semelhante
as dioxinas e portanto enquadradas no mesmo grupo toxicolégico sdo os PCBs que
apresentam as posicdes para cloradas, além de pelo menos 2 posi¢cdes meta e no
méaximo 1 cloro em orto, sendo este grupo de 12 moléculas conhecido como
bifenilas coplanares (Co-PCBs). As moléculas do grupo das dioxinas que
apresentam toxicidade humana conhecida estéo listadas na TABELA 1.3.

TABELA 1.3 - Congéneres das dioxinas, furanos e bifenilas policloradas que

apresentem toxicidade relacionada com o receptor AhR.

Dibenzo-p-dioxinas Dibenzofuranos
: . PCBs

policloradas policlorados

2,3,7,8-TCDD 2,3,7,8-TCDD 3,3',4,4'-tetraCB (PCB77)

1,2,3,7,8-PeCDD 1,2,3,7,8-PeCDD 3,4,4' 5-tetraCB (PCB81)

1,2,3,4,7,8-HXCDD 2,3,4,7,8-PeCDD 3,3',4,4' 5-pentaCB (PCB126)

1,2,3,6,7,8-HXCDD 1,2,3,4,7,8-HXCDD 3,3,4,4'5,5'-hexaCB (PCB169)

1,2,3,7,8,9-HxCDD 1,2,3,6,7,8-HxCDD 2,3,3',4,4'-tetraCB (PCB105)

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD  1,2,3,7,8,9-HxCDD 2,3,4,4' 5-pentaCB (PCB114)

OCDD 2,3,4,6,7,8-HxCDD 2',3,4,4' 5-pentaCB (PCB123)
1,2,3,4,7,8,9-HpCDD 2,3,3',4,4'5-hexaCB (PCB156)
OCDD 2,3,3',4,4' 5'-hexaCB (PCB157)

2,3'4,4',5,5'-hexaCB (PCB167)
2,3,3'4,4',5,5'-heptaCB (PCB189)

A molécula mais toxica deste conjunto de substancias é a 2,3,7,8-
TCDD representada na FIGURA 1.7, sendo apontada por GROSSI (1993) como a
substancia de baixo peso molecular mais téxica ja identificada pelo ser humano,
tendo a sua toxicidade ultrapassada apenas por toxinas proteicas, como mostra a
TABELA 1.4. Novos estudos como a analise metaboldomica por LC-MS/MS
aparecem como ferramentas promissoras para a avaliagdo dos circuitos metabolicos
da 2,3,7,8-TCDD e sua real interagdo com o organismo (LIN et al., 2011).
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FIGURA 1.7 — Molécula de 2,3,7,8-TCDD, a mais toxica dos congéneres.

Inicialmente acreditava-se numa origem totalmente antropogénica das
dioxinas, associando-se 0 aumento da sua concentracdo no ambiente durante o
século XX com a industrializacdo. Todavia, GREEN et al. (2004) observaram que as
dioxinas estdo naturalmente presentes na natureza em nivel de tracos, em amostras
de solos e tecidos desde periodos anteriores a revolucdo industrial. Deste modo,
atribui-se também a presenca de dioxinas no meio ambiente a fenbmenos naturais,
como erupcbes vulcanicas e queimadas (FEDOROV, 1993; PEREIRA, 2004).
GULLETT et al. (2006) mostraram em estudos laboratoriais que a queima da palha
da cana previamente a colheita contribui para a presenca de dioxinas no ambiente,
com producdo de até 253ng de equivalentes téxicos de 2,3,7,8-TCDD por
quilograma de carbono queimada, corroborando com afirmacdo da formacdo de

dioxinas por queima de matéria organica.

TABELA 1.4 - Comparagdo entre concentragcdes de dose letal para diversos
compostos. Fonte — Adaptado de GROSSI, 1993

Substancia Massa Molar (g.mol™) Dose letal (g.kg™)
Botulinustoxina A 900.000 0,00003
Tetanustoxina 150.000 0,0001
Ricina 66.000 0,02
Crotoxina 30.000 0,2
Difteriotoxina 72.000 0,3
2,3,7,8-TCDD 320 1
Tetradoxina 319 10
Aflatoxina B1 312 10
Curare 696 500
Estricnina 334 500
Nicotina 162 1.000
Cianeto de sédio 49 10.000
Fenobarbital 232 100.000
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Dentre as diversas fontes geradoras de dioxinas, podemos citar
algumas de menor importancia como a industria de producdo de papel,
principalmente na etapa de clareamento da polpa, petroquimica, producdo de
herbicidas e inseticidas e diversos processos industriais que envolvam tratamentos
térmicos (DAVY, 2004; PEREIRA, 2004). Porém, como descrito por KULKARNI et al.
(2008a), as principais fontes de dioxinas geradas como subprodutos indesejaveis
sao os processos de combustédo, em especial incineradores.

A presenca de dioxinas em incineradores foi observada no fim da
década de 70 (OLLIE et al.,, 1977), e expandida para todos o0s processos de
combustéo incompletos onde possa ocorrer a presencga de cloro, de fontes naturais
ou industriais (BUMB et al., 1980). Desde entdo, o mecanismo de formacdo como
subproduto ndo intencional em diversos processos vem sendo minunciosamente
estudado por grupos de pesquisa ao redor do mundo. (MORIMOTO e TATSUMI,
1997; WEBER e SAKURAI, 2001; XHROUET et al., 2001; RYU et al., 2004; OBERG
et al., 2008; NOBREGA et al., 2009).

A combustdo de materiais contendo carbono e tracos de cloro com a
concomitante formacdo de PCDD/Fs pode ser explicada por dois mecanismos
principais, os quais ndo devem ser considerados como mutualmente exclusivos. O
primeiro aponta a formacdo por um processo homogéneo de fase gasosa de
dioxinas através de rearranjos moleculares de precursores aromaticos clorados ou
ndo, como radicais fenoxi, clorofendéis e clorobenzenos (ALTWICKER, 1996;
HUNSINGER et al., 1997; RYU et al., 2005a). O segundo mecanismo indica a
sintese de novo de dioxinas atraves de um processo heterogéneo envolvendo
oxidacdo e cloracdo de atomos de carbono da matriz por catalisadores como metais
de transicdo presentes na matriz, em especial o cobre (ADDINK e OLLIE, 1995; LI et
al., 2006). As teorias de formacdo através de precursores e de novo Sséao
eficientemente usadas para descrever o processo de formagdo como um todo,
porém ainda ha um debate com relacéo a importancia de cada um dos métodos na
formacdo dos congéneres, com trabalhos apontando resultados divergentes
(HUANG e BUEKENS, 1995; STIEGLITZ et al., 1997; WEBER et al.,, 1999;
EVERAERT e BAEYENS, 2002; TUPPURAINEN et al., 2003; STANMORE, 2004;
RYU et al., 2005b; BRIOIS, 2007; ALTARAWNEH et al., 2009). Ambos os

mecanismos podem ser observados na FIGURA 1.8.
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FIGURA 1.8 - Formagédo de dioxinas em processos de combustdo. Adaptado de

Tuppurainen et al., 2003.
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Apesar de processos industriais serem 0s principais responsaveis pela
liberacdo de dioxinas no ambiente, mais de 90% da exposicdo de humanos a
dioxinas é através da cadeia alimentar, com produtos de origem animal sendo os
responsaveis pela maior parcela (LIEM et al., 2000). Isto se deve principalmente
devido ao efeito chamado de biomagnificacdo, onde ocorre o acumulo de
substancias lipofilicas nos tecidos dos organismos ao longo da cadeia heterotréfica,
causando maior acumulo destas substancias toxicas aos seres vivos do topo da
cadeia alimentar (KANG et al., 2002). A TABELA 1.5 ilustra o consumo médio diario
de dioxinas um cidaddo norte-americano durante toda a vida (SCHECTER et al.,
2001).

TABELA 1.5 - Média norte-americana de consumo diario de dioxinas através da
alimentacéo. Fonte: SCHECTER et al., 2001.

TEQ® (pg.dia™) TEQ Total
Idade  Género Carne Peixe Laticinios Ovos Vegetais (pg.dia™)
Homem

0-1 e Mulher 252.0 252
1-11 Homem 32,8 4,8 74,8 59 25,6 144
Mulher 31,8 54 71,0 5,2 27,5 141
12-19 Homem 61,3 4,8 81,9 6,6 35,9 191
Mulher 41,5 4,2 57,7 45 25,0 133
20-79 Homem 61,7 14,5 49,1 9,5 36,4 171
Mulher 38,8 10,8 36,9 5,9 28,5 121
80+ Homem 38,9 3,0 38,7 8,6 36,3 126
Mulher 25,5 11,4 43,2 4.5 26,6 111

® Toxicidade Equivalente de 2,3,7,8-TCDD.

Por serem altamente resistentes a degradacdo e acumular no meio
ambiente, as dioxinas, furanos e bifenilas policloradas foram enquadradas pela
Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes Orgénicos Persistentes (2002),
documento elaborado pelo PNUMA (Programa das Nacdes Unidas para o Meio
Ambiente), num grupo de 12 substancias nomeadas como “Duzia Suja”, que
posteriormente foi ampliado para 21 classes de moléculas, conhecidas
coletivamente pelo nome de Poluentes Organicos Persistentes ou pelo acrénimo
POPs, derivado da sigla em inglés (Persistent Organic Pollutants). Medidas tomadas
pelos paises envolvidos no Tratado visam eliminar as fontes de producdo destes

POPs. Atualmente 170 paises ja aderiram ao Tratado, sendo o Brasil um dos
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responsaveis regionais da América Latina para o controle dos POPs através da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), nomeada em 2008
como centro regional para a Convencéo de Estocolmo sobre POPs, para os Paises
da América Latina e Caribe (COP3, 2007).

Como as formas de exposicao geralmente apresentam uma mistura
complexa de componentes, se faz necesséria a quantificacdo da atividade biol6gica
esperada usando uma meétrica comum. Para isso foi designado o congénere mais
potente 2,3,7,8-TCDD como referéncia, podendo ser a toxicidade de cada um dos
outros componentes comparativamente avaliada. A poténcia da mistura de dioxinas
€ entdo expressa em Toxicidade Equivalente de 2,3,7,8-TCDD, ou TEQ (Toxicity
Equivalent). O valor de TEQ para uma mistura é calculado pela somatoéria de todos
os valores obtidos pela multiplicacdo da massa ou a concentracdo de cada
congénere (Cj) que apresente caracteristica toxicas da classe de dioxinas por seu
Fator de Toxicidade Equivalente (TEF, Toxicity Equivalent Factor), como mostra a
Equacdo 1. Estes valores de TEF foram elaborados a partir de diversos ensaios
bioquimicos e toxicologicos (LAWRENCE, 2003).

TEQ = X1,(C; X TEF)) (1)

Desde o comeco da década de 90 a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) tem organizado diversas reunides como intuito de harmonizar
internacionalmente os valores propostos de TEF para dioxinas, furanos e bifenilas,
podendo assim disponibilizar recomendacdes para as autoridades reguladoras
nacionais. A Ultima atualizacdo foi publicada em 2006 (VAN DEN BERG et al.,
2006), e apresentam os valores descritos na TABELA 1.6.

Diversos acidentes e incidentes sao relatados na literatura, a
maioria nos ultimos 50 anos (SCHECTER et al. 2006; HITES, 2011). A principal
contaminacao por dioxinas é relacionada com o uso do Agente Laranja pelo exército
americano na guerra do Vietnd, uma mistura dos herbicidas acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido 2,4,5—triclorofenoxiacético (2,4,5-T) usada como
desfolhante e que continha 2,3,7,8-TCDD como impureza produzida durante a
sintese dos herbicidas. Estima-se entre 170-680kg de 2,3,7,8-TCDD despejadas
sobre o pais entre 1965 e 1970 (DWERNYCHUK et al., 2002). Acidentes no Japéao

em 1968 (Yusho disease) e em Taiwan em 1979 (Yucheng disease) devido ao
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consumo de 6leo de arroz contaminado por dioxinas afetou milhares de pessoas, e
seus efeitos vem sendo estudado até hoje como analise de contamina¢cdo humana a
longo prazo, sendo ainda observado diversos efeitos clinicos (GUO et al. 1997;
ONOZUKA et al., 2011).

TABELA 1.6 - Valores de Fator de Toxicidade Equivalente (TEF) para cada

congénere que apresenta caracteristicas de dioxinas.

Valores de TEF da OMS em 1998 e 2005

Composto OMS TEF 1998 OMS TEF 2005
Dibenzo-p-dioxinas policloradas
2,3,7,8-TCDD 1 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 1
1,2,3,4,7,8-HXCDD 0.1 0.1
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0.1 0.1
1,2,3,7,8,9-HXCDD 0.1 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.01 0.01
OCDD 0.0001 0.0003
Dibenzofuranos policlorados WHO TEF 1998  WHO TEF 2005
2,3,7,8-TCDF 0.1 0.1
1,2,3,7,8-PeCDF 0.05 0.03
2,3,4,7,8-PeCDF 0.5 0.3
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0.1 0.1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0.1 0.1
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0.1 0.1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0.1 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.01 0.01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.01 0.01
OCDF 0.0001 0.0003
PCBs nao substituidos em orto WHO TEF 1998  WHO TEF 2005
3,3',4,4'-tetraCB (PCB77) 0.0001 0.0001
3,4,4' 5-tetraCB (PCB81) 0.0001 0.0003
3,3,4,4' 5-pentaCB (PCB126) 0.1 0.1
3,3',4,4'5,5'-hexaCB (PCB169) 0.01 0.03
PCBs mono-orto-substituidos WHO TEF 1998  WHO TEF 2005
2,3,3',4,4'-tetraCB (PCB105) 0.0001 0.0003
2,3,4,4' 5-pentaCB (PCB114) 0.0005 0.0003
2,3',4,4' 5-pentaCB (PCB118) 0.0001 0.0003
2',3,4,4' 5-pentaCB (PCB123) 0.0001 0.0003
2,3,3',4,4',5-hexaCB (PCB156) 0.0005 0.0003
2,3,3',4,4'5'-hexaCB (PCB157) 0.0005 0.0003
2,3,4,4'5,5'-hexaCB (PCB167) 0.00001 0.0003
2,3,3',4,4'5,5'-heptaCB(PCB189) 0.0001 0.0003
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No Brasil, poucos trabalhos foram realizados sobre a questdo da
contaminagcao do ambiente por dioxinas, e em sua maioria realizados pela CETESB.
Um dos exemplos dos estudos da companhia (CETESB, 1996 e 2002) foi comparar
os valores de TEQ no ar das cidades de S&o Paulo, Araraquara e Cubatao.
Observou-se uma pequena reducdo na média dos valores de TEQ encontrados em
2002 quando comparados aos valores obtidos em 1996, atribuidos a menor
presenca de carros sem catalisadores apropriados. Num trabalho similar, Assuncao
et al. (ASSUNCAO et al., 2005; ASSUNCAO et al., 2008) observaram uma reducio
de 34,4% nos valores de TEQ de dioxinas no ar da cidade de S&o Paulo,
comparando dados de 2000-2001 com 2006. Uma revisdo sobre POPs no Brasil
feita por ALMEIDA et al. (2007) mostra como as dioxinas e furanos sdo compostos
ainda pouco estudados em territorio nacional quando comparado aos outros
componentes considerados como poluentes organicos persistentes. A Unica
legislacdo vigente até o momento € a resolucdo CONAMA 313 (2002), que limita a
0,50 ng/m*® de dioxinas em efluentes gasosos, porém a sua presenca em outras
matrizes ainda ndo é regulamentada.

As agéncias nacionais dos paises mais industrializados como EUA,
Japdo e membros da Unido Européia possuem métodos especificos para
determinacdo de dioxinas em diversas matrizes. Nos Estados Unidos atualmente
existem diversos métodos analiticos usados para determinacédo de dioxinas, sendo
0os métodos da Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) os mais
aplicados. A EPA 8280 usa espectrometria de massas de baixa resolugdo com
resultados em niveis de ppb a ppt, enquanto que EPA 8290 utiliza espectrometria de
massas de alta resolucdo com resultados na faixa de ppt a ppg, sendo ambos
descritos para matrizes como solo, agua, tecidos, efluentes, solidos, cinzas, entre
outros (US EPA, 2008). Entre os métodos que empregam instrumentagcdo com
detector por massas, empregados ndo s6 nos EUA como por outros paises como
membros da Unido Europeia e Japao, as metodologias de extracdo e clean-up sao
similares, geralmente empregando pré-tratamento acido seguido extracdo por
Soxhlet, aliado a uma etapa de limpeza de amostra usando colunas de silica multi
camadas e/ou colunas de florisil e carbono/celite, usando como método analitico de
separacédo e deteccdo cromatografia gasosa de alta resolucdo, usando a técnica de

diluicdo isotOpica para caracterizacdo e quantificacdo no espectrémetro de massas
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com impacto eletronico no modo positivo (EN 1996a; EN 1996b; EN1996c¢;
COMMISSION 2002a; COMMISSION 2002b; JIS, 2005; US EPA, 2008).

Apesar da existéncia de metodologias validadas pelas agéncias
nacionais de vigilancia de diversos paises, todas as etapas apresentam diversas
variacdes extensivamente estudadas, como o uso de técnicas de extracdo liquida
pressurizada (PREUD’HOMME e POTIN-GAUTIER, 2003; KIGUCHI et al., 2007),
extracdo por micro-ondas (CHIU et al., 1997), extracdo por CO, supercritico (VON
HOLST et al., 2000), extracdo em fase solida (FOCANT et al., 2006), fracionamento
e separacdo por HPLC (SIRIMANNE et al., 1996; RICHTER et al., 1997; MARTINEZ-
CORED et al., 1999; URANO et al., 2001), ionizacdo quimica a pressao atmosférica
assistida por benzeno em HPLC (PERAZOLLI et al., 2005) e detec¢cédo por massas
de baixa resolucdo (LATTUADA, 2003;). Diversas revisdes da literatura dedicam-se
a explorar as possibilidades existentes na avaliagdo analitica de dioxinas (LIEM,
1999; FOCANT et al., 2004; FOCANT et al., 2005; OLESZEK-KUDLAK et al., 2007;
REINER, 2010).

Além dos métodos analiticos descritos acima, existem os métodos
bioanaliticos para deteccdo e quantificacdo de dioxinas. E bem descrito na literatura
que as diferentes moléculas de PCDD/Fs e PCBs apresentam respostas diferentes
aos sistemas bioldgicos investigados, correlacionando sua concentracdo com a sua
toxicidade ou Poténcia Equivalente Relativa (REP) (SANCTORUM, 2007). Os
métodos biolégicos apresentam boa correlacdo com os resultados analiticos,
embora algumas vezes apresentem um resultado superestimado (FOCANT et al.,
2001), mostrando-se uma técnica complementar a metodologia analitica de maior
rapidez e menor custo, sendo caracteristicas que justificam a exploracdo da técnica
como ferramenta de triagem de amostras (BEHNISCH et al., 2001). As metodologias
atualmente validadas pela EPA incluem imunoensaios utilizando anticorpos
especificos para PCDD/Fs (OKUYAMA et al., 2004) (US EPA 4025), bioensaios
utilizando células geneticamente modificadas que contém o gene de producédo de
luciferase do vaga-lume (CALUX®) sob o controle trans-ativacional do receptor AhR
(US EPA 4435) e bioensaios através de técnicas de PCR para amplificacdo de
fragmentos de elementos de resposta de DNA a ligacdo de dioxinas a proteinas
contendo o AhR (US EPA 4430) (US EPA, 2008). Além de protocolos norte-

americanos, a comunidade europeia e 0 governo japonés também reconheceram os
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ensaios biolégicos como ferramentas na avaliacdo de dioxinas (MINISTRY, 2005;
TAKIGAMI et al., 2008).

1.3 — Biodegradacao de poluentes

Diversos processos fisico-quimicos ja foram elaborados para a
descontaminacdo de dioxinas, como tratamentos termais (STACH et al., 2000;
HASHIMOTO et al., 2004), fotdlise (ISOSAARI et al., 2005), oxidacdo Fenton (LEE
et al., 2009) e reducdo com catalisadores de paladio (UKISU e MIYADERA, 2004;
YANG et al., 2007; ZHANG et al., 2008) ou hipofosfito de sédio (WANG et al., 2006).
Recentemente, estratégias mais verdes como, por exemplo, o uso de liquidos
ibnicos como absorvente tem sido descrita por KULKARNI et al. (2008b). Entre as
desvantagens do uso de processos fisico-quimicos estdo o grande custo envolvido
na descontaminacdo de grandes areas, a complexidade tecnoldgica e a falta de
aceitacdo publica no uso de aterros ou incineragdo de residuos perigosos (WEBER,
2007). Neste sentido, a degradacdo de dioxinas usando organismos Vivos, ou
biorremediacao, se apresenta como uma alternativa ecoldgica e de baixo custo para
remediacdo de areas contaminadas, com vantagens como a realizacdo da
descontaminacdo on-site, eliminacdo permanente dos residuos, atuacdo durante
longos periodos e maior aceitacdo publica e governamental. (BOOPATHY, 2000;
VIDALI, 2003).

Por definicdo, biorremediacdo é o uso de organismos Vivos,
principalmente micro-organismos, para degradar contaminantes ambientais em
moléculas menos téxicas. Neste processo 0os compostos sdo transformados por
reacdes enzimaticas, sendo geralmente o resultado da acdo de um conjunto de
diversos micro-organismos presentes no mesmo ecossistema (VIDALI, 2003). A
degradacdo pode ocorrer pela acdo do metabolismo primario, onde o0 micro-
organismo utiliza o substrato téxico como fonte de carbono e energia, ou usando o
cometabolismo, através da inducdo de enzimas por outros substratos que
indiretamente atuam na biotransformacdo dos xenobioticos. Os processos podem
ocorrer de forma aerdbica, usando oxigénio como reagente como no caso das
enzimas dioxigenase e monooxigenase, ou entdo atuando de forma anaerdbica,

fazendo o uso de aceptores de elétrons, que de acordo a com disponibilidade e
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potencial redox podem ser nitratos, ferro, manganés, sulfato e didéxido de carbono
entre outros (BOOPATHY, 2000).

Os micro-organismos mais estudados como degradadores de dioxinas
sdo as bactérias, promovendo processos como oxidacdo aerobica e desclorinacéo
anaerdbica (HIRAISHI, 2003; FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008). Entretanto, a
maioria dos estudos com bactérias se limitam a dioxinas com até 3 atomos de cloro
(PARSONS e STORMS, 1989; SCHREINER et al., 1997; FIELD e SIERRA-
ALVAREZ, 2008), onde poucos avaliaram a capacidade de degradacdo de
congéneres com quatro ou mais atomos de cloro (HONG et al., 2002; HONG et al.,
2004; NAM et al., 2005).

Estudos indicam que fungos degradadores de lignina, conhecidos
como fungos de podridao branca (White Rot Fungi, WRF) sdo capazes de produzir
as principais enzimas de interesse biotecnolégico na remoc¢éo de xenobibticos pelos
fungos, onde se pode destacar a classe das degradadoras de lignina conhecidas
coletivamente pelo nome de ligninases, que compreendem as peroxidases como a
peroxidase de lignina (LiP, EC 1.11.1.14), peroxidase de manganés (MnP, EC
1.11.1.13) que séo capazes de oxidar substratos aromaticos ndo fendlicos em
cations acrilicos radicalares subsequentemente degradados por outros processos
nao enzimaticos, e as polifenol oxidases, também conhecidas como laccases
(benzenodiol oxigénio oxidoredutase; EC 1.10.3.2), estas oxidantes de substratos
aromaticos fendlicos (KIRK et al., 1992; EVANS E HEDGER, 2001). Os WRF
produzem e excretam estas enzimas extracelulares que sdo capazes de degradar
estruturas quimicas complexas através de subsequentes oxidacdes utilizando H,0;
produzido pelo proprio micro-organismo através de enzimas como a glioxal oxidase,
que reduz O, a H,0O, através da oxidacdo do glioxal a &cido glioxilico (KIRK et al.,
1992; MOREIRA et al., 2001). Estes sistemas de enzimas possuem sitios nao
especificos que permitem degradar outros compostos de estrutura complexa como
corantes, pesticidas, hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHs), PCBs,
organoclorados e dioxinas, se mostrando 6Otimos candidatos a biorremediacao
(VALLI et al. 1992; CAMERON et al., 2000; KUBATOVA et al., 2001; MORI e
KONDO, 2002; SUHARA et al.,, 2003; KRISHNAN et al., 2004; NAKAMIYA et al.
2005; LONGORIA et al., 2008; KAMEI et al., 2009; MORI et al., 2009; TORRES-
DUARTE et al., 2009).
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Apesar da conhecida capacidade microbiana de degradacéo de
dioxinas, apenas recentemente, ISHII e FURUICHI (2007) desenvolveram um
biorreator usando uma cepa de Pseudallescheria boydii, usada na descontaminacao
de um solo contendo dioxinas diminuindo a TEQ em até 60% apos 48 horas de
tratamento. NAM et al. (2008) desenvolveram um biorreator composto de uma co-
cultura de 4 cepas de bactérias (Sphingomonas sp. HH69, Sphingomonas wittichii
RW1, Pseudomonas veroni PH-03 e Paenibacillus sp. VSE5L) e 5 de fungos
(Phanerochaete chrysosporium DSM6909, Phanerochaete chrysosporium DSM1556,
Irpex sp. KW3, Trametes sp. CH2 e Fusarium sp. VSO7) degradadores de dioxinas
para biorremediacdo de cinzas volantes de um incinerador de residuos solidos,
obtendo uma diminuicdo de 68,7% da toxicidade da matriz depois de 21 dias de
cultivo. Para o crescimento concomitante de todas as espécies dentro do biorreator,
foram incorporadas uma suspensao de células bacterianas crescidas todas em
conjunto no mesmo meio e uma mistura contendo os micélios dos fungos crescidos
separadamente, em uma proporcéo de 1:4 (m/m).

Apesar do grande estudo com relacédo aos fungos de podriddo branca,
poucos descrevem a producdo de enzimas lignoliticas Uteis no processo de
biorremediacao por outros tipos de fungos (BETTS e DART, 1988; D’'SOUZA et al.,
1996). Recentemente a descolorizacdo de efluentes usando géneros de Fusarium e
Aspergillus, (PANT e ADOLEYA, 2007; GOMAA et al.,, 2010; ERUM e AHMED,
2011; GOMAA e MONTAZ, 2011) e a capacidade de fungos saprofiticos marinhos
de degradar pesticidas como o diclorodifenildicloroetano (DDD) (ORTEGA et al.,
2011) abriram uma nova gama de opcbes de micro-organismos capazes de

degradar xenobioticos para serem avaliados.

1.4 — Estratégias qualitativas e quantitativas para selecao de micro-
organismos e determinacao da eficiéncia de degradacéao

N&o apenas a capacidade de degradacdo do micro-organismo deve ser
avaliada, mas também a utilidade deste como biorremediador. Uma tarefa
importante € avaliar a toxicidade dos subprodutos formados pelo metabolismo do
xenobidtico a ser transformado, de forma que a composicéo resultante do processo
de biotransformacdo ndo seja igual ou mais toxica que o composto de partida
(WEBER, 2007). De fato, a Convencéo de Estocolmo sobre POPs (2001) em seu
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artigo 6°, paragrafo 1, Alinea d), item ii), afirma que residuos de POPs devem ser
preferencialmente destruidos ou irreversivelmente transformados, sendo critico que
0s meétodos de destruicdo ndo criem subprodutos que sejam eles mesmos
contaminantes. Caso nao seja possivel, a sua disposicédo deve ser feita atendendo
normas regionais e globais de gerenciamento de residuos perigosos. Assim,
métodos analiticos devem expandir o seu foco ndo apenas para a avaliagdo
quantitativa de degradacdo, mas também para a elucidacdo dos produtos de
degradacédo, que além de serem avaliados quanto a sua toxicidade, podem servir de
prospecc¢édo para a avaliagdo dos sistemas enziméticos utilizados na biodegradacéo
dos xenobioticos.

1.4.1 — Uso de corante como ferramenta de triagem para escolha de micro-
organismos candidatos a biorremediacao

A capacidade de descolorizagcdo de corantes por micro-organismos foi
primeiramente avaliada com os ensaios desenvolvidos por GLEEN e GOLD em
1983. Desde entdo, vém sendo amplamente estudada como método para remocao
de corantes em efluentes e minimizacdo da producédo de residuos industriais (ALI,
2010). Outro interesse neste tipo de biotransformacéo € a possibilidade de utilizacao
destes métodos como ferramenta de identificacdo de fungos produtores de enzimas
com atividade lignolitica (MOREIRA et al.,, 2001; MANJI e ISHIHARA, 2004;
PATRICK et al., 2011). O corante azul brilhante de remazol R (Remazol Brilliant Blue
R, RBBR) é um dos mais utilizados corantes antraquinénicos da industria téxtil, e
sua estrutura esta representada na FIGURA 1.9. Este corante é frequentemente
usado como material de partida na producao de pigmentos poliméricos (SOARES et
al., 2001), e pode ser usado como representante de uma classe de poluentes
organicos toxicos e recalcitrantes, devido a alguma similaridade estrutural com
certos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos como o antraceno (VYAS e
MOLITORIS, 1995; MECHICHI et al., 2006).

A capacidade microbiana de degradacdo de corantes sintéticos vem
sendo usada como parametro essencial na selecdo de possiveis candidatos para
processos de biorremediacdo de outros xenobidticos importantes, como bisfenol A,
PAHSs, organoclorados, PCBs e dioxinas (CHROMA et al., 2002; SATO et al., 2002;
MANJI e ISHIHARA, 2004; TAKAHASHI et al., 2005; VITALI et al., 2006; SIRIPONG

et al.,, 2009; PASSARINI et al., 2011). Os sistemas enzimaticos dos micro-
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organismos capazes de promoverem a degradacao dos corantes também podem ser
isolados e usados diretamente no processo de biodegradagéo, como na degradacao
de RBBR por bilirrubina oxidase (EC 1.3.3.5) de Myrothecium sp. IMER1 (LIU et al.,
2009) e na degradacdo de RBBR por laccase isolada de Trametes pubescens
(OSMA et al., 2010; RODRIGUEZ-COUTO, 2011). Em uma nova e interessante
abordagem, VALLE-VIGON E FUERTES (2011) imobilizaram laccase comercial em
nanoparticulas magnéticas, conseguindo degradar >90% do corante RBBR mesmo
apos sucessivos ciclos de aplicacdo, expandindo ainda mais a capacidade de

atuacao de enzimas lignoliticas de baixa especificidade de substratos.
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FIGURA 1.9 — Estrutura do corante Remazol Brilliant Blue R.

1.4.2 — Utilizac&o de congéneres de menor toxicidade

Para poder realizar a analise dos produtos de degradacdo das
dioxinas, uma quantidade relativamente alta precisa ser incorporada ao meio de
cultivo, para geracdo de uma quantidade observavel de intermediarios. Devido a
extrema periculosidade relacionada com a manipulacdo dos congéneres de maior
toxicidade, e a necessidade de laboratérios dedicados com instrumentacao analitica
de alta tecnologia, uma estratégia prudente € a de iniciar os trabalhos com

moléculas que apresentam um risco menor, como a 1,2,3,4-TCDD (FIGURA 1.10).
Cl
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FIGURA 1.10 — Estrutura da molécula 1,2,3,4-tetracloro dibenzo-p-dioxina (1,2,3,4-
TCDD)
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BROWN et al. (2002) demonstraram a aplicabilidade da 1,2,3,4-TCDD
como padrao de referéncia para avaliacao da eficiéncia de recuperagcdo em métodos
de analise de dioxinas, independente do tipo de andlise, devido a sua inatividade
bioldgica, porém propriedade fisico-quimica similar. Apés a adicdo do padrdo em um
extrato, a concentragdo de 1,2,3,4-TCDD usada foi facilmente detectada por GC-
ECD sem interferir na eluicdo e quantificacdo dos outros picos. Todavia, 0 composto
nao causou aumento na resposta de bioensaios, mostrando nao ter atividade
biolégica com relacdo aos receptores AhR, fator responsavel pela extrema
toxicidade das dioxinas, o que confirmou a possibilidade de seu uso como padréo
interno para andlise da eficiéncia de um método de manipulacéo de dioxinas.

Alguns autores apresentam resultados sobre a degradacéo da 1,2,3,4-
TCDD por micro-organismos. Esta molécula é usada como um dos modelos para os
estudos do mecanismo de declorinagdo anaerdbica de dioxinas por bactérias em
sedimentos e culturas. Um resumo dos principais resultados obtidos por diversos
grupos estdo no trabalho de FIELD e SIERRA-ALVAREZ (2008). Utilizando
degradacdo aerdbica, HONG et al. (2002 e 2004) usaram as bactérias
Sphingomonas wittichii RW1 e Pseudomonas veronii PH-03, conseguindo degradar
13,2% e 18% de 1,2,3,4-TCDD em 120 horas, observando a formacao de 3,4,5,6-
tetraclorocatecol e 2,3,4,5-tetracloro-6-metoxifenol como principais produtos de
degradac&o com a cepa de Sphingomonas, mas apenas 3,4,5,6-tetraclorocatecol em

culturas de Pseudomonas.
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2 - Objetivos

O trabalho realizado visou abordar diversas aproximagdes na tentativa

de criar ferramentas que possibilitem a triagem de micro-organismos candidatos a

degradacéao de dioxinas. Entre os objetivos especificos, destacam-se:

A avaliacdo qualitativa da degradacdo do corante RBBR por micro-
organismos em placas de meio de cultura sélido;

A influéncia da leira de compostagem aerobica e de seus componentes
avulsos no crescimento microbiano;

Avaliagdo quantitativa da capacidade de degradacéo do corante RBBR
em meio de cultura liquido por micro-organismos, através da
otimizacao, validacdo e aplicacdo de um método analitico utilizando
HPLC-MS/MS no modo SRM, identificacdo de possiveis produtos de
degradacdo e elucidacdo de uma possivel rota metabdlica para os
compostos identificados.

Avaliacdo quantitativa da capacidade microbiana de remocgao da
1,2,3,4-TCDD em meio de cultura liquido, avaliando técnicas de HPLC-
MS/MS e GC-MS como formas de separacdo e caracterizacdo, além
da busca por possiveis produtos de degradacao.

Comparacao entre a capacidade de remocao do corante e da dioxina,
para determinar a eficiéncia do corante RBBR como ferramenta de
triagem na selecdo dos micro-organismos candidatos a

biorremediagao.
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3 — Materiais e Métodos

3.1 — Solucbes e Reagentes
3.1.1 - Solventes

Agua deionizada ultra pura (18Q) foi obtida através de um equipamento
Milli-Q® da marca Millipore, utilizada para o preparo e solu¢des e como fase moével
para cromatografia liquida.

Agua ultra pura proveniente de um sistema de filtragem e osmose
reserva foi usada para o preparo dos meios de cultivo.

N,N-dimetilformamida da marca J.T.Baker foi usado para o preparo de
solucdes padréo de 1,2,3,4-TCDD.

Acetato de etila P.A. J.T.Baker, foi usado para extracdo do meio de
cultura e preparo de solu¢des padréo diluidas de 1,2,3,4-TCDD.

Acetonitrila grau HPLC da marca J.T.Baker e Metanol grau MS da

marca Tedia foram degaseificados e usados como fase mével cromatogréfica.

3.1.2 — Meios de cultivo

Meio de cultura cérebro-coracdo-agar (BHA), batata-dextrose-agar
(BDA) e batata-dextrose (BD) da marca Hi-Media foram preparados de acordo com
instrugdes do fabricante e usados para o crescimento microbiano.
Polisorbato 80 da marca Sigma foi utilizado para auxiliar na solubilizacdo da
1,2,3,4-TCDD em meio de cultura BD e BDA aquoso.

3.1.3. - Padrdes analiticos

Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) da Sigma-Aldrich foi utilizado em
solugcbes padrdes para preparo de amostras nos experimentos de degradacédo de
corante.

1,2,3,4-tetraclorodibenzo-p-dioxina  (1,2,3,4-TCDD) adquirida da
empresa UnitechUSA (Medley, FL, EUA) foi utilizada como molécula padrdo para

estudos de degradacao das dioxinas.
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4,5-diclorocatecol adquirido da empresa Sigma-Aldrich foi usado como
padrdo interno para as analises de 1,2,3,4-TCDD.

3.2 — Micro-organismos, fungos e amostras de campo

Os fungos Aspergillus aculeatus e Aspergillus flavus foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho, do Laboratério de Bioquimica
Micromolecular de Microorganismos (LaBioMMI) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos. Estes micro-organismos foram escolhidos por
apresentarem uma vasta producdo de metabdlitos secundarios de diferentes grupos
quimicos, bem como a capacidade de biotransformacédo de substratos semelhantes
as dioxinas (FUJII et al., 1988; RODRIGUES, 2006).

Os fungos Aspergillus fumigatus e Phanerochaete chrysosporium, e as
bactérias Sphingomonas capsulata e uma cepa até o momento nao identificada
denominada “02-1" foram fornecidas pela empresa Krion AgroSciences, escolhidas
por jA serem utilizadas no processo de compostagem dos outros residuos da
inddstria sucroalcooleira.

O preparo do meio de cultura foi realizado seguindo as instru¢des do
fabricante. Os meios foram preparados pela adicdo de uma quantidade exata de
meio de cultura em p6 em agua destilada, todos com agitacdo até a completa
dissolugdo do solido. A agua utilizada foi proveniente do sistema de filtragem e
osmose reserva descrito na secéo 3.1.1. Para o meio BHA, a proporcao usada nos
experimentos foi de 52 g.L™, para o meio BDA 39g.L™ e para o meio BD foi usada a
proporcao de 24g.L™.

Apoés a solubilizacdo do meio em pdé em agua, os meios de cultura
foram autoclavados sob pressao a 121°C por 20 minutos, vedados com uma rolha
de algodao coberta por um chapéu de papel, sendo utilizados apés o resfriamento
em uma camara de fluxo laminar previamente esterilizada.

As bactérias em solucédo de células e fungos em solucédo de esporos
foram mantidos em solucéo de esporos a 4°C. Quando necessario, foram inoculados
e mantidos em placas de Petri contendo meio BDA ou BHA, a 25°C e fotoperiodo de
12 horas, sendo as placas contendo os micro-organismos repicados a cada 5 dias

no caso das bactérias e quinze dias no caso de fungos para novas placas.
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Amostras de bagaco prensado e triturado de cana-de-acUcar, torta do
filtro rotativo do caldo da cana-de-agucar, cinza da caldeira, solo do patio da usina e
a mistura que constitui a leira de compostagem foram obtidos na usina Sao José da
Estiva, localizada no municipio de Novo Horizonte-SP. A amostra de leira de
compostagem contém todos os componentes citados acima, além da incorporacéo
de fosforita, cama de galinheiro e um conjunto de micro-organismos utilizados para

aceleracdo do processo de compostagem aerdbica.

3.3 — Espaco fisico e instrumentacao

3.3.1 — Laboratorio de Microbiologia

Os procedimentos experimentais que envolveram manipulacéo
microbiolégica foram realizados no Laboratério de Bioensaios, parte integrante do
Instituto Nacional de Ciéncia de Tecnologia - Controle Biorracional de Insetos Praga
(INCT-CBIP), sediado no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal
de Sé&o Carlos. O laboratério é equipado com uma autoclave vertical, fluxo laminar,
agitador orbital, microscopio 6tico e camara incubadora BOD marca com controle de
temperatura e fotoperiodo.

3.3.2 - Cromatdégrafos

As analises instrumentais foram realizadas no Departamento de
Quimica. Para as analises por cromatografia gasosa, foi utilizado equipamento GC-
17A da Shimadzu (Shimadzu Corporation). O software utilizado para tratamento de
dados foi 0 GCMS Real Time Analysis.

Para as andlises cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado um
conjunto de equipamentos Agilent 1200 series (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA), configurado com um degaseificador G1322A, bomba quaternaria G1311A,
auto injetor G1367B, compartimento de coluna termostatizado G1316A e um
detector de arranjo de diodos (DAD) G1316A. O software usado para operacao do

equipamento foi o Analyst 1.5.1.
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3.3.3 — Espectrometros de Massas

A saida de cromatografo gasoso foi acoplada a um espectrometro de
massas QP5000 Shimadzu (Shimadzu Corporation), usando uma fonte de ionizacao
por ionizagao por impacto de elétrons no modo positivo (El+), aplicando 70eV como
energia de ionizagao.

A saida do cromatografo liquido estava ligada em linha com um
espectrometro de massas com analisador por triplo quadrupolo API™ 2000
(AB/MDS Sciex, Framingham, MA, USA). Foram utilizadas duas interfaces de
ionizacdo em pressao atmosférica (API), ionizacao por electrospray através de uma
fonte TurbolonSpray® (ESI-MS) e ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI-
MS).

3.4 — Metodologias

3.4.1 — Andlise Qualitativa da degradacédo do corante RBBR

Para a realizacdo do experimento, foram preparadas placas de Petri
com meio de cultura sélido conforme descrito na secao 3.2, acrescida de corante na
proporcdo de 0,05% m/v, que corresponde a concentracdo de 0,5g.L™, adicionado e
homogeneizado ao meio apos a esterilizacdo e antes deste ser vertido em placas de
Petri de 9cm de diametro. Aproximadamente 30mL de solugdo foram despejados em
cada placa. Foram utilizados os meios BDA para os fungos e BHA para bactérias.

Apos o resfriamento e solidificacdo do meio de cultura, os micro-
organismos foram inoculados nas placas. Para os fungos, foi usado um disco de
micélio de 5mm, retirado de placas de Petri previamente incubadas contendo
colénias de 5 dias. Para as bactérias, foi aplicado 10uL de uma solucdo aquosa de
preservacao diretamente no centro da placa

A avaliacdo foi feita diariamente, através da inspecado visual de cada
placa, procurando-se por aquelas que apresentassem diminuicdo da coloracao
azulada caracteristica do corante RBBR ou a formacdo de halos de descoloracao

nas extremidades do crescimento.
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3.4.2 — Avaliacéo da influéncia de componentes da leira de compostagem no
crescimento microbiano

A avaliacdo dos componentes da leira de compostagem no
crescimento microbiano teve como objetivo determinar da capacidade microbiana de
crescer e atuar como biorremediador na presenca de diversos componentes soélidos
constituintes da leira. Essa determinacgdo foi importante, pois ha a necessidade do
micro-organismo ser capaz de crescer e biodegradar poluentes ndo apenas em
meios de cultura laboratoriais proprios para crescimento microbiano, mas também

em ambientes que simulem as leiras de compostagem aerdébica ja utilizadas.

3.4.2.1 — Montagem dos experimentos

Para o experimento, foram utilizados os fungos Aspergillus aculeatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e Phanerochaete chrysosporium. Na
montagem dos experimentos foram selecionados 11 tratamentos através da
incorporacdo dos componentes em quantidades especificas em meio de cultura
BDA, como descrito na TABELA 3.1.

TABELA 3.1 - Tratamentos utilizados na avaliagdo do crescimento microbiano para
afericdo da influéncia dos constituintes das leiras de compostagem em seu
crescimento. Em negrito esta destacada a sigla utilizada para identificacdo dos

experimentos

Tratamento Sigla Quantidade
Meio de cultura BDA (controle) (BDA) -
Bagaco de cana-de-acucar moido (BG) 1:15 m/v
Cinza de bagaco de cana-de-acucar (C2) 1:15 m/iv
Torta de filtro rotativo (TF) 1:15 m/iv
Solo do patio da usina (TE) 1:15 m/iv
Mistura da leira esterilizada (BioE) 1:15 m/iv
Mistura da leira ndo esterilizada (BioN) 1:15 m/iv
Corante RBBR (RBBR) 0,05% m/v
1,2,3,4-TCDD + Polissorbato 80 + DMF (DD) 0,026uM + 0,1%v/v + 0,33%v/v
Polissorbato80 (TW) 0,1% viv
DMF (DMF) 0,33%v/v
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O meio de cultura foi preparado de acordo com a descricdo na se¢ao
3.2. Os tratamentos contendo componentes solidos como bagaco, cinza, torta, solo
e leira de compostagem, a incorporacdo dos mesmos foi realizada antes de
autoclavar o meio de cultura a 121°C por 20 minutos. A adicdo de RBBR foi
realizada utilizando o mesmo protocolo descrito na se¢do 3.4.1. Um tratamento
contendo a leira de compostagem sem a etapa de esterilizagdo foi preparado
através da adicdo da mistura da leira ap0Os a esterilizacdo, porém antes de verter a
suspenséo nas placas.

Devido a baixa solubilidade das dioxinas em &gua, uma solucéo
estoque em DMF estéril contendo 1,2,3,4-TCDD na concentragéo de 2mg.mL™ foi
preparada e incorporada no processo, apés a esterilizacdo do meio de cultura, com
concomitante adicdo de polissorbato 80 para auxiliar na dispersédo dos solutos. Para
confirmar os resultados, foram montados experimentos de controle contendo apenas
polissorbato 80 ou DMF, além de um terceiro controle contendo apenas BDA,
utilizado como referéncia.

Cada tratamento foi realizado em triplicata, sendo avaliados os quatro
fungos. Em cada placa foi inoculada no centro um disco de micélio de 5 mm de
didmetro, retirado de uma placa de BDA contendo uma colGnia previamente ativada
por 5 dias a 25°C e fotoperiodo de 12 horas (FIGURA 3.1). As placas inoculadas
foram mantidas em incubadora sob as mesmas condi¢cdes durante 15 dias. A cada
24 horas foram realizadas medidas de crescimento micelial a partir do centro da
placa em duas dire¢cbes perpendiculares.

FIGURA 3.1 — Experimentos de crescimento microbiano em meio solido. Na foto,

placas de BDA contendo diversos tratamentos em estufa B.O.D.
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3.4.2.2 — Tratamentos Estatisticos

Com os valores diarios de crescimento, foi obtido o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) das espécies para cada tratamento
através da equacao 1, desenvolvida por MAGUIRE (1962) para taxa de germinagao
de sementes e aplicada por OLIVEIRA (1991) e NECHET (1999) para crescimento
microbiano, onde D é a medida do dia, D, é a medida do dia anterior, e N é o
namero de dias. Este indice é utilizado como parametro para a avaliacao
comparativa do crescimento de micro-organismos em diferentes meios de cultura
(DIAS et al., 2005).

ey =2t 1)

Para a comparacdo dos valores de IVCM de cada tratamento, foram
utilizadas duas ferramentas estatisticas. A primeira fornece uma avaliacdo qualitativa
da semelhanca entre as diferentes médias, conhecida como agrupamento pareado
nao ponderado baseado na média aritmética (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean, UPGMA) (SOKAL E MICHENER, 1958), comumente utilizado para
avaliacdo de semelhanca fenética de linhagens (LOZUPONE e KNIGHT, 2005). Esta
técnica permite organizar os dados de acordo com a média de cada conjunto de
tratamentos de uma maneira na qual os valores médios de crescimento mais
proximos se agrupem primeiro através de um método de agrupamento aglomerativo
ou hierarquico. Desta forma, os tratamentos ficam dispostos em um grafico de
dendograma, que permite inferir a semelhanca entre os tratamentos.

A outra ferramenta utilizada para agrupamento de multiplas médias é
conhecida como teste de Scott-Knott (SCOTT e KNOTT, 1974), o qual permite
utilizar as médias do indice de crescimento micelial dos tratamentos para realizar o
agrupamento dos valores em diferentes grupos, sendo possivel afirmar que os
tratamentos séo estatisticamente semelhantes aos outros tratamentos do mesmo
grupo, porém estatisticamente diferentes com relacdo aos tratamentos dos outros
grupos. Desta maneira, torna-se possivel inferir quais componentes sao mais
semelhantes entre si, e quais apresentam inibicdo ou promocao de crescimento
guando comparados aos controles devido ao agrupamento em conjuntos distintos.
Segundo SILVA (1998) algumas vantagens deste teste com relacdo aos outros

testes de agrupamento de multiplas médias como teste t, Tukey, Bonferroni, Duncan
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e Student-Newman-Keuls esta na auséncia de ambiguidade no momento de
agrupamento, ndo permitindo a classificagdo de uma mesma média em mais de um
grupo como ocorre nos outros testes (BORGES E FERREIRA, 2003) e no maior
controle das taxa e erro do tipo I, que ocorre quando se afirma através dos
resultados obtidos que estatisticamente existe diferenca entre as médias quando de
fato ndo existe (GIRARDI et al., 2009). Este tipo de teste vem sendo utilizado com
sucesso em diversos trabalhos que necessitam comparar o crescimento microbiano
sob influéncia de diversos fatores (NASSER et al., 2003; PEREIRA et al., 2011)

Para a obtencdo dos agrupamentos das meédias pelo teste de Scott-
Knott foi utilizado o software SISVAR (FERREIRA, 2008), desenvolvido no
departamento de Ciéncias Exatas da universidade Federal de Lavras disponivel no

site http://www.dex.ufla.br/~danielff/softwares.htm.

3.4.3 — Andlise qualitativa e quantitativa da capacidade de biodegradacao do
corante RBBR.

Para obter uma nocdo mais precisa da capacidade microbiana de
degradacdo do corante e entender as possiveis biotransformacfes dos substratos
através da investigacdo dos produtos de degradacdo formados, foi necessario

desenvolver um novo experimento em meio de cultura liquido.

3.4.3.1 — Montagem do experimento de degradacao do corante em meio liquido

Para a realizacdo deste experimento, os seguintes fungos foram
selecionados: Aspergillus aculeatus, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e
Phanerochaete chrysosporium. O meio de cultura BD foi preparado como descrito na
secdo 3.2. Adicionou-se 1,2 gramas do meio de cultura BD em p6 em 50mL de agua
destilada em um erlenmeyer de 250mL, agitado até a completa dissolucdo e
autoclavado a 121°C por 20 minutos. Apés o resfriamento do meio em uma camara
de fluxo laminar estéril, 25mg de RBBR foi incorporado em cada erlenmeyer, com
leve agitacdo até a completa dissolucdo do corante. Na sequencia foi adicionado um
disco de micélio de 5mm de diametro, proveniente de uma placa de Petri com
colonias de 5 dias em meio BDA foi adicionado. Para experimentos de controle,
foram montados tratamentos sem inoculo, avaliando-se a degradacdo natural do
corante em meio de cultura BD, e outro tratamento contendo micro-organismos,
porém sem o uso do corante RBBR, para comparacdo do crescimento microbiano e
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como uma amostra branco para a busca por produtos de degradacdo. Cada
tratamento foi realizado em triplicata. A Figura 3.2 ilustra a concepc¢do dos

tratamentos utilizados neste experimento.

FIGURA 3.2 — Representacdo dos experimentos de cultivo de micro-organismos em
meio liquido com corante RBBR. A esquerda, meio de cultura liquido BD com

incorporacgéo do corante RBBR. A direita, 0 meio de cultura sem aditivos.

Os experimentos foram mantidos sem agitacao (estatico) e a luz e
temperatura ambiente (25°C) por 30 dias. A cada 5 dias apds a inocula¢do do micro-
organismo, aliquotas de 1mL eram retiradas do meio de cultura usando ponteira e
pipetador esterilizados, transferidas para um tubo eppendorf de 15mL e
centrifugadas a 14000rpm por 40 minutos, numa temperatura de 4°C. Na sequéncia,
um volume de 400uL do sobrenadante foi separado para andlise dos produtos de
degradacdo. Uma aliquota de 10uL foi retirada e diluida para 10mL com &gua
deionizada, preparando a amostra para analise quantitativa por HPLC-ESI-MS/MS
seguindo a metodologia “diluir e injetar” (dilute-and-shoot, DAS) comumente usada
para deteccdo de drogas em matriz biolégica. Esta técnica consiste na diluicdo da
matriz em solvente para que diminua as interferéncias como forma de pré-
tratamento de amostra. Esta aproximacéo é valida quando a concentra¢do do analito
€ alta e os componentes da matriz ndo co-eluem e/ou interferem na ionizacdo da
amostra (RUZO e CLASS, 2001). MCCAULEY-MYERS et al. (2000) comparou o
método DAS com uma metodologia ja validada de extracdo liquido-liquido em
plasma canino, obtendo resultados semelhantes com relagéo a robustez do método,
contudo a economia de tempo de pré-tratamento e analise reduziu em mais de 50
vezes. OJANPERA (2008) relatou uma diferenca de 11% entre os métodos de
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extracao validados e de DAS para analise de drogas de abuso por LC-TOFMS e LC-
CLND. Da mesma forma, GU et al. (2010) validaram um método para analise de um
inibidor de vy-secretase em plasma humano, obtendo valores similares de
recuperacéo e efeito de matriz para tratamento por DAS e SPE. FITZGERALD et al.
(2012) também compararam resultados obtidos para drogas de abuso pelo preparo
de amostra por DAS com resultados obtidos em laboratorios referenciados, obtendo

100% de concordancia entre os resultados obtidos

3.4.3.2 — Otimizagéo e validagdo do método analitico por HPLC-ESI-MS/MS para
quantificacdo do corante RBBR

Os parametros usados para otimizacdo do meétodo analitico foram
obtidos através da area da banda cromatografica e da relacéo sinal-ruido (S/N) entre
a altura do pico correspondente ao corante e a linha de base, na busca do menor
valor para o limite de deteccdo. Para isso alguns parametros cromatograficos como
fator de retencéo e principalmente espectrométricos foram avaliados.

Para a avaliacdo dos parametros cromatogréaficos, foram verificadas
diferentes combina¢des com relacdo a coluna, composicao e vazdo da fase movel,
aditivos organicos para a por¢cdo aquosa da fase moével e temperatura da coluna,

sendo os componentes avaliados nas condicdes descritas na TABELA 3.2.

TABELA 3.2 - Variaveis cromatograficas exploradas para otimizacdo da seletividade
cromatografica para o corante RBBR.

Coluna Fase Movel  Proporcéao (v/v) Aditivo Vazao T (°C)
Zorbax® H,O:ACN 5:95 HCOOH 0,01- 03mL 25
SB-Phenyl® 0,05% (V/v)
Eclipse® H,0:MeOH 30:70 CH3;COOH 0,7mL 30
XDB C18° 0,05-0,1% (V/v)
Prevail® 60:40 TEA 0,01-0,05% 1,0mL 35
c18° (vIv)

Legenda. XDB: Extra-Dense Bond (capeamento duplo dos grupos silandis); C18:
Octadecilsilano; ACN: Acetonitrila; MeOH: Metanol; HCOOH: Acido férmico;
CH3COOH: Acido acético; TEA: Trietilamina

34.6x250mm, 5pm , °4.6x150mm, 5pm , ©2.1x150mm, 3pm.
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Para prevenir a entrada de interferentes que poderiam diminuir o
desempenho e até mesmo entupir a entrada das colunas, foram usadas colunas de
seguranca ligadas a entrada das colunas. Para as colunas contendo como fase
estaciondria C18, foi utilizada uma coluna de guarda Phenomenex® C18
4,6x12,5mm, 5pm, com filtro de entrada com poros de 2um. Para a coluna Zorbax®
SB-Phenyl, foi utilizada uma coluna de guarda Zorbax® SB-Phenyl 4,6x12,5mm,
5um, com filtro de entrada com poros de 2um.

Para otimizacdo do espectrobmetro de massas, foram avaliados
parametros dependentes do analito para MS e MS/MS as transicbes de maior
intensidade necessarias para a identificagcdo por modo SRM, o potencial de
desagregacao (DP), potencial de focalizacdo (FP), potencial de entrada (EP),
voltagem do TurbolonSpray® (IS), energia do gas de colisdo (CAD), energia de
colisdo (CE) e potenciais de entrada e saida da célula (CEP e CXP
respectivamente). Estes parametros foram avaliados usando infusdo direta de uma
solucdo de RBBR 10pug.mL™ na vazdo de 10upl.min®. Para os parametros
dependentes da fonte como a altura e distancia da sonda do TurbolonSpray® (Vert e
Horiz, respectivamente), gas de cortina (CUR), gas nebulizador (GS1), gas de
aguecimento (GS2) e temperatura da fonte (TEM) foi utilizado uma solucédo aquosa
de 1pg.mL™ por injecdo em fluxo utilizando como fase mével H20:ACN (65:35) (v/v)
previamente selecionada nos parametros cromatograficos. E importante ressaltar
gue para uma melhor adequacao entre as vazoes usadas para promover a melhor
separacdo cromatogréfica e para a insercdo do analito no espectrébmetro de massas,
um divisor de fluxo foi adaptado na interface do cromatografo com o espectrometro,
direcionando apenas um terco da vazao total para a entrada da fonte de ionizacao.

A validacdo do método analitico foi realizada avaliando parametros
cromatograficos e espectrométricos recomendados nas instrucfes da Resolucao n°
899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), sendo

observadas as seguintes figuras de mérito:

e Estabilidade da amostra durante o tempo de preparo e analise, e por ciclos de
congelamentos curtos e longos;

e Seletividade e especificidade do método com relacdo a interferentes da
matriz;

e Recuperacao da amostra em diferentes matrizes;
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e Efeito da matriz na quantificacéo;

e Limites de quantificacdo (LOQ) e deteccédo (LOD);
e Linearidade;

e Precisao;

e Exatidao.

Para a avaliacdo da estabilidade da amostra a temperatura ambiente,
foi preparada uma amostra de RBBR de concentracdo de 250ng.mL* pela
incorporacéo de uma solucdo estoque de RBBR 1,0mg.mL™* em meio de cultura BD,
avaliada a cada duas horas durante 24 horas. O coeficiente de variagdo relativo foi
determinado apOls integracdo da banda cromatografica do sinal referente ao
composto avaliado. Para a avaliacdo do ciclo de degelo, uma nova amostra de
RBBR de concentracdo de 250ng.mL™ foi preparada, e analisada ap6s sucessivos
intervalos de congelamento/descongelamento, em intervalos de 0,1, 2, 10 e 20 dias,
sendo novamente avaliado o coeficiente de variacao relativo dos resultados obtidos.

A avaliacdo da seletividade do método com relagdo aos interferentes
da matriz foi feita através da comparacdo entre amostras com e sem RBBR
cultivadas sobre as mesmas condi¢fes, procurando por compostos que possam ter
0 mesmo tempo de retengcdo e as mesmas transi¢cdes escolhidas para o modo SRM.

Para avaliacao do efeito de matriz, foram utilizadas amostras de RBBR
preparadas em duas concentracdes, em trés diferentes matrizes (dgua destilada,
meio de cultura BD e meio BD cultivado com Aspergillus flavus) através da adi¢céo
de uma solucao estoque de RBBR as matrizes. Apds o preparo, as amostras foram
submetidas aos mesmos tratamentos e analisadas por HPLC-ESI-MS/MS. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, e a avaliacao realizada com relacdo a
variancia entre as amostras e entre os diferentes grupos de amostras.

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram obtidos através de
diluicdes sucessivas de uma solucéo padronizada de RBBR, comparando os valores
de altura do pico no cromatograma até alcancarem as relacfes de 10 e 3 vezes a
razéo sinal/ruido para o LOQ e LOD respectivamente.

A faixa dindmica de trabalho foi avaliada através da analise de
amostras de RBBR preparadas em &gua pela diluicdo de uma solucédo padrédo de
concentracdo 1mg.mL™, em 10 concentracdes diferentes, em um intervalo entre 6,25
ng.mL™ e 500 ng.ml™. A partir dos valores obtidos pela integracdo da area sob a
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curva do pico referente ao RBBR nos cromatogramas, foi construido um grafico de
area vs concentracdo, obtendo-se através da aplicacdo de regressao linear pelo
meétodo por minimos quadrados uma equacao de regressao referente aos dados da
curva de calibracdo. Para aferir a eficiéncia da regressdo, foram avaliados
parametros como o coeficiente de correlacdo R? o desvio padrdo de cada ponto
utilizado para construcao da reta de regressao, a exatidao e a preciséo.

Para verificar a precisdo do método foram avaliadas trés solucbes de
RBBR em concentracdes diferentes, sendo a primeira limitada até 120% do valor
usado no primeiro ponto da curva, a segunda entre 40-60% do maior ponto da curva
e a terceira entre 90-100% do maior ponto da curva. As amostras foram preparadas
em quintuplicata e analisadas em um Unico dia para verificacao da repetitividade ou
precisao intra-dia, e preparadas e analisadas em trés dias ndo consecutivos para
verificacdo da precisdo intermediaria ou precisdo inter-dias. A partir dos valores
obtidos foi calculado o desvio padrdo s(X) e o coeficiente de variacdo CV(%) para

cada concentracao de acordo com as equacfes 2 e 3 respectivamente.

s(X) = \/ﬁ x Y7 (% — %)’ ()

V(%) =2 x 100 3)

onde x; séo os valores de cada medida, n € o numero de valores obtidos para

cada concentracdo e ¥ a meédia obtida para cada concentracdo. As amostras
utilizadas para estabelecer a exatiddo do método foram de mesma concentracéo

utilizadas para a medida de precisdo, sendo estabelecida através da equacéao 4.

Exatidio (%) =

x 100 (4)

teorica

3.4.3.3 — Investigacado qualitativa da degradacdo do corante RBBR em meio de
cultura BD

Além dos dados quantitativos do corante RBBR, € de extrema
importdncia a identificacdo dos produtos de degradacdo decorrentes da

metabolizacdo do composto pelos micro-organismos, garantindo assim que nao

41



ocorra a formacgdo de produtos de maior periculosidade. Além disso, estes dados
ajudam a elucidar as enzimas e 0s mecanismos envolvidos nas etapas de
degradacéo.

Para a andlise, um gradiente exploratério foi elaborado facilitando a
separacdo dos componentes e ao mesmo tempo garantindo a eluicdo da maior
quantidade possivel de produtos de degradacdo de interesse. A fase moével foi
composta de agua deionizada como solvente aquoso (A) e acetonitrila como
solvente organico (B). O gradiente aplicado € descrito na TABELA 3.3. A
temperatura do forno da coluna foi mantida em 30°C, com vazao de fase de
0,7mL.min™* e um volume de injecéo de 20pL.

TABELA 3.3 - Gradiente exploratorio usado na andlise qualitativa da degradacéo do
corante RBBR.

Tempo (Min) % A %B
0.00 95 5
10.00 95 5
25.00 30 70
40.00 30 70
40.01 95
60.00 95

Os parametros espectrométricos foram mantidos os mesmos do item
3.4.3.2, porém os cromatograma foram adquiridos no modo de aquisicdo full scan,
com varredura de massas entre 90-450Da. A partir do cromatograma de ions totais
(Total lons Chromatogram, TIC) foram construidos cromatogramas de ions extraidos
(Extracted lons Chromatogram, XIC) para cada valor de massas. Desta maneira, foi
realizada uma busca em cada unidade de massa por sinais que estivessem
presentes nas replicatas dos experimentos que continha o corante RBBR, porém

nao estivessem presentes nas amostras controle para 0 mesmo micro-organismo.

3.4.4 — Andlise qualitativa e quantitativa da degradacéao da 1,2,3,4-TCDD

A capacidade microbiana de degradagéo da 1,2,3,4-TCDD foi avaliada

com o intuito de identificar possiveis interacbes negativas entre a presenca de
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compostos organoclorados e 0s micro-organismos, além de verificar a possibilidade
da utilizacdo destes na biorremediacdo de xenobidticos de alta toxicidade como as

dioxinas.

3.4.4.1 — Montagem do experimento

Quatro cepas de fungos foram utilizados neste experimento:
Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus aculeatus, Aspergillus flavus e
Aspergillus fumigatus.

Os micro-organismos foram cultivados em frascos individuais em meio
BD, preparado na proporcdo descrita na secao 3.2, através da adicdo de 912mg do
meio de cultura em p6 em 38mL de agua destilada num erlenmeyer de 100mL de
plastico com tampa de rosca, autoclavado por 20 minutos a 121°C. Apls a
esterilizacdo e resfriamento do meio de cultivo em uma camara de fluxo laminar
previamente esterilizada, um disco de 5mm de didmetro de uma cultura do fungo
cultivada em BDA, incubada em B.O.D. a 25°C e fotoperiodo de 12 horas por 5 dias
foi retirado e adicionado ao erlenmeyer contendo o meio de cultura, que foi fechado
com a tampa. Os frascos foram posicionados em posicao estatica, a temperatura
ambiente, com iluminacdo proveniente de duas lampadas programadas com
fotoperiodo de 12 horas.

Apos 5 dias de crescimento, foi incorporado ao meio de cultura 40uL de
polissorbato 80 (Tween 80) para auxiliar a solubilidade da dioxina, e entdo foi
adicionado uma solucdo estoque de 1,2,34-TCDD em DMF de concentracao
2mg.mL™*, para obter uma concentracdo final de 100pg.mL™. Experimentos de
controle foram elaborados com amostras contendo apenas 0os componentes do
meio, sem a presenca de micro-organismos, para avaliar a degradacédo de dioxinas
durante o prazo do experimento, e tratamentos contendo o meio inoculado com
micro-organismos com incorporacdo da mesma quantidade de DMF sem dioxina,
para excluir a influéncia do solvente no crescimento microbiano.

Aliguotas de 1mL de cada amostra foram retiradas no tempo t=0 logo
apos a incorporacao do substrato, e em seguida as tampas foram vedadas com filme
plastico e os fungos mantidos nas mesmas condicbes de crescimento. Novas
aliquotas foram retiradas em t=5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias, em bancada de fluxo
laminar previamente esterilizada. Os frascos novamente foram vedados e mantidos

sob as condi¢des de crescimento.
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As aliquotas de 1mL foram centrifugadas por 40 minutos, a 14000rpm e 4°C
para precipitacdo da biomassa. Foram retiradas duas aliquotas, para experimentos
distintos. Uma primeira aliquota, de 300uL, foi separada e utilizada para analise por
HPLC-MS. Uma segunda aliquota de 400uL foi separada e extraida com 400uL de
acetato de etila resfriado. Apés a separacéo das fases, o acetato foi transferido para
um novo recipiente, seco sob Na,SO, e uma aliquota em acetato retirada para
analise por GC-MS.

3.4.4.2 — Anédlise instrumental

As amostras foram avaliadas qualitativamente e quantitativamente
usando técnicas de cromatografia liquida e gasosa, ambas acopladas a
espectrometros de massa com ionizacdo por impacto de elétrons no modo positivo.

Na cromatografia liquida, os parametros utilizados foram adaptacdes
do trabalho de PERAZOLLI et al. (2005), usando uma coluna analitica C18 Regis
3um, 100x2,1mm, com fase movel isocratica 100% metanol com vazdo de 0,5
mL.min™. A saida do cromatégrafo foi acoplada e um espectrémetro de massas triplo
quadrupolo utilizando uma fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica no
modo negativo, mais sensivel para compostos organoclorados do que o modo
positivo (CHERNETSOVA et al., 2002). Os parametros espectrométricos avaliados
para a otimizacao do aparelho foram o potencial de desagregacéao (DP), potencial de
focalizacdo (FP), potencial de entrada (EP), voltagem da descarga da agulha corona
(NC), altura e distancia da sonda do nebulizador (Vertl e Horizl respectivamente),
altura e distancia da agulha corona (Vert2 e Horiz2 respectivamente), gas de cortina
(CUR), gas nebulizador (GS1), gas de aquecimento (GS2) e temperatura da fonte
(TEM). ApoOs a avaliacdo dos parametros acima, foram otimizados os valores para o
modo SRM, como energia do gas de colisdo (CAD), energia de colisdo (CE) e
potenciais de entrada e saida da célula (CEP e CXP respectivamente). Como a fonte
de APCI requer vazGes maiores para a operacao otimizada do que a fonte ESI, néo
foi possivel utilizar o mecanismo de infusédo direta através da seringa de 1mL usada
nos experimentos com a fonte de ESI. Portanto, toda a otimizagéo foi feita através
de injecdo em fluxo usando uma vazdo de metanol de 490puL.min™ proveniente da
bomba de HPLC, usando uma juncdo em T para insercdo de uma solugdo de
1000pg.mL™* de 1,2,3,4-TCDD em tolueno através de uma seringa sendo empurrada

por um braco pneumatico a vazdo de 10pL.min™, resultando na entrada na fonte
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APCI de uma vazdo de 500 pL.min™ de uma solugdo com concentracdo nominal de
20pg.mL™ de 1,2,3,4-TCDD.

et e
1,2,3,4-TCDD E - —
1000 pg.mL-"
MeOH .
490 pL.min-!
500pL.min-!
e

1,2,3,4-TCDD
20pg.mL-t

10 yL.min-!

HPLC

FIGURA 3.3 - Esquema ilustrativo da otimizacdo por injecdo em fluxo para a 1,2,3,4-
TCDD.

Para as andlises por GC-MS, foi utilizada uma coluna DB-5 com
30mx0,25mm i.d., com revestimento de 0,25um de espessura. A temperatura do
injetor e da interface foram ajustados em 280°C. A rampa de temperatura utilizada
esta descrita na TABELA 3.4, com duracédo de 13,5 minutos. A quantificacao foi feita
através do uso de 1,2,4,5-tetraclorobenzeno como padrdo interno, com o
espectrometro de massa sendo avaliado tanto no modo full scan como operando no
modo de monitoramento de ions Unicos (SIM, Single lon Monitoring), que aprimora
os limites de deteccdo através da fixacdo de unidades de m/z especificas para

avaliagdo, sem a necessidade da varredura de ions num intervalo grande.

TABELA 3.4 - Rampa de temperatura do forno de coluna para as analises de
1,2,3,4-TCDD por GC-MS.

Taxa de aumento (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)

70 1
25 245 0
10 290 1
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Foram observadas figuras de mérito relevantes para a validacdo do
método analitico como seletividade, linearidade, eficiéncia de recuperagdo, LOQ,
LOD, precisdo e exatiddao, usando os mesmos parametros utilizados na validacdo
anterior (ANVISA, 2003).

Além da quantificagdo foi realizada uma varredura por produtos de
degradacédo da 1,2,3,4-TCDD, na expectativa de elucidar a possivel rota metabdlica

de degradacéao
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4 - Resultados e Discussoes

O fungo Aspergillus fumigatus foi fornecido como amostra
desconhecida pela empresa Krion AgroSciences, e sua identificacdo através de
padrées morfologicos de crescimento e analises microscopicas foi realizada, com os

resultados apresentados na FIGURA 4.1.

FIGURA 4.1 - Caracterizagdo microscopica e morfolégica da cepa 01-10,
reconhecida como Aspergillus fumigatus. A) Imagens de microscépio e crescimento
micelial da cepa obtidas no laboratério de microbiologia do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos. B) imagens de microscopio e
crescimento micelial de cepas identificadas como Aspergillus fumigatus
evidenciando a semelhanca (TURGUT et al., 2008).

A empresa Baraina Comércio e Industria Ltda. EPP obteve junto a
diversas empresas privadas andlises da cinza e da fuligem da caldeira de queima do
bagaco, da torta de filtro e do composto organico da leira de compostagem, com 0s
resultados dispostos no anexo |. Pode-se perceber um nivel de TEQ maior nas
amostras da caixa de cinzas das caldeiras, corroborando com dados da literatura
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sobre a presenca destes contaminantes neste tipo de matriz, sendo o valor
encontrado de 38,1 ngTEQ por kg de cinza dentro da faixa observada por YIVE e
TIROUMALECHETTY (2008). Pode-se perceber também a auséncia de dioxinas nas
amostras de torta de filtro, eliminando a possiblidade de entrada de dioxinas em
quantidades significativas através do processo de beneficiamento da cana-de-
acucar, e a grande diminuicdo da quantidade de dioxinas nas amostras da leira de
compostagem, indicando que a fonte principal de contaminacdo seja realmente a
cinza da queima do bagaco da cana e que a diluicdo realizada pela proporcéo de
cinza utilizada na mistura que vai para a compostagem ja € eficiente na diminuicéo
do nivel de toxicidade equivalente do produto final, porém nédo o suficiente para que
0 produto esteja dentro dos limites maximos de contaminac¢édo se forem observados
parametros internacionais. Desta forma, reforca-se a necessidade de métodos que
venham a promover ainda mais a diminui¢cao da toxicidade total do composto apds o
processo de compostagem aerdbica.

4.1 — Analise qualitativa da degradacéo do corante RBBR

Neste trabalho a andlise qualitativa visou atribuir uma técnica simples e
eficiente para a avaliacdo da capacidade microbiana de degradacdo do corante
RBBR. O corante RBBR foi escolhido por ser um corante muito utilizado na industria
e possuir semelhanca estrutural com metabdlitos produzidos pela biotransformacao
de compostos toxicos de interesse para a biorremediagcdo como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (SOARES et al., 2001; MECHICHI et al., 2006).

Durante o periodo de realizacdo do experimento, pode-se observar
comportamentos distintos dos micro-organismos com relacdo a capacidade de
degradacé&o do corante.

As bactérias Sphingomonas capsulata e a cepa 02-1 ndo apresentaram
sinais de degradacdo do corante, seja por via enzimatica ou por adsorcdo. Apesar
de em apenas trés dias toda a placa se encontrar colonizada pelas bactérias, tanto
em placas com meio de cultivo com corante como em placas de controle sem
corante, ao fim dos quinze dias de experimento as placas dopadas com RBBR
apresentam a mesma colora¢do do inicio do experimento, indicando que nao houve
processo de biodegradacdo, e a coloragcdao do biofilme bacteriano de ambos os

meios com e sem corante apresentavam mesma coloragcédo, esbranquicado para a
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cepa de Sphingomonas capsulata e amarelado para a cepa 02-1, confirmando a
auséncia de adsorcao do corante. A FIGURA 4.2 mostra as placas contendo culturas

das bactérias apos 15 dias de crescimento.

A) Al A2 B) B1 B2

1=+ ¥ R

\".

FIGURA 4.2 - Placas inoculadas com bactérias apés 15 dias de crescimento. A)
Sphingomonas capsulata, A1) com corante e A2) sem corante e B) cepa 02-1, B1)

sem corante e B2) com corante.

O fungo Phanerochaete chrysosporium também apresentou taxa de
crescimento acelerada, preenchendo completamente a placa em apenas 3 dias de
crescimento. Apesar deste fato, durante os 12 dias restantes de experimento pode-
se perceber uma mudanca na coloracdo do meio de cultura com rela¢do ao controle,
bem como uma mudanca de coloracdo do micro-organismo entre os tratamentos,
como mostra a FIGURA 4.3. Pode-se também notar que o meio ainda reteve uma
tonalidade azulada, aparente através da coloracao branca do micélio.

Avaliando o resultado do cultivo de P. chrysosporium observou-se que
houve descoloracdo do corante pela acdo do micro-organismo, porém nao foi
possivel avaliar se a descoloracdo acentuada do corante do meio foi devido a acao
de degradacao enzimatica ou um simples processo fisico de adsor¢cao do corante

RBBR no micélio do fungo.
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FIGURA 4.3 - A) Placa com corante RBBR inoculada com P. chrysosporium apos 24
horas, e B) Apds 15 dias, mostrando a diferenca de coloracéo entre as culturas B1)

com corante e B2) sem corante.

As cepas pertencentes ao género Aspergillus foram as que
apresentaram maior capacidade de descoloracdo do corante RBBR. O fungo
Aspergillus aculeatus apresentou a taxa de colonizagdo mais lenta entre os micro-
organismos testados, ndo sendo capaz de colonizar toda a placa mesmo apés o fim
do experimento, ocupando 80% da area da placa em média. Ap6s os 15 dias de
experimento, observou-se adsorcdo de corante no micélio, acompanhado de

descoloracéo do meio de cultura, como mostra a FIGURA 4.4.

B) BL

S

FIGURA 4.4 - Crescimento de Aspergillus aculeatus em meio BDA com RBBR ap0s
A) 3 dias e B) 15 dias, mostrando o micro-organismo em meio BDA B1) sem corante
e B2) com corante RBBR.

O fungo Aspergillus fumigatus apresentou acelerada producédo de
micélio, com alta incidéncia de colbnias crescendo em todas as dire¢cdes, mas nao

necessariamente seguindo o mesmo padrao circular de crescimento observado para
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os outros fungos. Apds os 15 dias de experimento, em média 92% das placas se
encontravam preenchidas por micélio. Este micro-organismo foi capaz de promover
avancada descoloracdo do corante, principalmente apdés o décimo dia. Todavia, a
coloracdo azulada dos esporos do fungo ndo permitiu uma avaliacao visual precisa
da capacidade de adsor¢cdo do RBBR pelo micélio como mostra a FIGURA 4.5.
WANG e HU (2008) observaram apenas adsorcdo de RBBR por A. fumigatus
imobilizados em carboximetilcelulose, porém seus resultados foram baseados

apenas na falta de novas bandas no espectro de UV-Vis.

FIGURA 4.5 - Crescimento de Aspergillus fumigatus em meio BDA apés 15 dias A)
Meio com corante, e B) sem corante. Pode ser observada a auséncia do corante em
partes do meio de cultura com corante e dificuldades na observacdo da adsorcéo do

corante pelo micélio.

A avaliacdo qualitativa buscando fungos capazes de degradar o
corante RBBR foi finalizada analisando o fungo Aspergillus flavus. Este micro-
organismo apresentou os melhores resultados com relacédo a capacidade microbiana
de descoloracdo do RBBR e uma taxa de crescimento intermediaria entre as cepas
de Aspergillus, de 84% do total da placa apés os 15 dias de cultivo. O A. flavus
apresentou uma caracteristica de dificil manuseio, com tendéncias de formacao de
novas colénias em todas as dire¢cdes devido a alta producdo de esporos por esta
espécie. Como ilustrado na FIGURA 4.6, a partir de 4 dias de cultivo pode-se
observar uma forte tendéncia de descoloracdo do corante RBBR, ocorrendo
inclusive em regides aonde o micélio ainda ndo havia se desenvolvido, devido
possivelmente a acdo de enzimas extracelulares. Esta mudanca na coloracdo foi um
dos motivos pelo qual o uso dos corantes foi utilizado como ferramenta para indicar

a presenca de enzimas lignoliticas produzidas pelos micro-organismos (MACHADO
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et al., 2005). A descoloracédo continuou de forma constante durante todo o restante
do experimento, sendo que ao final dos 15 dias de cultivo praticamente todo o
corante tinha sido removido do meio de cultura. Apesar de neste caso a degradacao
enzimatica ser claramente a maior responsavel pela remocdo do RBBR do meio,
também pode ser observado a adsor¢cdo de uma parcela do corante no micélio do

fungo.

A B) B1
Y 7

f

FIGURA 4.6 — Cultivo de Aspergillus flavus em meio BDA. A) llustrando a
capacidade de descoloracdo do corante ap6s 4 dias de crescimento. B) Apos 15
dias de experimento, pode-se observar a diferenca de cores entre o fungo cultivado

B1) sem corante e B2) com corante.

Como resultados desta triagem preliminar neste experimento, pode-se
observar diferentes comportamentos dos micro-organismos perante a capacidade de
descoloracéo do corante RBBR em meio de cultivo sélido. As bactérias utilizadas no
presente experimento ndo apresentaram resultados positivos quanto a descoloragéo
do corante RBBR e, portanto, foram excluidas dos experimentos seguintes. Entre os
fungos, os do género Aspergillus apresentaram o0s melhores resultados,
especialmente a espécie Aspergillus flavus, para a qual foi observada a remocéo do
corante RBBR em quase sua totalidade apds 15 dias de cultivo. Um resumo dos
resultados segue na TABELA 4.1, relacionando os micro-organismos utilizados com
sua capacidade de remocédo do corante do meio de cultura através de processos de

adsorcao e descoloracéao.
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TABELA 4.1 - Analise qualitativa de descoloracdo do corante RBBR por micro-

organismos.

Micro-organismo Adsorcao Descoloragéo Legenda
Sphingomonas capsulata - - - Nenhuma
02-1 - - Atividade
Aspergillus aculeatus ++ + ¥ quuena
_ atividade
Aspergillus flavus ++ +++ ++ Média
Aspergillus fumigatus + ++ Atividade
. +++ Alta

Phanerochaete chrysosporium + + -
ySosp Atividade

A observacao visual da descoloragédo do corante RBBR em placas de
meio de cultura sélido € importante devido a rapidez e simplicidade com que se pode
avaliar a capacidade microbiana de degradacdo do corante. SATO et al. (2002)
utilizaram a capacidade microbiana de degradacdo de um corante sintético para
reduzir uma colecdo de mais 1500 espécies de micro-organismos diferentes para
apenas 11 através de métodos de triagem usando a degradacdo do corante RBRR
como parametro de avaliacdo, obtendo entre estas espécies um fungo capaz de
degradar mais de 90% de 2,7-diclorodibenzo-p-dioxina. VITALI et al. (2006) usou
uma metodologia similar para selecionar dentre 55 espécies os candidatos a
biodegradacdo de organoclorados, encontrando uma espécie de Eupenicilum

crustaceum que foi capaz de remover até 30% dos componentes clorados.

4.2 — Avaliagdbes da influéncia de componentes da leira de
compostagem no crescimento microbiano

As placas contendo os tratamentos inoculados com micro-organismos
foram dispostas em incubadora B.O.D. com controle de temperatura e luminosidade.
A medicdo do crescimento micelial em duas dire¢cdes perpendiculares foi realizada a
cada 24 horas, durante um periodo de 15 dias.

Passados os 15 dias de coleta de dados, uma planilha com os valores
diarios de crescimento micelial foi elaborada, obtendo-se os valores de indice de
Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) descritos na TABELA 4.2. Estes indices
foram aplicados para a producdo de duas séries de graficos para cada fungo, o
grafico de Scott-Knott para diferenciacdo e agrupamento de mdultiplas meédias a 5%

de probabilidade, e o gréfico de andlise de agrupamento por UPGMA, mostrando
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qualitativamente a semelhancga ou diferenga entre os valores através da disposicao
dos tratamentos em um grafico de dendograma construido pela média de seus
valores de IVCM.

TABELA 4.2 - Valores de IVCM obtidos para os fungos analisados, nos tratamentos

descritos na sec¢éo 3.4.2.

IVCM
Tratamentos  A.aculeatus A.flavus A.fumigatus P.chrysosporium
BDA 0,633 0,571 0,612 3,000
DMF 0,631 0,543 0,562 2,600
T™W 0,673 0,535 0,527 3,000
RBBR 0,524 0,538 0,594 3,000
DD 0,627 0,577 0,576 3,000
BG 0,718 0,563 0,612 3,000
TF 0,639 0,577 0,596 3,000
TE 0,712 0,610 0,632 3,000
Ccz 0,873 0,640 0,673 1,800
BioE 0,795 0,598 0,555 0,952
BioN 0,275 0,468 0,563 0,437

Legenda. BDA: Batata-Dextrose-Agar (controle); DMF: Dimetilformamida (controle);
TW: Polissorbato 80 (Controle); RBBR: corante RBBR; DD: 1,2,3,4-TCDD; BG:
Bagaco de cana-de-acgucar; TF: Torta de filtro; TE: Solo do patio da usina; CZ: Cinza
de bagaco de cana-de-acucar; BioE: Leira de compostagem esterilizada; BioN: Leira

de compostagem nao esterilizada.

Para o fungo Phanerochaete chrysosporium foram observadas a
presenca de quatro grupos (al, a2, a3 e a4) bem definidos como mostra a FIGURA
4.7, que apresenta 0os agrupamentos realizados pelo teste de Scott-Knott para as
médias dos valores de IVCM apresentados para cada tratamento. Os tratamentos
controle (BDA, DMF e TW) se encontram agrupados em a4, assim todos o0s
tratamentos ndo pertencentes a este grupo apresentaram algum tipo de inibicdo de

crescimento em alguma proporgao.
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FIGURA 4.7 - Agrupamento de médias de crescimento por Scott-Knott, para o fungo
Phanerochaete chrysosporium

O primeiro grupo al contém apenas o tratamento contendo a leira de
compostagem néo esterilizada (BioN), demonstrando que o crescimento microbiano
foi fortemente afetado. A influéncia do tratamento BioN no crescimento do
Phanerochaete chrysosporium foi fortemente afetada pela presenca de outros micro-
organismos na leira ndo esterilizada. Todavia, percebe-se pelo tratamento contendo
leira de compostagem esterilizada (BioE), agrupado em a2 e que apresentou uma
inibicdo do crescimento do fungo em menor intensidade, que a composicéao fisico-
guimica da leira € um fator de extrema influéncia para o crescimento do fungo. O
grupo a3, associado apenas ao tratamento CZ apresentou uma leve inibicdo de
crescimento e corrobora com a proposta de que alguns componentes da leira devem
causar a supressdo de crescimento micelial, como no caso da prépria cinza e 0s
outros micro-organismos associados a leira ndo esterilizada. A série a4 representa o
grupo de todos os outros oito tratamentos incluindo o controle (BDA, BG, DMF, TE,
TW, RBBR, DD, TF), indicando que a presenca destes componentes nao afetaria o
desenvolvimento micelial. Um ligeiro efeito da presenca de DMF pode ser observado
no crescimento, contudo a mudancga nao foi considera estatisticamente significante a
5% de probabilidade. Os outros sete tratamentos pertencentes ao grupo a4
demonstraram crescimento igual devido ao intervalo de tempo diario entre as
medidas aplicado no método de avaliagao.

A FIGURA 4.8 demonstra a analise de agrupamento por UPGMA. Os

tracos coloridos indicam a relagdo dos grupos obtidas através do modelo de Scott-
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Knott, evidenciando a grande diferengca entre os trés grupos al, a2 e a3 que
sofreram inibicdo de crescimento, e a diferenca destes para o grupo a4.

= BDA|
DD |
TF |
BG |
TE |

RBBR |

T™W —

. DMF

CZ

BioN

0,0 0,5 1,0 15 20 25 3,0 35
Linkage Distance

FIGURA 4.8 - Analise de agrupamento por UPGMA para o fungo Phanerochaete
chrysosporium. Os tracos correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de

Scott-Knott. al = Verde, a2 = Azul, a3 = Laranja, a4 = Preto

A partir das andlises de agrupamento pode-se avaliar que o fungo
Phanerochaete chrysosporium néo sofreu inibicdo de crescimento quando exposto a
xenobidticos como a 1,2,3,4-TCDD ou o corante RBBR na concentracao utilizada, o
gue o torna um potencial alvo para o estudo da capacidade de biodegradacéo.
Naturalmente seu crescimento pode ser afetado de maneira drastica dependendo
dos componentes utilizados na montagem da leira.

Para o fungo Aspergillus aculeatus, foram obtidas trés divisdes al, a2 e
a3. A FIGURA 4.9 mostra o grafico de agrupamento de médias pelo modelo de
Scott-Knott obtido para os tratamentos. A presenca dos trés controles (BDA, DMF e
TW) no grupo a2 indica a inibicdo de crescimento nos tratamentos do grupo al
(BioN), e promocgéao de crescimento nos tratamentos integrantes do grupo a3 (BioE e
C2).
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FIGURA 4.9 - Agrupamento de médias de crescimento por Scott-Knott aplicado aos

tratamentos experimentais para o fungo Aspergillus aculeatus

Novamente uma forte inibicdo de crescimento micelial foi encontrada
no tratamento BioN, posicionado de maneira avulsa no grupo al. Foi constatado que
a baixa velocidade de colonizacdo do micro-organismo permitiu que outras cepas
microbianas se desenvolvessem mais rapidamente, prejudicando o crescimento do
fungo devido a fatores como o amensalismo. O grupo a2 contém oito tratamentos
incluindo o controle (RBBR, DD, DMF, BDA, TF, TW, TE, BG), e ndo apresentaram
variacdo estatistica no valor de IVCM. Todavia pode-se observar uma ligeira
variagao do valor de IVCM do tratamento RBBR com relagdo aos outros tratamentos
do grupo a2. O grupo a3 apresenta dois tratamentos, BioE e CZ, e indica um
aumento no crescimento quando comparado com o meio de cultura BDA. O valor
maximo de crescimento foi obtido com o tratamento aonde foi incorporada a cinza do
bagaco de cana, mostrando que nestas condi¢cdes, além de ser um substrato que
nao interfere no crescimento deste micro-organismo ele ainda favoreceu o
crescimento, pois cinzas de material vegetal como o bagaco da cana-de-acucar
podem ser fonte de macro nutrientes como Ca, P e K e micro nutrientes como B, Cu
e Zn, além de causar o aumento de pH do meio, 0o que pode favorecer certas
espécies de fungos (AVERY et al., 2008). Como 0s outros componentes da leira
testados ndo diferiram estatisticamente do controle além da cinza do bagaco da
cana, pode-se inferir que a causa do tratamento BIiOE promover o crescimento
microbiano deve-se a presenca de cinza entre seus constituintes. KRISHNAN et al.

em 1954 evidenciou a promocéo de crescimento de Aspergillus niger em meio de
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cultura incorporado com cinza vegetal, guando comparado com 0 crescimento em
meio BDA sem a adi¢éo da cinza.

Através da andlise de agrupamento por UPGMA representada na
FIGURA 4.10, pode-se identificar a separacdo feita pelo modelo de Scott-Knott,
como também identificar as similaridades na velocidade de crescimento do fungo

Aspergillus aculeatus entre tratamento do mesmo grupo.

- BDA
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DD
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Linkage Distance
FIGURA 4.10 - Analise de agrupamento por UPGMA para o fungo Aspergillus
aculeatus. Os tracos correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de Scott-

Knott. al = Vermelho, a2 = Azul, a3 = Verde.

Analisando a FIGURA 4.10 pode-se inferir de modo qualitativo a que a
maior semelhanga ocorreu entre os tratamentos DD e o controle DMF, mostrando
que nao houve influéncia do solvente DMF, nas concentragdes utilizadas, no
resultado de crescimento microbiano obtido para o tratamento contendo as dioxinas.
Além disso, percebeu-se uma maior distancia de separacdo entre o grupo al e o
grupo contendo os tratamentos controle BDA, DMF e TW (a2), do que entre o grupo
a2 e 0 grupo que apresentou sinais de promocao de crescimento (a3), mostrando
qgue a inibicdo pelo grupo al foi mais significante do que a promog¢ao causada pelos
tratamentos do grupo a3.

O fungo Aspergillus fumigatus mostrou-se mais robusto, sofrendo uma
menor influéncia do fator composicdo dos meios de cultura, como mostra o
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agrupamento obtido pelo modelo de Scott-Knott na FIGURA 4.11. Da mesma forma
gue o anterior, o modelo separou os tratamentos em trés grupos, al, a2 e a3, com a
presenca dos controles no grupo a2, indicando os tratamentos que causaram
inibicdo do crescimento microbiano em al e 0s que promoveram 0 crescimento em
a3.

Aspergillus fumigatus

IVCM

TW BioE DMF BioN DD RBBR TF BDA BG TE cz

Tratamentos

FIGURA 4.11 - Gréfico de agrupamento de médias pelo método de Scott-Knott para
o fungo Aspergillus fumigatus.

Diferentemente das espécies P. chrysosporium e A. aculeatus, o fungo
Aspergillus fumigatus nos exemplos avaliados apresentou 0 grupo al composto por
5 tratamentos (TW, BioE, DMF, BioN e DD) que indicam uma inibicdo do
crescimento micelial com relagdo ao controle BDA. Neste grupo estdo as amostras
de 1,2,3,4-TCDD, bem como os dois controles relacionados a ela (TW e DMF), nao
sendo possivel avaliar se a inibicdo esta correlacionada ou ndo com a presenca de
dioxinas. De fato, o indice de crescimento micelial para o tratamento com dioxinas
foi superior comparando-se a seus controles (6,14% maior que DMF, 9,50% maior
que TW) pode ser o indicio da promocao de crescimento pela presenca da 1,2,3,4-
TCDD, podendo neste caso o0 xenobidtico estar sendo utilizado pelo micro-
organismo como fonte de nutriente, promovendo indiretamente a biotransformacéao
do produto. A inibicdo do tratamento com dioxinas seria proveniente apenas da
interagédo dos outros dois compostos do controle, DMF e TW. Ademais, no grupo al
ha também a presenca dos tratamentos contendo como substrato as amostras de

leira de compostagem esterilizada e ndo esterilizada. Devido a uma alta taxa de
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colonizagcédo e maior robustez do fungo frente a interferentes, a presenca de outros
micro-organismos da leira ndo esterilizada néo interferiu significativamente no seu
crescimento micelial. Como alguns dos outros componentes da leira testados
separadamente se encaixaram nos outros grupos a2 e a3, conclui-se que a inibicédo
do crescimento do fungo A. fumigatus deu-se devido a presenca de outros
componentes da leira n&o avaliados neste experimento.

No grupo a2 se encontram mais cinco tratamentos (RBBR, TF, BDA,
BG, TE), que ndo mostraram nenhuma variacdo estatisticamente significante em
termos de crescimento micelial. Assim, pode-se inferir que os tratamentos contendo
partes separadas da leira de compostagem nao influenciaram no crescimento
microbiano. Para o grupo a3 foi enquadrado apenas o tratamento CZ, que favoreceu
o desenvolvimento do fungo.

Para o micro-organismo Aspergillus fumigatus os tratamentos contendo
todos os constituintes da leira de compostagem foram responsaveis por inibicdo de
crescimento, enquanto que o tratamento com cinza promoveu o crescimento. Deste
modo, pode-se inferir que algum componente da leira causa uma inibicdo mais
acentuada do que a promocdo de crescimento induzida pela presenga de cinzas.
Assim como 0s outros micro-organismos previamente avaliados, o fungo Aspergillus
fumigatus apresenta potencial como possivel biorremediador, porém as condi¢des
fisico-quimicas do meio de cultura devem ser minunciosamente avaliados para evitar
perda de capacidade devido a inibicdo de crescimento causada pela presenca de
compostos da leira.

Uma maneira, no caso do Aspergillus fumigatus ou de outro que
apresente comportamento similar, seria a utilizacdo apenas da cinza em um primeiro
momento, para a biodegradacdo dos compostos toxicos presentes na matriz, com
posterior adicdo do material ao compostador contendo a mistura da leira.

Na analise de agrupamento por UPGMA para o fungo Aspergillus
fumigatus apresentada na FIGURA 4.12 pode-se observar claramente a separagéo
dos trés grupos da mesma forma que obtida pelo modelo de Scott-Knott, mostrando

a congruéncia dos resultados por diferentes métodos.
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FIGURA 4.12 - Andlise de agrupamento por UPGMA para o fungo Aspergillus
fumigatus. Os tracos correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de

Scott-Knott. al = Verde, a2 = Preto, a3 = Vermelho.

Pela andlise da FIGURA 4.12 pode-se perceber que a influéncia da
cinza na promocdo do crescimento desta vez foi estatisticamente mais significante
do que a inibicdo pelos tratamentos do grupo al, como observado pela maior
distancia de ligacéo entre os agrupamentos.

O ultimo micro-organismo avaliado por este experimento, Aspergillus
flavus, foi 0 que também apresentou maior robustez e menor variabilidade entre os
valores de IVCM. N&o obstante, apresentou a sua separacao em trés grupos quando

aplicado o modelo de Scott-Knott como mostra a FIGURA 4.13.
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Aspergillus flavus
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FIGURA 4.13 - Modelo de agrupamento de média usando o método de Scott-Knott
para avaliacdo da influéncia dos tratamentos no crescimento do fungo Aspergillus

flavus.

No grupo al foi alocado apenas o tratamento BioN, evidenciando a
dificuldade de crescimento de fungos do género Aspergillus em placas contendo
leira de compostagem ndo esterilizada, novamente evidenciando a dificuldade de
crescimento, onde uma das hipoteses pode ser associada a presenca de micro-
organismos que interferem no crescimento de fungos do género Aspergillus. Para o
grupo a2, que consistiu nos tratamentos TW, RBBR, DMF e BG, pode ser atribuido
uma inibicdo no crescimento com relacdo ao controle BDA. No grupo a3 foram
alocados os outros seis tratamentos incluindo o controle BDA (BDA, DD, TF, BioE,
TE, CZ), mostrando que para estes cultivos o crescimento n&o foi estatisticamente
influenciado.

Algumas avaliacbes podem ser deduzidas dos comportamentos
observados nos experimentos realizados. A presenca dos tratamentos TW e DMF no
grupo a2 mostrou que estes compostos sao responsaveis por um ligeiro retardo no
crescimento microbiano. A presenca do tratamento com 1,2,3,4-TCDD no grupo a3 é
um indicio que a presenca de dioxina no meio de cultivo supriu as deficiéncias
causadas pela presencga dos outros compostos incorporados na amostra DD, o que
sugere que sua presenca pode promover o crescimento do fungo, provavelmente
devido a seu uso como fonte de nutriente, e portanto o Aspergillus flavus pode ser

usado na biotransformacdo de xenobiotico. A grande separacdo entre 0s
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tratamentos BioN e BioE (27,74%) mostrou uma acentuada inibicdo de crescimento
para o tratamento contendo a leira de compostagem nao esterilizada, enquanto que
0 uso da leira esterilizada ndo mostra nenhuma diferenca com relacdo ao controle
BDA, o que demonstra que os componentes fisico-quimicos presentes na mistura
ndo sao responsaveis pela inibicdo do crescimento, sendo este atribuido a
competicdo microbiana presente na amostra n&o esterilizada. Ademais, o tratamento
com cinza do bagaco de cana mostrou-se favoravel ao crescimento. A presenca do
tratamento BioE no grupo 3, com valor de IVCM ligeiramente menor do que o
tratamento com apenas CZ pode ser parcialmente interpretado pela presenca de um
dos componentes da leira, o tratamento BG, no grupo a2, que inibe ligeiramente o
crescimento micelial.

Devido as médias do IVCM serem muito proximas entre si para o fungo
A. flavus, a sequéncia de formacdo dos grupos observada pela analise de
agrupamento sofre uma pequena mudangca com relacdo aos grupos, como se
observa na FIGURA 4.14.

O tratamento CZ, que pelo modelo de Scott-Knott foi alocado no grupo
a3. Pela analise de agrupamento do IVCM demonstrou uma menor correlagdo com o
seu grupo do que as amostras do grupo a2. Este fator pode ser interpretado como
uma maior discrepancia entre os valores de IVCM obtidos para CZ com relacdo ao
grupo a3, do que as meédias dos tratamentos a2 com relacdo ao grupo a3. Da
mesma forma, o tratamento BG, pertencente ao grupo a2 pelo modelo de Scott-
Knott, mostrou uma menor correlacdo com seu grupo do que as amostras do grupo
a3, sendo inserido ao agrupamento apenas apds a unido dos grupos a2 e a3 entre
si. Assim, apenas com o0 auxilio do modelo de Scott-Knott pode-se inferir
estatisticamente que o tratamento CZ pode ser comparado aos demais tratamentos
do grupo a3, e que o tratamento BG pertence ao grupo a2, nao sendo classificados

COMO NOVOS grupos.
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FIGURA 4.14 - Andlise de agrupamento para o fungo Aspergillus flavus. Os tracos
correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de Scott-Knott. al =

Vermelho, a2 = Azul, a3 = Preto.

Esta variagdo observada entre os modelos para esta espécie deve-se
principalmente a alta proximidade dos valores de IVCM entre os tratamentos, o0 que
torna o experimento qualitativo ndo tdo eficiente, ja que ele define apenas a
semelhanca entre os valores de crescimento entre os tratamentos, ndo apontando
se a variacao € decorrente de um crescimento maior ou menor, e ndo demonstrando
a partir de que intervalo é possivel identificar a separacdo dos tratamentos em
grupos estatisticamente distintos. Desta forma, a analise de agrupamento pode
descrever incorretamente a correlagdo entre os grupos, como observado na FIGURA
4.14. Se apenas a analise de agrupamento fosse realizada, conclusées errbneas
poderiam ser atribuidas os tratamentos CZ e BG.

A FIGURA 4.15 compila todos os resultados obtidos dos onze

tratamentos realizados para os quatro fungos.
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FIGURA 4.15 - a) Comparagbes dos valores de IVCM obtidos para as quatro
espécies de fungos avaliados. b) Imagem ampliada do IVCM com intervalo até 1,0,

mostrando com mais detalhes a variacdo entre as espécies do género Aspergillus.

Avaliando o conjunto de dados obtidos para o crescimento das 4
espécies de fungos, observou-se que independente do substrato utilizado, o
crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium ocorreu de uma maneira muito
mais acelerada quando comparado com o crescimento dos fungos do género
Aspergillus. .

De um modo geral, nas condicbes que o experimento foi conduzido

observou-se que:
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e O crescimento de todos os micro-organismos foi afetado negativamente em
diferentes intensidades quando cultivado na presenca da leira néo esterilizada
incorporado ao meio de cultivo.

e Apenas a espécie Aspergillus fumigatus entre os fungos investigados
apresentou crescimento similar em ambos os tratamentos contendo a leira
esterilizada e nao esterilizada, o que indica um efeito de algum outro
componente da matriz no crescimento micelial, sem influéncia significativa do
crescimento concomitante de outros micro-organismos. Nas demais espécies,
o efeito de inibicdo no crescimento observado nos tratamentos n&o
esterilizados indica que possivelmente a competicdo microbiana ou a falta de
nutrientes foram fatores dominantes na inibicdo do crescimento. De fato, para
Aspergillus aculeatus e Aspergillus flavus o tratamento BioE foi favoravel ao
crescimento, indicando que ndo ha interacbes prejudiciais entre 0s
componentes da leira e o fungo.

e Nos tratamentos realizados adicionando-se a cinza no substrato observou-se
que as espécies do género Aspergillus apresentaram uma melhora em seu
crescimento com relagdo ao crescimento no controle BDA, apresentando
aumentos no IVCM de 10,06% para Aspergillus fumigatus, 12,08% para
Aspergillus flavus e 37,84% para Aspergillus aculeatus quando comparados
os tratamentos CZ e BDA. De fato, para as trés espécies de Aspergillus

testadas, os maiores indices de crescimento ocorreram nestes tratamentos.

4.3 — Analise qualitativa e quantitativa da capacidade de biodegradacéao
do corante RBBR.

4.3.1 - Otimizacdo e validacdo de método para andlise do corante RBBR por
HPLC-ESI-MS/MS.

Os parametros cromatograficos a serem otimizados foram avaliados
utilizando uma solucdo estoque de RBBR com concentracdo 1mg.mL™ preparada
em agua ultra pura em meio de cultura BDA preparado como descrito na secéo 3.2.
Foi utilizado um detector UV-Vis no comprimento de onda de 228nm para monitorar

0 pico do corante RBBR. O comprimento de onda foi escolhido apés inspecéo das
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absorcdes do corante RBBR em um espectrofotometro de UV-Vis, por representar a
transicdo de maior intensidade (FIGURA 4.16).

1.2
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FIGURA 4.16 - Espectro de absorcdo no UV-Vis de uma solucdo de RBBR 10*M em
ACN:H,0 (35:65 v/v). O traco colorido representa a amostra de RBBR; o traco preto
indica o controle obtido pela analise da mistura da fase mével sem adicdo de
corante.

Foram avaliadas diversas combinacdes de colunas cromatograficas,
além da composicéo, vazao e aditivos da fase movel e a temperatura do forno da
coluna. Algumas representacdes dos cromatogramas obtidos estdo dispostas na
FIGURA 4.17. A menos que indicado de outra forma, as solugbes contendo aditivos
sempre foram preparadas pela adicdo dos componentes em agua ultra pura em

concentracdes especificas.
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FIGURA 4.17 - A-J) Cromatogramas obtidos na fase de desenvolvimento
cromatografico do método de analise do corante RBBR.

24.6x250mm, 5um , °4.6x150mm, 5um , €2.1x150mm, 3pum.

Fases moveis binarias preparadas pela mistura de H,O:MeOH nas
proporcdes testadas foram descartadas por ndo promoverem uma retencao
suficiente do corante nas colunas avaliadas mesmo na presenca de aditivos como
acido formico, acido acético e trietilamina, tendo o corante RBBR co-eluido com

outros compostos na frente da solvente (solvent front), com tempo de retencdo muito
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curto em todos os tipos de coluna testados (FIGURA 4.17, A-B). A frente do solvente
é a linha frontal que indica a eluicdo da banda cromatogréfica referente a insercao
da fase movel na coluna. De fato, € o tempo que um composto fica na coluna
guando ndo ha nenhuma retencao. lgualmente, misturas ACN:H,O com predominio
de acetonitrila na composi¢ao da mistura nao foram capazes de promovera retencao
em nenhuma das colunas C18 testadas, novamente devido a baixa retencdo do
corante, consequéncia de poucas interacdes entre a fase estacionaria alquilica
apolar, interagindo principalmente por forcas de dispersdo de London, uma das
forcas conhecidas de Van der Waals causada pela interagdo entre dois dipolos
instantaneamente induzidos (IUPAC, 1997), e o corante RBBR, molécula aromatica
e muito polar, e portanto com muito mais afinidade a fase moével aquosa, resultando
na eluicdo do analito logo apds o volume morto. (FIGURA 4.17, C-D). Fases méveis
preparadas pela mistura binaria ACN:H,O com maior propor¢do de &gua e
trietilamina como aditivo comecaram a apresentar a retencdo da banda referente ao
corante RBBR com relacdo a banda do front do solvente, porém com baixa
resolucdo (FIGURA 4.17, E-F). Estes métodos foram descartados, pois as
microparticulas de silica ndo apresentam alta estabilidade frente ao pH da solucéo
de trietilamina utilizada (pH =11,5), podendo diminuir a vida util da coluna.

Assim, novos ensaios foram realizados com uma coluna de fase
reversa Zorbax® SB-Phenyl contendo como fase estacionaria microparticulas de
silica revestidas com feniletil-diisopropil silano, [Si(C3H7)2(CH2)2(CeHs)]. A
seletividade Unica oferecida pelas fases estacionarias fenil fornecem caracteristicas
alternativas de retencédo, resultando em separacdes distintas das obtidas por
colunas com fases alquilicas, devido em parte as interagdes dos elétrons 1 do anel
aromatico do grupo fenila da fase estacionaria com os elétrons 1 e pares de elétrons
nao ligantes presentes no analito, tipicamente pela presenca de grupos aromaticos
ou ligagcOes insaturadas. A interagdo -1 € um tipo de interagdo entre doador-
aceptor de elétrons mais forte do que simples interacdes de London, e téo
importante quanto interacdes ndo covalentes como ligaces de hidrogénio e
interacdes dipolo-dipolo, levando a um aumento na retencdo de compostos polares
aromaticos quando comparado a retencdes obtidas em colunas com fases
estacionarias alquilicas (WAITE et al., 2006).

As fases moveis testadas na coluna Zorbax® SB-Phenyl compostas de

misturas ACN:H,O com maior proporcao de fase organica néo foram eficientes em
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promover a separacdo do corante da linha de frente do solvente com este tipo
coluna (FIGURA 4.17, G). Uma possibilidade seria a competicdo entre as interagdes
T promovidas pela porgéo fenil da fase estacionaria entre o analito e a ligagao tripla
presente na estrutura da acetonitrila (YANG et al., 2005). Fases constituidas com
adicdo de acido acético na fase aquosa aumentaram drasticamente o tempo de
retencdo do analito, porém diminuindo a resolucao de seu pico, devido ao equilibrio
existente pela protonacdo dos grupos sulfénicos presentes no analito, sendo esta
fase também descartada (FIGURA 4.17, H). A adicdo de acido formico apresentou
uma melhora na seletividade e simetria do pico, sendo uma das fases selecionadas
para a posterior otimizacado (FIGURA 4.17, I), assim como a separagao promovida
pela fase mével constituida por H,O/ACN (FIGURA 4.17, J). A coluna Zorbax® SB-
Phenyl apresentou um padrdo de separacdo distinto com relacdo as colunas com
fase C18, sendo escolhida para os proximos testes.

Na avaliacdo dos ultimos parametros, a vazdo de 0,3mL nao foi
compativel com o tamanho da coluna Zorbax® SB-Phenyl, apresentando um tempo
de corrida muito longo e alargamento dos sinais, portanto o uso desta vazao
também foi descartada, assim como foi descartada a vazdo de 1,0mL.min™ pois sua
alta velocidade promoveu a percolacdo do analito pela corrida em um tempo muito
curto, diminuindo o tempo de interacdo entre analito e fase estacionaria. Assim, a
vazdo de 0,7mL.min™ foi escolhida. A variacdo de temperatura apenas modificou o
tempo de retencdo do analito, sem alterar efetivamente a forma da banda
cromatografica ou a seletividade do método, e como a utilizacdo da temperatura do
forno da coluna em 30°C mostrou-se eficiente para uma separacao rapida, porém
efetiva, foi escolhida em detrimento dos métodos com temperatura de 25° e 35°C.

Assim todos os parametros foram definidos, sendo os parametros

descritos na TABELA 4.3 para novas investigacdes e ajuste fino de separacao.

TABELA 4.3 - Condi¢des cromatogréaficas apds otimizacdo do método para RBBR.

Coluna Fase Moével  Proporcao Aditivo Vazdao T (°C)
Zorbax® SB-Phenyl _
H,O:ACN 65:35 Sem &cido 0,7mL 30
4.6x250mm, 5um
Zorbax® SB-Phenyl HCOOH
H,O:ACN 65:35 0,7mL 30
4.6x250mm, 5um 0,05% viv
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Com as condigcbes de separagdo cromatograficas definidas, num
segundo momento passou-se a avaliar os parametros do espectrometro de massas.
A otimizacdo dos parametros espectrométricos de analise tem como objetivo
melhorar a seletividade do método com relacdo a separacdo cromatogréafica e a
sensibilidade do método com relacdo a detec¢do do corante, buscando a melhor
relagdo sinal-ruido. Devido a sua estrutura dissulfonada e extremamente hidrofilica,
a molécula de RBBR ndo é adequada para ser ionizada por fontes de impacto
eletrbnico, fato este ocasionado pelo excesso de sinais e incapacidade de
volatilizacdo (HOLCAPEK et al., 1999). Os grupos sulfénicos s&o de caréater acido, o
que torna a formac&o dos ions [R(SO3),]" em solugdo aquosa muito facil, sendo este
um indicio de que a ionizacdo no modo negativo seja mais adequado. Ademais,
dentre as técnicas de ionizacdo brandas testadas por RAFOLS e BARCELO (1997),
a técnica de ionizacéo por electrospray (ESI) no modo negativo apresentou melhor
desempenho do que fontes de ionizacdo por APCI e TSI (Thermospray lonization)
com relacdo a sensibilidade e reprodutibilidade. Desta maneira, a fonte e 0 modo de
ionizacao selecionados para o experimento foram a fonte de electrospray (ESI) com
modo de ionizac&o negativo (ESI’). Devido ao efeito de supressao de sinal causado
pela presenca de &cido formico na fase modvel em ionizagdo negativa por
electrospray de moléculas hidrofilicas de baixo peso molecular (WU et al., 2004), o
método com o uso de &cido férmico na porcao aquosa da fase movel foi descartado,
e 0 método isento de &acido formico foi definido como método padrdo para a
sequencia das analises.

Os parametros espectrométricos avaliados no experimento, e o local

onde atuam dentro do instrumento APl 2000™ estdo indicados na FIGURA 4.18.

Orifice Skimmer [o]]
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FIGURA 4.18 - Desenho representativo do instrumento APl 2000™, com uma fonte
TurbolonSpray®, e um arranjo de triplo quadrupolo, indicando o local de atuacéo das
variaveis passiveis de otimizacao. Adaptado de AB/Sciex, 2010.
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Para iniciar a otimizagédo dos parametros do espectrometro de massas,
foram avaliados os parametros dependentes do analito para o primeiro quadrupolo
(Q1) DP, FP e EP, como descrito na secdo 3.4.3.2. A otimizacdo consistiu na
varredura em intervalos fixos de cada parametro individualmente, entre os valores
minimo e maximo da faixa de trabalho de cada varidvel instrumental descrita,
utilizando os valores de intensidade de sinal produzido pela ionizacdo do corante
RBBR como ferramenta de avaliacdo, sendo definido como 6timo o valor no qual a
intensidade do sinal referente a ionizacdo do analito fosse maxima. O software foi
programado para uma avaliagdo automatica das energias dos parametros DP, FP e
EP, reavaliando cada parametro ap6s mudanca no valor das energias. As faixas de
energia trabalhadas e as amplitudes de variacdo para cada parametro e os valores
otimos encontrados estao descritas na TABELA 4.4. Além da avaliacdo das energias
que promoveram sinais de maior intensidade, foram observados os padrbes de
fragmentacdo diferentes formados com combinagdes variadas de potenciais
aplicados.

Operando no modo negativo de ionizagdo, o ion m/z 290 se mostrou
COmo 0 pico base na maior parte das varreduras. A partir dos valores otimizados de
energias dependentes do analito para fragmentacdo no primeiro quadrupolo foi
realizado um experimento no modo full scan (FIGURA 4.19), para a escolha de um
ion especifico a ser usado na sele¢do do ion precursor para a quantificacdo através
do experimento de SRM. O pico base, como mostra a FIGURA 4.19, apresenta
relacdo m/z 290. Ap6s cuidadosa avaliacdo, este ion foi identificado como um ion
molecular de dupla carga, com massa real 580 e carga -2. Esta identificacdo foi
possivel devido ao padrdo isotopico apresentado pelo pico. Este padrdo isotopico é
observado devido aos is6topos diferentes de cada atomo em proporcdes
conhecidas, fazendo que existam moléculas do analito com massas préximas, com
diferencas nos seus valores em uma razdo conhecida, de acordo com a distribuigao
estatistica da quantidade de cada is6topo na natureza. Como 0 equipamento
caracteriza os ions através da relagdo entre sua massa (m) e sua carga formal (z),
ions que apresentem mais de uma carga terdo seu padréo isotopico distribuido em
intervalos menores, de acordo com a quantidade de carga apresentada,
observando-se sempre a relacdo m/z. Na molécula de RBBR, ha um padrdo
isotopico em incrementos de m/z de 0,5 unidades, caracteristico de moléculas

duplamente carregadas. Desta maneira, pode-se concluir que este incremento em
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meia unidade de massa se deve a presenca de duas cargas na molécula como

mostra a FIGURA 4.19.
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FIGURA 4.19 - Fragmentacdo do corante RBBR sob

condi¢cBes otimizadas. Em
detalhe, o padréo isotopico do pico m/z 290, indicando incrementos de 0,5 unidades

de massa.

Apods a escolha do melhor fragmento para atuar como ion precursor
para o primeiro quadrupolo, de m/z 290, o equipamento foi configurado para o0 modo
de “jons produto (MS?)” para avalicdo dos parametros de dissociacdo induzida por
colisdo (CID, Collision-Induced Dissociation, também conhecida pelo acréonimo CAD,
Induced Dissociation) (VESSECCHI
quadrupolo (Q2), sendo eles CE, CEP e CXP. A faixa de trabalho, a amplitude de

Collisionally et al., 2011) no segundo
variacdo e os valores otimizados de energias dependentes do analito para o Q2

estao descritos na TABELA 4.4.

TABELA 4.4 - Parametros dependentes do analito para formacao de fragmentos do

ion precursor para o RBBR.

Parametro Faixa de trabalho Amplitude Valor Otimo
DP (V) -1/-200 2 -16

FP (V) -1/-400 5 -270
EP (V) -1/-12 0,5 -3,5
CEP (V) -1/-20 1 -16

CE (V) -5/-100 1 -20
CXP (V) -1/-15 1 -4
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As principais variagbes na varredura foram relacionadas com a
intensidade na qual os fragmentos eram formados. Na maioria dos experimentos de
otimizacdo desta etapa, o ion m/z 97 apresentou-se como mais intenso, com a
existéncia de um ion produto de baixa intensidade em m/z 483. A formacao dos dois
ions é derivada da perda de um grupo sulfato m/z 91 (-OSO3H) pelo ion precursor
duplamente carregado m/z 290. A perda de sulfato em experimentos de MS/MS é
muito comum em moléculas sulfatadas (JEWETT et al., 1999; HOLCAPEK et al.,
2007). Em todas as condicOes testadas, ndo foi observado em nenhum momento
sinais de mesma intensidade para os fragmentos em m/z 97 e m/z 483, sendo o
primeiro sempre observado em maior propor¢cdo. Nao foi observado a perda de
sulfonato (-SO3)” de m/z 80, indicando pouca ou nenhuma fragmentagcdo no grupo
sulfonato ligado ao anel. Da mesma forma, a auséncia do sinal em m/z 80 indica a
auséncia de fragmentacao do grupo sulfona (R1R2S0;) (ZAIA, 2004). O mecanismo

de fragmentacao proposto para a formacéo dos ions produtos esta na FIGURA 4.20.

m/z 290 m/z 483 m/z 97

NHz C NH, O :
0 0
ooo ooa o
+ ‘0" "OH
b o s o
FIGURA 4.20 - Proposta de formacdo dos fragmentos no experimento de ions
produto (MS?) para o fon precursor m/z 290.

Para confirmar a estrutura do ion de m/z 483, foi feita um experimento

de ions produto para este ion, que também pode ser observado no experimento de
full scan, em pequenas quantidades. (FIGURA 4.21).
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FIGURA 4.21 - Espectro de ions produto para o ion m/z 483.

Como se pode observar, o fragmento em m/z 80 referente a perda de
SO3 aparece muito mais intenso, sendo o fragmento em m/z 97 referente a perda de
HSO, néo distinguivel do ruido da linha de base, indicio de que a por¢céo contendo o
fragmento sulfato j& havia sido retirada quando o ion m/z 483 foi fragmentado.

Utilizando as condi¢cdes otimizadas para o maximo de formacdo do
fragmento m/z 97 a partir do ion precursor m/z 290, obteve-se o espectro de ions
produto como mostra a FIGURA 4.22. Pode-se observar a formacédo do ion m/z 97
como o ion de maior intensidade, portanto este foi escolhido como o ion produto a
ser utilizado para a transicdo de quantificacdo (m/z 290 — m/z 97) para o método
quantitativo por SRM.
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FIGURA 4.22 - Fragmentagdo do ion m/z 290 do corante RBBR no Q2.

0.0M

Apés a otimizacdo dos parametros dependentes do analito, uma nova
amostra de RBBR de concentracdo lug.mL™ foi analisada por injecdo em fluxo

(FIA), sendo avaliada a capacidade de formacéo e identificacdo dos fragmentos
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selecionados para o modo SRM em uma amostra injetada através da interface de
um equipamento de HPLC e eluida com a fase movel descrita na Tabela 4.3. Desta
maneira, pode-se avaliar a capacidade do método na formacdo dos fragmentos de
interesse, desta vez simulando as mesmas condi¢cdes de vazdo e composicdo da
fase movel previamente estabelecida para a separacdo cromatografica do analito de
interesse. Os parametros avaliados, bem como a faixa de trabalho, a amplitude de
variacao e os resultados estdo dispostos na TABELA 4.5.

Inicialmente, foi avaliada qual a melhor posicado do capilar do spray da
fonte ESI, através de inspecdo manual das posi¢cdes de cada manivela (Horiz e
Vert), com incrementos de 0,5mm por amostra. Foram testadas diferentes
combinacgdes, avaliando-se a intensidade do sinal de SRM obtido para a transicao
escolhida. Foi escolhida a combinacdo que apresentou o sinal mais intenso, com a

posicéo horizontal em 3mm e a posicao vertical em 4mm.

TABELA 4.5 - Parametros dependente da fonte ESI- avaliados para a analise do
corante RBBR.

Parametro Faixa de trabalho Amplitude Valor Otimo
Horiz (mm) 2,5-5,0 0,5 3,0
Vert (mm) 2,5-4,5 0,5 4,0
CAD (psi) 4/8 1 4
CUR (psi) 25/35 5 25
GS1 (psi) 40/50 5 40
GS2 (psi) 40/50 5 50

IS (V) -4500/-3500 500 -4500
TEM (°C) 300-400 50 350

Para a avaliacdo dos outros parametros dependentes da fonte
descritos na TABELA 4.5, foi utilizada uma ferramenta do software que promove a
otimizacdo automatica dos parametros um a um, avaliando-os por toda a faixa de
trabalho. Cada parametro é avaliado em triplicata, sendo media a intensidade do
sinal obtido e comparando o valor das médias de cada nivel para a escolha do
resultado 6timo. Em sequéncia, foram avaliados CUR, IS, GS1, GS2 e CAD. O
paradmetro TEM foi avaliado manualmente, obtendo-se uma temperatura que garante

a completa vaporizacédo da fase moével na entrada do espectrémetro de massas, que
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evita comprometer o desempenho do método pela formacdo de agregados de
moléculas de solvente grandes demais, que ndo seriam transferidos para o QO.

Os melhores resultados obtidos com a otimizacao instrumental e
definidos como método para analise das amostras de micro-organismos estao
representados na

TABELA 4.6. Com esta configuracdo, obteve-se o cromatograma como
mostra a FIGURA 4.23.

TABELA 4.6 - Condi¢des experimentais para o método de quantificacdo de RBBR.

DP (V) FP (V) EP (V) CE (V) CEP (V) CXP (V) 1S (V)
-16 -270 -3,5 -16 -20 -4 -4500

Horiz Vert CUR (psi) CAD (psi) GS1(psi) GS2(psi) TEM (°C)
3,0 4,0 25 4 40 50 350

WX of IR (1 pai: 268 800/67,000 Da 0 RBBR from Sampie 6 (RBER 100-2)of s ofmizado b auartwi Tubo Saray, Smoothed G

e I

| 267

0% "

20

Time, min

FIGURA 4.23 - Cromatograma no modo SRM obtido utilizando as condi¢bes

otimizada para uma amostra padréo de corante RBBR a 100ng.mL™.
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4.3.2 — Validacdo do método quantitativo para andlise do corante RBBR por
HPLC-(ESI)-MS/MS.

Com os resultados satisfatorios obtidos com o desenvolvimento do
método de andlise quantitativa do corante por HPLC-(ESI)-MS/MS, prosseguiu-se
com a avaliacdo da rigidez e confiabilidade do método, através da verificacdo das
figuras de mérito descritas na secéo 3.4.3.2.

Os resultados obtidos com relacéo a estabilidade do analito perante ao

tempo de repouso no auto injetor a ciclos de degelo estéo dispostos na TABELA 4.7.

TABELA 4.7 - Estabilidade da amostra de RBBR com relagdo ao tempo de repouso

no auto injetor e com ciclos de degelo.

Solucdo padrdo (ng.mL™?) Repeticdes Recuperacdo (%) CV (%)

Estabilidade da amostra
250 12 100,71 1,16

Estabilidade de congelamento
250 5 100,43 1,67

Como observado pelo coeficiente de variagdo das amostras, a
concentracdo do analito ndo sofreu modificacGes significativas nos testes, tanto no
auto injetor do HPLC por 24 horas a temperatura ambiente quanto durante os ciclos
de congelamento/descongelamento. As amostras foram preparadas e analisadas

apos carrega-las no auto injetor ou armazenadas para posterior analise.
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FIGURA 4.24 - Cromatogramas usados na avaliacao da estabilidade da amostra do
corante RBBR sobrepostos. Cada amostra representa um intervalo de 2 horas.
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A préxima avaliacao foi feita observando-se a seletividade da transicao
escolhida para a quantificacdo do corante. A FIGURA 4.25 apresenta uma
comparacao entre amostras de Aspergillus flavus cultivados na presencga e auséncia
do corante RBBR, obtidas apds 25 dias de crescimento. Esta amostra foi escolhida
para ilustrar a seletividade, pois a amostra com corante apresenta concentracoes
proximas ao limite de detec¢cdo do método. O traco vermelho corresponde ao sinal
obtido na amostra com corante, e o traco azul corresponde ao método SRM aplicado

a amostra controle sem corante.

W ¥IC of -MRM {1 pair): 2568,800/27,000 Ca 'D: REER from Sample 7 (Flavus28) of QUANT. SRM ACULEATUS-FLAVUS12-08.wiff (Turba Spray). Smeet... Max. 72.8 cps.
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FIGURA 4.25 - Cromatograma comparando amostras com e sem corante,
demonstrando a seletividade do método proposto. Legenda: Vermelho — Amostra de
RBBR em meio com Aspergillus flavus com 25 dias de cultivo. Azul — Controle de

crescimento de Aspergillus flavus com 25 dias de cultivo, sem adi¢do do corante.

Todas as amostras analisadas quantitativamente foram comparadas a
amostras de controle de maneira similar (h=84), ndo sendo observada nenhuma
interferéncia no sinal do analito. Assim o método mostrou-se seletivo sendo
observado um unico pico cromatografico em 2,4 minutos.

Pode-se observar nitidamente que nao existe interferéncia de sinais
decorrentes da matriz com tempo de retencdo e com transicbes similares a
selecionada para o0 método que possam interferir significativamente na quantificacao

do analito de interesse, mesmo nas menores concentragcdes utilizadas no
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experimento. Sendo assim, o método proposto apresenta alta seletividade para o
corante RBBR, sendo possivel a distincdo do sinal promovido pelo corante de
eventuais sinais decorrentes de outros compostos presentes na matriz.

Para investigar o efeito de matriz sobre os dados quantitativos e da
eficiéncia do processo ap0s o tratamento aplicado as amostras. A TABELA 4.8
demonstra a proximidade dos valores observados para as trés matrizes diferentes,

em duas diferentes concentracdes testadas.

TABELA 4.8 - Valores de recuperagao do analito e efeito de matriz.

Tratamento (No de repeticdes) Recuperacéo (%)* CV (%)

Avaliacdo do efeito de matriz 30ng.mL™

H,O (n=3) 99,53 1,54
Meio BD (n=3) 99,67 0,68
Meio cultivado (n=3) 98,67 1,44
TOTAL (n=9) 99,29 1,20
Avaliacdo do efeito de matriz 300ng.mL™

H,O (n=3) 99,58 0,65
Meio BD (n=3) 100,30 2,42
Meio cultivado (n=3) 101,23 1,14
TOTAL (n=9) 100,37 1,55

* Valores médios.

Os valores de coeficiente de variacdo das amostras provenientes de
diferentes matrizes apresentam pouca variacdo entre eles. Com este experimento
ficou evidente que as matrizes ndo apresentam interferéncia no sinal do analito,
podendo ser o efeito de matriz considerado negligenciavel para o método. Da
mesma forma, o alto valor de recuperacao nas diferentes matrizes permite afirmar
gue o tratamento e a analise da amostra nas diferentes matrizes procedem de
maneira similar, ndo influenciando no resultado da quantificacdo. Também é
possivel inferir com relacdo ao uso da técnica de dilute-and-shoot como etapa de
preparo e limpeza de amostra que apesar de certa perda com relagcdo ao LOD,
analises exatas, precisas e sem efeitos de matriz consideraveis sdo obtidas muito
rapidamente.
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A FIGURA 4.26 mostra os cromatogramas usados para avaliacdo do
LOQ e LOD. Usando a relagdo sinal-ruido como parametro foram encontrados os
valores de 6,0ng.mL® e 3,0ng.mL? respectivamente. O Limite de Deteccéo
corresponde a 50% do valor do Limite de Quantificacdo, de acordo com os valores
exigidos pela Resolucdo 899/03 da ANVISA (2003).

A) B)
- SIN = 10,2 SIN=32
Yn=7,0e+1 cps 3 Yn=9,0e+1 cps
Ys=7,2e+2 ¢cps a Ys=29e+2 cps

FIGURA 4.26 - Cromatogramas utilizados na determinacédo do A) LOQ e B) LOD. Na
legenda, o valor de Yn representa a altura maxima alcancada pelo ruido, e Ys a

altura correspondente ao sinal do analito na concentracdo analisada.

Com os valores minimos de quantificacdo e deteccdo estipulados, a
curva de calibracéo foi elaborada usando-se os valores de areas obtidos para as dez
concentragdes representadas na FIGURA 4.27, através da construcdo de uma reta
de regressao linear ajustada pelo método dos minimos quadrados, produzida pelo
software de tratamentos de dados.

O coeficiente de correlacdo R? com valor de 0,9995 indica uma 6tima
correlacao entre os valores de areas obtidos pela integracdo do pico do analito e as
concentracfes nominais. Com esta curva define-se a linearidade do método e,
portanto a faixa linear de trabalho. Para as andlises de precisdo e exatiddo do
método, foram preparadas solu¢des de controle de baixa, média e alta concentracédo
(CQB, CQM e CQA respectivamente). As concentragdes preparadas para as trés
solucbes foram de 7,35, 245 e 490 ng.mL™, que cobrem toda a faixa linear de
trabalho como descrito na secédo 3.4.3.2, com a funcdo de avaliar possiveis desvios
especificos no angulo de inclinacdo da reta. Os valores obtidos estdo dispostos na
TABELA 4.9.
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6,25 11013,9 12306,9 11653,5 11658,1 5,5%
12,5 22755,3 23500,7 22876,1 23044,0 1,7%

25 43122,8 49888,5 47947,0 46986,1 7,4%
50 99930,2 94256,7 94783,7 96323,5 3,3%
100 184687,1 189199,7 191267,9 188384,9 1,8%
150 261970,7 299074,5 293202,2 284749,1 7,0%
200 383051,0 379916,5 352633,5 371867,0 4,5%
300 588074,5 605573,6 613028,4 602225,5 2,1%
400 747152,5 816454,5 802994,8 788867,3 4, 7%
500 988933,7 935096,1 941300,6 955110,1 3,1%

y = 1,90.103x + 3,09.103,R? = 0,9995

FIGURA 4.27 - Curva de calibragéo usada para quantificacdo do corante RBBR.

TABELA 4.9 - Precisdo e exatiddo para do método validado.

[RBBR] ng.mL™ Dia  Repeticdes Exatid&o (%) Precis&o (%)
Variagao Intra dias
7.35 1 5 103,0 3,0
245 1 5 100,2 1,6
490 1 5 99,7 1,4
7.35 2 5 101,3 2,2
245 2 5 99,4 14
490 2 5 99,0 1,3
7.35 3 5 93,5 1,6
245 3 5 93,0 1,2
490 3 5 94,4 11
Precisao Inter dias
7.35 - 15 99,3 4,9
245 - 15 97,5 3,6
490 - 15 97,7 2,7
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A precisdo indica o grau de dispersédo dos resultados obtidos através
da andlise de amostras semelhantes Os valores de precisao intra e inter dias obtidos
se mostraram dentro dos padrfes de aceitacdo para validacdo analitica em todas as
concentracdes avaliadas, que é de 15% para as concentracdes maiores e de 20%
para concentragfes proximas ao LOQ. Os valores de exatiddo se mostraram
extremamente positivos devido a baixa concentragdo das amostras utilizadas,
caracterizando uma boa robustez do método em toda a faixa de trabalho.

Com os dados mostrados nesta secdo, é possivel afirmar que foi
elaborado, validado e aplicado um método para quantificacdo do corante RBBR,
método este que se mostrou estavel, seletivo, sensivel, exato e preciso, permitindo a
deteccdo de até 4,8 pM de corante. Com esta metodologia € possivel quantificar a
capacidade de remocdo do corante por micro-organismos em meio de cultura

liquido.

4.3.3 — Avaliacao da capacidade de degradacao do corante RBBR por micro-
organismos

A metodologia desenvolvida e validada foi usada para a quantificacao
do corante RBBR nas aliquotas retiradas dos experimentos de degradacdo do
corante usando os fungos em meio liquido.

Para o fungo Phanerochaete chrysosporium uma degradagéo com taxa
constante foi observada, onde uma maior variacao entre as replicatas dentre todas
as cepas testadas foi detectada. O fungo degradou em média 43% do corante no
periodo de 30 dias como pode ser observado na FIGURA 4.28. Este valor se
aproxima do valor encontrado por VAITHIYANATHAN et al. (2005), onde foi
observada uma degradacédo de 50% de RBBR apds 20 dias, mas usando condicdes

diferentes de cultivo e uma menor concentracao de RBBR.
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FIGURA 4.28 - Degradacédo de RBBR por Phanerochaete chrysosporium durante 30

dias.

O fungo Aspergillus fumigatus degradou em média 58% do corante
durante os 30 dias de experimento (FIGURA 4.29). Esta espécie de fungo de
podriddo marrom apresentou uma taxa de degradacdo acelerada nos primeiros

quinze dias de experimento com relagcdo aos ultimos quinze dias.
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FIGURA 4.29 - Degradacao de RBBR por Aspergillus fumigatus durante 30 dias.

Para o fungo Aspergillus aculeatus, pode-se observar uma degradacéo
de, em média, 82% do corante apos trinta dias de cultivo (FIGURA 4.30). Esta
espécie apresentou uma taxa de degradacédo similar nas amostras de cinco e dez
dias, sendo observada uma significante diminuigcdo da concentragdo de corante no
meio de cultura ap6és quinze dias. Este efeito pode ser decorrente do fato de
enzimas com capacidade lignolitica, indicadas como sendo as ferramentas utilizadas

pelos micro-organismos para a degradacédo dos xenobidticos serem produzidas em
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maior quantidade pelo metabolismo secundario dos fungos em certas situagfes de
restricbes de nutrientes (RAO et al., 2005).
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FIGURA 4.30 - Degradacao de RBBR por Aspergillus aculeatus durante 30 dias.

O fungo Aspergillus flavus foi o que apresentou a maior taxa de
degradacdo entre 0s micro-organismos testados neste experimento, com uma
degradacdo superior a 99% apo0s trinta dias de cultivo (FIGURA 4.31). Nos dez
primeiros dias as amostras apresentaram uma taxa de degradacao constante, porém
pode-se observar uma grande diminuigdo na concentracao de corante nas amostras
com quinze dias, 0 que suporta ainda mais a ideia de que as enzimas que sao
atuantes na degradacdo deste tipo de xenobidtico sdo enzimas que obedecem a
condigbes de metabolismo secundario extremamente definidas. Seguindo um alto
padrao de degradacdo, algumas amostras retiradas com vinte dias de cultivo
apresentavam concentracdes de RBBR abaixo do LOQ, sendo definidas apenas
gualitativamente. Para as amostras de vinte e cinco dias de cultivo, apenas uma
pode ser situada entre o LOQ e LOD, e nas ultimas amostras da série todas as

replicatas apresentam concentracdes de RBBR abaixo do LOD, de 3,0ng.mL™.
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FIGURA 4.31 - Degradacao de RBBR por Aspergillus flavus durante 30 dias.

Desta maneira, pode-se observar uma capacidade de degradacéo
diferente para cada micro-organismo testados, 0 que nos leva a suportar a ideia de
que a degradacdo do corante pelos micro-organismos se deve a existéncia de
enzimas de baixa especificidade capazes de produzirem reagfes bioquimicas em
moléculas exdgenas a seu metabolismo. A FIGURA 4.32 apresenta um resumo dos
resultados de degradacdo do corante pelas espécies, mostrando como ocorreu a

variacdo da concentracdo média do corante em meio de cultura, apoés intervalos de

cinco dias.
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FIGURA 4.32 — Eficiéncia de degradacéo dos fungos durante 30 dias.
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4.3.4 - ldentificacdo de possiveis produtos de degradacdo e proposta de
mecanismo de degradacao

Com a avaliagcédo quantitativa da capacidade microbiana de degradacéo
feita, as amostras do fungo Aspergillus flavus foram selecionadas para a inspecéo
minuciosa a procura de produtos de degradacdo do corante, na tentativa de
identificar a rota metabdlica realizada pelo fungo, bem como associar possiveis
enzimas associadas ao processo.

Utilizando a metodologia descrita foi possivel identificar sinais em
unidades de massas especificas que apresentaram propor¢cdes comparativamente
diferentes entre as amostras e o controle. Também foi observada uma variacao

temporal destes sinais nas amostras analisadas, como mostra a FIGURA 4.33.
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FIGURA 4.33 — Comportamento dos ions monitorados nas amostras de Aspergillus

flavus durante os 30 dias de experimento.

A formacdo do ion m/z 318 pode ser observada a partir da segunda
amostra, com tempo de retencdo no cromatograma de 13 minutos. Este ion também
foi identificado nas amostras posteriores, com excec¢do da uUltima amostra com trinta
dias de cultivo. Os XICs referentes ao ion selecionado evidenciando a presenca do
composto e mostrando a diferenca entre a amostra e o controle estdo dispostos na
FIGURA 4.34. OSMA et al. (2010) e HADIBARATA et al. (2012), trabalhando com
biodegradacédo de RBBR, identificaram um subproduto por ESI-MS no modo positivo
com m/z 342, caracterizando como a molécula 1-amino-9,10-dioxo-9,10-
diidroantraceno-2-sulfonato de soédio, derivado da oxidacdo da cadeia lateral do
RBBR, na forma (M+Na+H)". Para a ionizacdo no modo negativo, pode-se esperar a
presenca desta molécula na forma (M), com m/z 318. Desta forma, confirmou-se a

existéncia do mesmo produto de degradacao observado pelos autores.
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FIGURA 4.34 - XIC (m/z 318) das amostras de RBBR degradadas por Aspergillus
flavus, durante 30 dias de experimento. Cada cromatograma representa uma

amostra, coletadas em intervalos de 5 dias.

Pode ser observada e existéncia do ion m/z 336 a partir da terceira
amostra, com dez dias de cultivo e tempo de retencdo em torno de 8,5 minutos. Este
ion apresenta um padréo crescente durante o decorrer das amostras, com um
declinio na ultima amostra (FIGURA 4.35). FUJII et al. (1988) descreveram a
oxidacdo de anéis antraquinbnicos como a questina, molécula presente no
metabolismo secundario de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, através de
uma enzima conhecida como questina monooxigenase (COUCH e GAUCHER,
2004). Também ¢é conhecida a existéncia de outros tipos de monooxigenases
atuantes na biossintese de aflatoxinas (Yabe et al., 1991; YU et al., 2002), conjunto
de micotoxinas extremamente toxicos produzidos por espécies de Aspergillus flavus
e Aspergillus parasiticus. OSMA et al. (2010) identificaram um subproduto da
degradacdo de RBBR por laccase de m/z 343 por ESI-MS modo positivo,
caracterizando este produto como a por¢ao antraquindnica do corante com uma das
carbonilas oxidada a carboxila, com abertura do anel triciclico. Logo uma possivel
explicacdo para este ion pode ser decorrente da oxidacdo do anel antraquindénico
por enzimas oxidantes formando o &cido 2-(2-amino-3-sulfonil-5-hidroxibenzoil)

benzdico.

89



1,00x10°

7,50x10°

5,00x10°

Altura (AU)

]
2,50x10° J - ““"“*"“' e

0,00

0 ' 10 ' 20 ' 3'0 ' 40 ' 50 ' 60
tempo (min)
FIGURA 4.35 - XIC (m/z 336) das amostras de RBBR degradadas por Aspergillus
flavus, durante 30 dias de experimento. Cada cromatograma representa uma

amostra, coletadas em intervalos de 5 dias.

A formacgéo de um ion de m/z 165 é facilmente observada a partir de 20
dias em torno de 29,5 minutos de retencao, e apresenta um aumento na intensidade
do sinal com o passar do tempo (FIGURA 4.36). SUGANO et al. (2009) observou a
formacao de &cido o-ftalico em solu¢éo contendo um corante antraquindnico usando
uma peroxidase isolada do basidiomiceto Thanatephorus cucumeris. ANDLEEB et
al. (2011a, 2011b) observou a formacdo de acido o-ftalico na degradacdo de um
corante antraquindnico em cultura de Aspergillus flavus em concentracdes elevadas,
indicando a fragmentacdo dos intermediarios formados. Ademais, o aumento de
intensidade do sinal se correlaciona com a diminuicdo dos produtos acima. Desta
maneira, definimos o sinal observado como a molécula de &cido o-ftalico.
KRISHNAN et al. (2004) observou o acumulo de &cido o-ftdlico em culturas de
Pseudomonas sp. apés incorporacdo de fenantreno, indicando 0 mesmo como um
produto de “beco-sem-saida”’, devido a incapacidade do micro-organismo de
posterior degradacdo. A presenca do mesmo produto de degradacédo tanto para
RBBR quanto para o fenantreno é mais um indicio de que o corante pode ser
utiizado como um indicador para selecdo de micro-organismos capazes de
promover a degradacdo de compostos de maior importancia ecotoxicologica. Outra
observacédo de acido o-ftalico em degradacédo de RBBR foi feita por FANCHIANG e

TSENG (2009), através de reagfes de ozonacao.
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FIGURA 4.36 - XIC (m/z 165) das amostras de RBBR degradadas por Aspergillus
flavus, durante 30 dias de experimento. Cada cromatograma representa uma

amostra, coletadas em intervalos de 5 dias.

Um sinal de m/z 188 foi observado em pequenas concentracoes,
obedecendo a mesma variagdo do produto identificado como &cido o-ftalico
(FIGURA 4.37). Seguindo a rota metabdlica proposta até entdo, a separacdo dos
dois anéis benzénicos do intermediario de m/z 336 forneceria como produtos o acido

o-ftalico, e o acido 2-amino-5-hidroxibenzenosulfénico, de m/z 188.
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FIGURA 4.37 — XIC (m/z 188) das amostras de RBBR degradadas por Aspergillus
flavus, durante 30 dias de experimento. Cada cromatograma representa uma

amostra, coletadas em intervalos de 5 dias.

91



Sendo assim, a partir das massas obtidas, os relatos da literatura sobre
transformacdes similares e a variagcdo temporal das amostras observadas, foi
proposto o mecanismo da degradagdo do corante RBBR pelo fungo Aspergillus
flavus, como mostra a FIGURA 4.38
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FIGURA 4.38 — Proposta do mecanismo de degradacdo do corante RBBR pelo
fungo Aspergillus flavus.

4.4 — Analise Quantitativa da degradacéo de 1,2,3,4-TCDD

A 1,2,3,4-tetraclorodibenzo-p-dioxina (1,2,3,4-TCDD) foi escolhida
dentre os congéneres de dioxinas disponiveis como molécula modelo para estudos
com dioxinas por alguns motivos, como por exemplo jA haverem alguns relatos de
sua biodegradacdo por micro-organismos como bactérias (FIELD E SIERRA-
ALVAREZ, 2008) e apresentar caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a seus
congéneres de maior toxicidade como a 2,3,7,8-TCDD, sem apresentar tamanha
periculosidade. Entretanto, até o presente momento ndo foi encontrado dados de
literatura que mostrem a degradacao de 1,2,3,4-TCDD por fungos, o que a torna um
candidato ideal para os testes preliminares da capacidade microbiana de
degradacéo de dioxinas.

De fato, esta semelhanca estrutural jA& é aproveitada em outros

métodos analiticos, como no uso da 1,2,3,4-TCDD como marcador para avaliagéo
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de eficiéncia do método ou até mesmo como padrdo interno para quantificacdo de
outras dioxinas sendo métodos ja bem estabelecidos por agéncias internacionais
(BROWN, 2002; EPA, 2008).

4.4.1- Otimizacao instrumental e avaliagdo da capacidade microbiana de
degradacéo da 1,2,3,4-TCDD

Devido ao alto custo geralmente envolvido com as analises de dioxinas
pelos métodos convencionais, é desejada uma ferramenta de triagem que forneca
um método seletivo/especifico, simples, de baixo custo operacional, reprodutivel,
com baixos limites de deteccdo e quantificacdo, preciso e exato. Na busca de um
método que atenda estas propriedades para a avaliacdo da capacidade microbiana
de degradacdo da 1,2,3,4-TCDD, iniciou-se o desenvolvimento do método pelo
equipamento de HPLC-APCI-MS.

A primeira escolha foi com relacdo ao modo de ionizacdo da fonte de
APCI. A ionizacdo no modo negativo permite atingir limites de deteccdo de até trés
ordens de magnitude menor do que o modo positivo em compostos com grande
afinidade eletrdnica e/ou sitios de captura de elétrons termais, caso de moléculas
aromaticas polialogenadas como as dioxinas (LARAMEE et al., 1986). A primeira
avaliacdo foi com relacdo a capacidade de deteccdo da dioxina usando o LC-MS,
com uma fonte de ionizacdo por APCI. Os parametros espectrométricos foram
testados através da varredura entre os intervalos de minimo e méaximo estabelecidos
sendo primeiramente avaliados os parametros dependentes do analito. O resultado
otimo foi definido como aquele que apresentasse a maior intensidade de sinal
referente a ionizacdo da 1,2,3,4-TCDD. As faixas de trabalho bem como os valores
escolhidos estao descritos na TABELA 4.10.
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TABELA 4.10 - Otimizagao dos parametros dependentes do analito 1,2,3,4-TCDD e

da fonte de ionizagao por APCI

Parametro Faixa de trabalho Amplitude Valor Otimo
DP (V) -1/-200 5 -5
FP (V) -1/-400 10 -350
EP (V) -1/-12 1 -8
Horiz; (mm) 0,0 5,0 3,0
Vert; (mm) 0,0 4,0 0,0
Horiz, (mm) 3,5/7,0 0,5 5,5
Vert, (mm) 3,5/7,0 0,5 6,0
CUR (psi) 25/55 10 48
GS1 (psi) 50/70 5 65
GS2 (psi) 15/35 5 15
NC (V) -3/-8 1 -5
TEM (°C) 300-400 50 350

Com os primeiros parametros otimizados, foi realizado um novo

experimento de full scan do padrdo analitico de 1,2,3,4-TCDD, obtendo-se o

espectro mostrado na FIGURA 4.39.
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FIGURA 4.39 - Full scan da molécula 1,2,3,4-TCDD no modo negativo, usando APCI

como fonte de ionizacao.
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Pode se observar os agregados de ions formados pela contribuicdo
isotépica dos atomos de cloro, que conferem a diversos tipos de moléculas cloradas

padrdes de fragmentacdes especificos, como disposto ha FIGURA 4.40.
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FIGURA 4.40 - Padrao isotépico observado para fragmentos contendo de 0 a 7

atomos de cloro. Fonte Wellington Labs, 2009.

O fragmento mais proeminente observado para a 1,2,3,4-TCDD usando
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica no modo negativo quando h& a existéncia
de tracos de oxigénio no sistema € referente a formacédo do ion [M-CI+QO], de m/z
301 (CHERNETSOVA et al., 2002). O padrao de fragmentos, de acordo com a
FIGURA 4.40 indica uma molécula com trés atomos de cloro em sua estrutura,
corroborando com o ion base proposto. Outro agregado evidente apresenta ions de
m/z 267 e 269 como 0s mais proeminentes, com padrao de fragmentacao para dois
atomos de cloro na estrutura, sendo indicativo da perda de dois atomos de cloro,
formando o ion [M-2CI+O] (m/z 267) e seus isétopos.

Apo6s a andlise do experimento de full scan, um experimento de ions
produto (MS?) para o fon m/z 301 foi realizado, para definir as transicées a serem
usadas no modo SRM. O modo SRM foi selecionado para ser utilizado nos
experimentos de quantificagcdo visto que sua utilizagdo permite o alcance de limites

de deteccdo muito menores quando comparado ao experimento de varredura. Para
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tanto, os pardmetros responséaveis pela fragmentacdo do ion escolhido proveniente
do Q1 foram avaliados e otimizados, de acordo com os resultados da TABELA 4.11.

TABELA 4.11 - Parametros utilizados na otimizacdo da fragmentacédo do ion m/z 301

no experimento de fons produto (MS?).

Parametro Faixa de trabalho Amplitude Valor Otimo
CAD 4/8 1 7

CE -1/-20 1 -50
CEP -5/-100 1 -20
CXP -1/-15 1 -8

Durante todo o experimento de otimizacdo, a fragmentacdo da
molécula 1,2,3,4-TCDD apresentou apenas o sinal relativo a perda de cloro, logo foi
escolhida a transicdo m/z 301 para m/z 35 como quantificacdo, e a transicao
correspondente aos is6topos m/z 303 para m/z 37 como confirmacédo. Os valores

otimizados para o método proposto estdo compilados na TABELA 4.12.

TABELA 4.12 - Condi¢Bes experimentais otimizadas para a analise da 1,2,3,4-TCDD
por LC-MS/MS

DP (V) FP(V) EP(V) CE(V) CEP(V) CXP(V) NC(V) TEM (°C)

-16 -270 -3,5 -16 -20 -4 -5 400
Horiz1 Vertl Horiz2 Vert2 CUR (psi) CAD (psi) GS1 (psi) GS2 (psi)
3,0 4,0 0 3,0 25 4 40 50

Apés a escolha das transicdes para o modo SRM e a otimizacao
instrumental, uma curva de calibracéo foi construida, para avaliacao de linearidade e
limites de quantificacdo e detecc¢do. Foi observada uma boa linearidade para o
analito na faixa de trabalho escolhida, entre 10 e 200pg.mL™. Entretanto, apesar ds
caracteristicas favoraveis ao uso do APCI como fonte de ionizagcdo, o método
proposto apresentou um sinal com baixa resolucéo e com sinais de alargamento da
banda cromatografica, que diminui sua altura e acarreta em elevados valores de
LOQ e LOD, devido & baixa relagcéo entre a altura do sinal e do ruido (FIGURA 4.41).
O sinal correspondente a concentracédo de 10 ug.mL-1 apresentou uma relacdo S/N
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de 13,7, bem proximo ao valor de LOQ usado como parametro na determinagédo do
limite (10 vezes a relacdo entre a altura do sinal analitico e do ruido).

W icod o5 (adz), "Unear Regression (11 /% weighing); y = 1,532+002 # + 7.056+004 (= 0.6976)
4065 .
e
3868
3.8e5 ; .
3.4e8 -
32e6 .
e
3068 -
.
2865
Be6 8
£ 2208 — -
H P -
&5 2De5 8 =
H -
T 18 =
- £
1868 . .
14eb _ 00
—8 -
1268 . !
- A
0es{g -
8.0e4 o
8064 -
4084 ”
2064
0.0y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 2 30 ] 0 ) 70 50 @ 1do o~ 1do 1l 140 1f0 180 EERELS) o 200

Concentration. ugimL

y = 1530x + 79500, R? = 0,998
FIGURA 4.41 - Curva de calibracdo construida para a 1,2,3,4-TCDD, com a equacao

de regressao linear e seu coeficiente de correlacao.

Na busca de um método de maior sensibilidade de calibracdo e um
menor LOD, foram realizados experimentos por GC-MS para avaliar se seria
possivel obter uma resposta analitica mais eficiente. O primeiro experimento
consistiu na avaliagdo da fragmentacdo da molécula, observada através de um

experimento de full scan. A FIGURA 4.42 apresenta o espectro obtido.
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FIGURA 4.42 - Fragmentacdo para a molécula 1,2,3,4-TCDD por GC-MS usando

uma fonte de El+.
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Dentre os sinais observados, 0s que apresentam agrupamentos em
m/z 161, 194 e 257 sao sinais caracteristicos descritos para o reconhecimento de
moléculas da classe das PCDDs (POHLAND E YANG, 1972; BUSER, 1977). O
conjunto de sinais mais intenso corresponde ao agrupamento contendo o ion
molecular [M]*, de m/z 320, além de m/z 322 [M+2]*, m/z 324 [M+4]" e m/z 326
[M+6]", porém como pode ser observado na FIGURA 4.40 para agrupamentos de
sinais de moléculas contendo 4 a4tomos de cloro, o sinal mais intenso é referente ao
isGtopo [M+2]", de m/z 322, devido a distribuicdo isotdpica dos atomos de cloro
presentes na estrutura. O agrupamento de fragmentos [M-63]" com sinais em m/z
257, 259 e 261 correspondem a perda de uma por¢do COCI pelo agregado de ions
de m/z 320-326, podendo ser a perda de [M-COCP*]" ou [M-COCP]". Outro
agrupamento de fragmentos [M-126]" em m/z 194 e 196 corresponde a perda de 2
unidades COCI pelos ions m/z 320-326, sendo este tipo de fragmentacdo exclusivo
de PCDDs e PCDFs (REINER et al., 2006). Pode ser observado nos agrupamentos
m/z 257-261, e m/z 194 e 196 a distribuicdo isotdpica para 3 e 2 atomos de cloro
respectivamente, corroborando com as estruturas propostas. Outro agrupamento de
fragmentos caracteristicos de TCDDs séo os que se encontram entre m/z 160 e 162,
tendo em m/z 161 o sinal de maior intensidade. Este agrupamento apresenta um
padrdo de contribuicdo isotdpica similar ao descrito para 4 atomos de cloro porém
com incrementos unitarios de massa ao invés de incrementos a cada 2 unidades de
m/z. Este agrupamento representa a dupla ionizacéo [M]** da molécula de 1,2,3,4-
TCDD, o que explica a mesmo padrdo de intensidade porém com incrementos com
metade da massa observada.

O limite de quantificacdo observado para este tipo de andlise foi similar
ao observado para a analise por HPLC-MS/MS no modo SRM. Uma nova série de
injecdes de diluicbes sucessivas de uma amostra padrdo de 1,2,3,4-TCDD foi
realizada, desta vez para estimar o limite de operacdo do aparelho no modo SIM,
através do monitoramento do ion de m/z 322.00, observado como o mais intenso na
fragmentacdo da molécula no experimento de full scan. A andlise por GC-MS no
modo SIM se mostrou muito mais sensivel, apresentando sinais mais simétricos, e
um limite de deteccdo extremamente inferior, cerca de trés ordens de magnitude
(FIGURA 4.43).
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FIGURA 4.43 - Comparagao entre cromatogramas de 1,2,3,4-TCDD obtidos por: A)
LC-MS/MS (20pg.mL™) e B) GC/MS (20ng.mL™).

Geralmente a calibracdo por padrédo externo em GC-MS se torna
imprecisa, devido ao erro associado ao diminuto volume de andlise e injecdo, a
curva de calibracdo foi construida utilizando-se 1,2,4,5-tetraclorobenzeno como
padrdo de referéncia interno, sempre na concentracdo de 1pg.mL™. O uso do padrdo
interno serve para corrigir eventuais erros de injecdo de amostra, pois a
quantificacdo é feita através da razao entre a area do analito e do padréo interno.

Foi feito um experimento de full scan usando uma solucdo padréo para
avaliar a fragmentacdo da molécula, a fim de escolher o ion do 1,2,4,5-
tetraclorobenzeno de maior intensidade para ser utilizado no modo SIM, sendo
escolhido o ion de m/z 216.00 de acordo com a FIGURA 4.44 A). Podemos observar
o padrdo de fragmentacdo da molécula de 1,2,4,5-tetraclorobenzeno com um
agrupamento em [M-35]" referente & perda de um atomo de cloro. A FIGURA 4.44 B)
apresenta um exemplo de um cromatograma obtido no modo SIM contendo o analito

e 0 padréo interno.
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FIGURA 4.44 - A) Fragmentacdo obtida para a molécula 1,2,4,5-tetraclorobenzeno.
B) Cromatograma de GC-MS no modo SIM obtido apds a injecdo de uma solucdo
padrdo de 1,2,3,4-TCDD em concentracdo de 2 pg.mL™ dopada com 1,2,4,5-

tetraclorobenzeno na concentracéo de 1 pg.mL™.

A curva de calibragdo mostrou linearidade o por toda a faixa de
concentracdo testada, de 0,02 pg.mL™ até 120 pg.mL™. Cada ponto da curva foi

avaliado em triplicata, obtendo-se a curva como mostra a FIGURA 4.45.
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FIGURA 4.45 - Curva de calibracdo para a 1,2,3,4-TCDD por GC-MS, com 1,2,4,5-

tetraclorobenzeno como padrao interno.
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Para a validacdo do método analitico, foram analisadas as figuras de
mérito como seletividade, eficiéncia do processo, recuperacao, LOQ, LOD, precisdo
e exatiddo (ANVISA, 2003). A seletividade do método foi avaliada a partir da
comparacao das amostras do branco, obtidas pelo cultivo dos micro-organismos sob
as mesmas condi¢cdes de cultura do experimento, porém com a incorporacdo de
uma aliquota de DMF no lugar da solugédo de 1,2,3,4-TCDD. N&o foi observado
nenhum sinal interferente no mesmo tempo de retencdo dos compostos de
interesse. A FIGURA 4.46 apresenta um exemplo de cromatograma de uma amostra
extraida de uma cultura de Aspergillus flavus inoculada com 1,2,3,4-TCDD com 30
dias de incubacéo e seu branco, representando a seletividade observada para todas

as amostras analisadas.
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FIGURA 4.46 - Representacdo da seletividade de método proposto, em uma
amostra extraida de meio de cultura de Aspergillus flavus incubados durante 30 dias
com 1,2,3,4-TCDD. A linha em preto representa a amostra contendo 1,2,3,4-TCDD,

e a linha rosa o controle com o fungo porém ausente de dioxina.

Para a avaliacdo da eficiéncia do processo, foram analisadas amostras
de 1,2,3,4-TCDD em concentracdes de 1 e 100 pg.mL™ em triplicatas que foram
fortificadas e extraidas conforme o processo de extracdo descrito. As concentracdes
das amostras extraidas foram comparadas com o0s sinais produzidos por amostras
preparadas por diluicdo de uma solucdo padrdo de 1,2,3,4-TCDD em agua. A
FIGURA 4.47 apresenta a sobreposicdo de amostras obtidas em ambos os

tratamentos.
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FIGURA 4.47 - Cromatograma de amostras de 1,2,3,4-TCDD de mesma

concentracdo preparadas em meio de cultura BD (rosa) e agua (preto) e extraidas

com acetato de etila. A) 1 ug.mL™ B) 100 pg.mL™. O traco preto foi deslocada em

0,5 minutos para melhor observagao dos picos.

Foi avaliada a variacdo das amostras utilizadas, bem como a eficiéncia
do processo, calculada através da raz&o entre os valores de concentracdo obtidos
com as amostras de padrdes e os valores obtidos para as amostras extraidas
(TRUFELLI et al., 2011). Os valores estao na TABELA 4.13.

TABELA 4.13 - Valores de eficiencia do processo de extracdo obtidos para o

experimento*.

Tratamento (N° de repeticdes) Recuperacéo (%) RSD (%)
1pg.mL*
Amostra Fortificada (3) 99,17 1,47
Solucéo Padréao (3) 100,48 0,99
Eficiéncia do Processo 98,69
100pg.mL™
Amostra Fortificada (3) 99,65 0,46
Solucéo Padréao (3) 100,23 0,51
Eficiéncia do Processo 99,41

*Os valores correspondem a média de triplicatas.

O LOQ e LOD foram obtidos através de diluigbes sucessivas de

solugdes padrao de 1,2,3,4-TCDD até alcancar as razfes de 10 e 3 vezes entre o
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sinal do analito e o ruido instrumental, como mostra a FIGURA 4.48. Os valores

alcancados foram de 10ng.mL™ 2ng.mL™ para LOQ e LOD respectivamente.
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FIGURA 4.48 - Amostras de 10ng.mL™ (S/N = 9,9) representando o LOQ (esquerda)
e 2ng.mL™ (S/N = 4,1) representando o LOD (direita) obtidos para a molécula
1,2,3,4-TCDD por GC-MS no modo SIM (m/z 322.00).

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliados através de

solucdes de controle de baixa, média e alta concentracdo (CQB, CQM e CQA

respectivamente), com concentracdes de 0,025, 50 e 110 pg.mL™. Os valores
obtidos estéo dispostos na TABELA 4.14.

TABELA 4.14 - Valores de precisdo e exatiddo para o método de analise da 1,2,3,4-

TCDD avaliado.

1,2,3,4-TCDD (ug.mL™) Dia Repeticbes Exatiddo (%) Precis&o (%)
Variagao Intra dias
0,025 1 5 97,4 2,94
50 1 5 98,5 2,72
110 1 5 101,3 2,21
0,025 2 5 97,1 5,93
50 2 5 98,0 3,10
110 2 5 100,2 1,45
0,025 3 5 95,7 4,87
50 3 5 97,8 2,74
110 3 5 99,5 1,35
Variagao Inter dias
0,025 - 15 96,73 4,73
50 - 15 98,10 2,70
110 - 15 100,33 1,90
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Com a construcdo da curva e a validacdo do método proposto, partiu-
se para a avaliacdo da capacidade de degradacdo das dioxinas pelos micro-
organismos. Antes de cada analise foi adicionado uma solucdo de 1,2,4,5-
tetraclorobenzeno de concentracdo 100pg.mL™ em acetato de etila nas amostras
extraidas, para se obter a mesma concentracéo (1pug.mL™) adicionada nas amostras
padrdes de 1,2,3,4-TCDD usadas para o preparo da curva de calibracdo por padrao
interno.

As amostras provenientes da extracdo do meio de cultura
apresentaram concentracbes menores do que esperado (TABELA 4.15), mesmo
tendo o método de extracdo sido considerado eficiente. Ademais, a variacdo
temporal das amostras ndo seguiu padrdes lineares, sendo observadas em
amostras intermediarias recuperacdes superiores as encontradas para as amostras
iniciais, o que indica uma variagdo na concentracado de dioxinas no meio devido a

outros processos além da possivel biodegradacao.

TABELA 4.15 Concentracdes extraidas das aliquotas retiradas durante o

experimento de degradacgéao da 1,2,3,4-TCDD.

[1,2,3,4-TCDD] (ug.mL™)

t (dias) A. aculeatus A.flavus A.fumigatus P.chrysosporium Controle

0 1,39 2,29 0,90 0,93 0,84
5 0,17 2,12 0,58 0,23 0,75
10 0,02 2,22 0,39 0,50 1,08
15 0,02 1,09 0,22 1,04 1,43
20 0,01 1,33 0,42 0,96 1,39
25 ND 1,16 0,18 0,30 1,40
30 ND 0,89 0,10 0,13 0,63

ND: N&ao detectado (Abaixo do LOD).

Na FIGURA 4.49 foi avaliada a variacao relativa das concentracdes de
1,2,3,4-TCDD obtidas nas amostras extraidas do meio de cultura. Alguns pontos
podem ser destacados desta avaliacdo. O primeiro € a menor concentracao
observada nos pontos obtidos com as amostras retiradas com 30 dias de cultivo, o
que aponta uma menor disponibilidade da 1,2,3,4-TCDD no meio de cultura ao final
do experimento, indicando a capacidade de remocéo deste xenobidtico pelos micro-
organismos. Entretanto, como também houve uma diminuicdo da disponibilidade de

dioxinas nas amostras do controle, mesmo que em menor pProporgao, outros
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processos podem concomitantemente estar contribuindo para esta redug¢ao, como a
perda de dioxina por volatilizagdo. E descrito que dioxinas apresentam baixa
volatilidade em meio aquoso devido & sua baixa pressdo de vapor (2,75.10* Pa),
sendo um processo relativamente lento e controlado pela resisténcia do ar, porém
suficiente para ser quantificado (SHIU et al., 1988). Devido a sua maior difusividade
em ar do que em agua, a presenca de dioxinas em grandes quantidades em
ambientes aquosos pode favorecer o seu processo de volatilizagdo. PODOLL et al.
(1986) usaram os valores de difusividade para calcularem o tempo de meia-vida
para a 2,3,7,8-TCDD em lagos, observando uma duracao de 32 dias para perda de
metade da concentracao inicial da dioxina por processos naturais, tempo este similar
a duracdo do experimento de degradacéo realizado. ISENSEE E JONES (1971)
observaram uma perda de 2% de 2,3,7,8-TCDD por volatilizacdo em uma solucao
aquosa aplicada a uma superficie de vidro, mantida em uma estufa por 48 horas a

temperatura ambiente.

= A aculeatus = A flavus A.fumigatus === P.chrysosporium === Controle

200
;\? e N
E’ 150
8 ~
—<_ ~
g 50
Fr V

0

1 5 10 15 20 25 30
tempo (dias)

FIGURA 4.49- Variacao relativa da quantidade de 1,2,3,4-TCDD em meio de cultura
BD inoculado com os fungos Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus aculeatus,

Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus durante um periodo de 30 dias.

Outra possibilidade de perda de dioxinas é a fotodegradacdo. HOSOYA
et al. (1995) demonstraram a completa degradacdo em produtos hidrofilicos da
1,2,3,4-TCDD imobilizada em um suporte sélido por luz solar em apenas 6 dias,
citando a aceleracdo do processo em solventes com maior concentracdo aquosa
decorrente da presenca de doadores de hidrogénio como a agua.

Outro ponto a se destacar é a maior concentracdo de dioxinas no meio

de cultura do experimento de controle, realizado sem a presenca de micro-
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organismos, quando comparado aos experimentos contendo os fungos durante todo
0 curso do experimento, indicando que algum processo relacionado com a presenca
do micro-organismo afeta a distribuicdo da 1,2,3,4-TCDD no meio de cultura,
diminuindo a concentracdo presente. Além da possivel biotransformacdo do
substrato, esta observacdo pode ser decorrente da adsor¢édo de uma quantidade de
dioxina pela massa microbiana, o que nao € surpreendente visto que dioxinas sao
descritas como bioacumuladoras em tecidos vivos, e micélios de fungos
filamentosos como os abordados neste trabalho. Em geral, estes micro-organismos
apresentam componentes lipidicos como gorduras, acidos graxos, fosfolipidios,
esterdis e alguns outros compostos sollveis em solventes organicos (MADAN e
THIND, 1998) que poderiam criar uma maior afinidade com as dioxinas do que o
meio aquoso devido a baixa solubilidade de dioxinas em agua e seu alto coeficiente
de particdo entre uma fase organica e uma fase aquosa (para 1,2,3,4-TCDD: Cg =
0,63ug.L™, Log Kow = 6,60 (SHIU et al., 1988)), diminuindo assim a disponibilidade
do xenobidtico nas aliquotas retiradas. ISENSEE e JONES (1975) demonstraram
gue existe uma alta correlacdo entre a disponibilidade de TCDD em um ambiente
aguoso e a concentragdo encontrada nos organismos vivos, com uma concentracao
de 10° & 10* maior nos organismos vivos do que na &gua, sugerindo a
bioacumulacdo destas moléculas altamente hidrofébicas. Outro experimento
realizado por HONG et al. (2000) demonstrou a adsor¢cao de 1,2,3,4-TCDD pela
biomassa de Bacillus pumilus, com resultados interessantes visto que as células
inativadas por aquecimento apresentaram maior capacidade de adsorcéo do que as
células vivas, sendo este efeito atribuido a falta de controle de permeabilidade na
membrana celular inativada e a presenca de compostos desconhecidos cuja
secrecdo é promovida pelo aquecimento.

Entretanto, n&o apenas processos de adsorcdo micelial séo
responsaveis pela baixa recuperacdo do substrato do meio de cultura. Através da
avaliacdo de dados da literatura que possam contribuir para a elucidacdo do
problema encontrado no experimento, foram observados relatos por SHITAMURA et
al. (2005) de que nao s6 dioxinas como outros compostos aromaticos e/ou altamente
hidrofébicos apresentam tendéncias de rapida adsorcdo nos materiais comumente
utilizados para realizacdo de experimentos de crescimento microbiano como
polipropileno, poliestireno e vidro, sendo este fenbmeno observado apos poucas

horas de exposicdo do material aos compostos. Mesmo realizando diversos
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procedimentos na tentativa de tornar a camada exterior menos susceptivel a
adsor¢do como o uso de albumina bovina sérica (BSA), conhecida por bloquear a
adsorcdo de células e proteinas em tubos de plastico, ou através de reacbes de
silanizacdo com diclorodimetilsilano para tornar inerte a superficie do plastico e do
vidro os autores ndo conseguiram recuperar as dioxinas do meio de cultura liquido,
mesmo apos 2 horas de incubacdo. Entretanto, a extragcdo com solventes organicos
como metanol, etanol ou dimetilsulfoxido (DMSO) apresentaram capacidade de
extracdo dos compostos adsorvidos no plastico, com eficiéncias de até 85%.

Para confirmar a adsor¢cdo da 1,2,3,4-TCDD no recipiente de
polipropileno utilizado para acondicionar o experimento, uma extracdo feita com
adicdo de 40mL acetato de etila durante 3 horas a 30°C foi realizada, apds a
remocdo do meio de cultura e da massa microbiana. Também foi realizada a
extracdo exaustiva da biomassa microbiana, submersa em acetato de etila durante
48 horas a 30°C, para verificacdo da quantidade de dioxinas que havia sido retirado
do meio de cultura liquido através da adsorcdo ao micélio. A concentracdo de
dioxina encontrada adsorvida ao material foram superiores aos encontrados na
extracdo do meio de cultura, porém a maior concentracdo foi observada na massa

microbiana, como mostra a TABELA 4.16.

TABELA 4.16 - Comparacdo entre a concentracao de 1,2,3,4-TCDD encontrada no
meio de cultura apés 30 dias, no erlenmeyer de polipropileno usado para realizacéo

do experimento e na massa micelial.

[1,2,3,4-TCDD] pg.mL*

A. aculeatus A. flavus A. fumigatus P. chrysosporium Controle

Meio de cultivo 0,00 0,89 0,09 0,13 0,63
Erlenmeyer 4,63 12,64 18,98 9,07 16,84
Micélio 74,37 83,85 80,95 75,15 -

Total 79,00 97,37 100,02 84,35 17,47

Assim, pode-se explicar a alta eficiéncia obtida na validacdo do método

de extracdo realizado com acetato de etila, feita logo apds a incubacdo da dioxina
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em meio de cultura no préprio tubo eppendorf usado para o preparo da amostra,
pois a dioxina ainda ndo havia sido adsorvida pelo polipropileno e o solvente
organico entrou em contato com o plastico, sendo eficiente na remocao de quaisquer
moléculas de dioxinas que eventualmente ja haviam sido adsorvidas ao plastico.
Todavia, com o aumento do periodo do experimento, em conjunto com o tempo
prolongado de exposicdo da dioxina ao plastico e a massa microbiana, como no
caso do experimento realizado durante 30 dias e nas amostras mantidas em tubos
eppendorf no freezer, a adsorcdo provavelmente se tornou preponderante e a
disponibilidade da 1,2,3,4-TCDD na amostra de meio de cultura utlizada para
extracdo foi severamente reduzida. Desta maneira, ao retirar uma aliquota do tubo
usado para armazenar a amostra no freezer para posterior extracdo, a quantidade
de dioxinas presente na aliquota era dramaticamente reduzida, levando a baixos
rendimentos de extracdo mesmo sendo este procedimento comprovadamente
eficiente, através dos testes de validacao do método de extragao.

Somando-se as extracdes feitas no meio de cultivo, no micélio e no

erlenmeyer, podemos observar as quantidades apresentadas na Figura 4.50.
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Figura 4.50 — Concentragdes de 1,2,3,4-TCDD encontrada nas amostras analisadas.

Como se pode perceber pelos dados apresentados, foram encontradas
concentragcbes de dioxinas nas amostras que se encontram entre 80 e 100% do

valor inicial. Os fungos Phanerochaete chrysosporium e Aspergillus aculeatus
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apresentaram alguma capacidade de remocédo das dioxinas, sendo observada uma
diminuicdo de 15 e 21% das concentragbes iniciais de 1,2,3,4-TCDD
respectivamente. Para o fungo Aspergillus flavus foi observada uma diminuicdo de
3% da concentragao inicial, enquanto que para o fungo Aspergillus fumigatus, toda a
dioxina utilizada foi recuperada.

Entre as sugestdes para a nova configuracao experimental, esta o uso
de volumes menores de meio, permitindo a montagem do experimento em aliquotas
individuais, onde seja possivel que a extracdo de cada aliquota de maneira
completa, sendo extraidos os componentes do meio de cultura, da massa
microbiana e das paredes do material utilizado para o experimento usando solvente
organico. Deste modo torna-se possivel uma visdo mais completa da quantidade de
dioxina presente. Da mesma forma, cuidados como a falta de vedacao adequada e o
uso de lampadas que possam promover processos de fotodegradacdo devem ser
evitados, para que nao haja a perda de dioxinas por processos indesejados.

4.4.2 — Busca por produtos de degradacéo e elucidacao das rotas metabdlicas

A degradacado microbiana aerdbica das dioxinas pela acdo de enzimas
tem como principal alvo a oxidacdo dos carbonos adjacentes a ligacdo com o
oxigénio, da mesma maneira que atuam na quebra da cadeia polimérica da lignina,
gerando como principais subprodutos catecois e muconatos com padrdo de atomos
clorados de acordo com a dioxina degradada (FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008).
Outros trabalhos também indicam a formacéo de metabdlitos hidroxilados (HARMS
et al., 1990; VALLI et al., 1992; MORI e KONDO, 2002). Sendo assim, foi feita a
verificacdo da presenca de ions que podem ser decorrentes de moléculas
provenientes da rota de biodegradacédo da dioxina utilizada como substrato. Para
confirmacédo dos ions, os mesmos foram procurados nas amostras de controle, para
comprovar que a presenca dos ions sdo exdgenas ao metabolismo do micro-
organismo e do meio de cultura. Alguns dos possiveis produtos de degradacao
estdo dispostos na FIGURA 4.51, de acordo com modificagbes realizadas em
diversos tipos de dioxinas por diferentes micro-organismos (HARMS et al., 1990;
WILKES et al., 1996; HONG et al., 2002; HONG et al., 2004.; FIELD e SIERRA-
ALVAREZ, 2008).
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FIGURA 4.51 - Possiveis metabdlitos da biodegradacéo da 1,2,3,4-TCDD.

Mesmo com a baixa recuperacédo das dioxinas no experimento, foram
avaliadas amostras de todas as aliquotas na busca por sinais obtidos que diferissem
dos sinais apresentados nas amostras de controle. A FIGURA 4.52 mostra os
cromatogramas comparando as amostras com 30 dias de cultivo (traco preto) e o

controle (traco rosa) para cada espécie, evidenciando a semelhanca total entre eles.
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FIGURA 4.52 - Comparac¢éo dos cromatogramas obtidos para amostras com 30 dias
de cultivo com 1,2,3,4-TCDD (preto) e o controle (rosa) para cada espécie. A)
Aspergillus aculeatus; B) Aspergillus flavus; C) Aspergillus fumigatus e D)

Phanerochaete chrysosporium.

Para as cepas de Aspergillus, ndo foi possivel caracterizar nenhum dos
sinais observados como potenciais produtos de degradacdo. Para a amostra de
Phanerochaete chrysosporium, foi observado um sinal em 10,6 minutos,
apresentando um fragmento de baixa intensidade em m/z 102, e um de maior
intensidade em m/z 142, compativel com o padréo de fragmentag¢do para a molécula

de acido cis-cis-muconico. Este sinal ndo foi identificado em nenhuma das amostras
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de controle deste micro-organismo, podendo ser um indicio da presenca de um
produto de degradacdo da 1,2,3,4-TCDD, através do mecanismo proposto na
FIGURA 4.53.

Cl
Cl O:© HO@ 0 = OH
cl o HO o 2 ©

Cl
FIGURA 4.53 - Proposta de biodegradacdo da 1,2,3,4-TCDD pelo fungo

Phanerochaete chrysosporium.
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5 - Conclusdes

O uso do IVCM como indicador do crescimento do micro-organismo
aliado a técnicas estatisticas de comparacdo de médias permitiu avaliar
comparativamente a capacidade de crescimento em substratos diferentes
provenientes da industria sucroalcooleira. O método de Scott-Knott permitiu a
desambiguidade das médias e a classificacdo em grupos definidos, mostrando um
maior poder de agrupamento entre as meédias do que a analise por UPGMA.

Foi desenvolvido e otimizado um método de HPLC-(ESI-)MS/MS no
modo SRM para a quantificacdo do corante RBBR em meio de cultura BD. O pré-
tratamento e o clean-up da amostra foram eficientemente substituidos pela técnica
de dilute-and-shoot, o que diminuiu drasticamente o tempo de preparo de amostra.
As condicbes cromatograficas e espectrométricas foram otimizadas, possibilitando a
deteccdo de 4,6pM de corante RBBR. A metodologia foi validada e método se
mostrou estavel, seletivo, linear na faixa de trabalho aplicada (R?=0,9995), sensivel
(LOQ = 6,0ng.ml-1; LOD = 3,0ng.mL-1), exato (n=15, RSD <3%) e preciso (n=15,
RSD <5%).

A avaliacdo qualitativa da capacidade microbiana de degradacdo do
corante RBBR através de placas meio de cultura sélido incorporadas com corante se
mostrou uma ferramenta versatil, pois a capacidade de degradacéo do corante pelos
fungos observada nas placas evoluiu de similar ao método quantitativo de analise da
degradacdo do corante RBBR pelos mesmos micro-organismos em meio liquido,
sendo possivel o uso do meio sdélido como ferramenta de triagem de micro-
organismos degradadores do corante RBBR. O fungo Phanerochaete chrysosporium
apresentou a menor taxa de degradacdo, de 35% apds 30 dias. Os fungos do
género Aspergillus apresentam os melhores resultados, com 61% de degradacao
por Aspergillus fumigatus, 82% por Aspergillus aculeatus e >99% por Aspergillus
flavus ap6s 30 dias de cultivo.

A identificacdo dos produtos de degradacgéo do corante por HPLC-(ESI-
)-MS se mostrou uma ferramenta importante na busca pela compreensdo do
mecanismo atuante na transformacdo de moléculas orgénicas exogenas ao
metabolismo microbiano, como na degradagdo do corante RBBR pelos fungos

testados.
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Métodos de andlise para 1,2,3,4-TCDD foram desenvolvidos para
HPLC-(APCI+)-MS/MS e por GC-MS. O primeiro apresentou boa linearidade na faixa
de trabalho aplicada, porém baixa sensibilidade, com LOQ =10ug.mL™. O método
por GC-MS se mostrou mais eficiente, com LOQ de 10,0 ng.mL™* e LOD de 4,0
ng.mL?, apresentando étima linearidade na faixa dinamica de trabalho entre 0,02 e
120 pg.mL™? (R?=0,9993). A extracdo usando acetato de etila se mostrou eficiente,
com otimos resultados de recuperacéo (>98%). O método foi validado, se mostrando
estavel, seletivo, sensivel, exato (n=15, RSD <3%) e preciso (n=15, RSD <5%).

A avaliacdo da capacidade de degradacdo microbiana da 1,2,3,4-
TCDD e a identificacdo dos possiveis produtos de degradagcdo ndo apresentaram
resultados esperados, devido a fatores como perda por adsor¢cdo do componente no
material usado como recipiente para acondicionar o meio de cultura incubado e na
propria biomassa. Mesmo assim, resultados promissores foram obtidos, como a
remocdo de até 21% da concentracdo de dioxinas pelos fungos, como no caso do
Aspergillus aculeatus. Novos trabalhos no sentido de otimizar o desenho

experimental serdo necessarios para obter resultados mais consistentes.

114



6 — Referéncias Bibliograficas

AB/Sciex. Triple quadrupole power and performance, at a single quadrupole price.
2010. Disponivel em
http://www.absciex.com/Documents/Downloads/Literature/mass-spectrometry-
cms_039793.pdf. Acessado em 06/03/12

ADDINK, R. & OLIE, K. “Mechanisms of formation and destruction of polychlorinated
dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans in heterogeneous systems”. Environ. Sci.
Technol., 29 : 1425-1435, 1995.

ALMEIDA, F.V.; CENTENO, A.J.; BISINOTI, M.C. & JARDIM, W.F. “Substancias
toxicas persistentes (STP) no Brasil”. Quim. Nova, 30 (8): 1976-1985, 2007.
ALTARAWNEH, M.; DLUGOGORSKI, B.Z.; KENNEDY, E.M. & MACHIE, J.C.
“Mechanisms for formation, chlorination, dechlorination and destruction of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans (PCDD/Fs)”. Progress in
Energy and Combustion Science, 35: 245-274, 20009.

ALTWICKER, E.R.,. “Relative rates of formation of polychlorinated dioxins and furans
from precursor and de novo reactions”. Chemosphere, 33 (10): 1897-1904,1996.
ALVARENGA, R.P. & QUEIROZ, T.R. “Producédo mais limpa e aspectos ambientais
na industria sucroalcooleira”. 2nd international Workshop Advances in Cleaner
Production. Sao Paulo-SP, 2009.

ALVES, F.; FERRAZ, J.M.G.; PINTO, L.F.G. & SZMRECSANYI. T. Certificag&o
Socioambiental para a Agricultura: Desafios para o Setor Sucroalcooleiro. Sdo
Carlos, EQJUFSCar, 2008, 300p.

ANDLEEB, S.; ATIQ, N.; PARMAR, A.; ROBSON, G.D. & AHMED, S. “An HPLC
method development for the assessment of degradation products of anthraquinone
dye”. Environ. Monit. Assess. 176 : 597-604, 2011a.

ANDLEEB, S.; ATIQ, N.; ROBSON, G.D. & AHMED, S. “An investigation of
anthraquinone dye biodegradation by immobilized Aspergillus flavus in fluidized bed
bioreactor”. Environ. Sci. Pollut. Res. DOI: 10.1007/s11356-011-0687-x, 2011b.
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Guia para Validacado de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos, Resolucao RE n° 899 de 29/05/2003.

ASSUNCAO, J.V.; PESQUERDO, C.R.; BRUNS, R.E. & CARVALHO, L,R,F. “Dioxins
and furans in the atmosphere of S&o Paulo City, Brazil”. Chemosphere, 58(10):
1391-1398, 2005.

ASSUNCAO, J.V.; PESQUERO, C.R.; CARVALHO, L.R.F.; NOBREGA, R.P.; de
ABRANTES, R. & SANT’ANA, R.A. “Dioxins and furans in Sao Paulo city — Brazil:
2006 levels, comparison with 2000-2001 levels, and discussion of potential emission
sources”. Organohalogen Compounds, 70 : 1518-1521, 2008.

BEHNISCH, P.A.; HOSOE, K. & SAKAI, S.-1. “Bioanalytical screening methods for
dioxins and dioxin-like compounds — a review of bioassay/biomarker technology”.
Environment International, 27 : 413-439, 2001.

BERTONCINI, E.l. “Aspectos ambientais da cadeia do etanol da cana-de-acucar’.
Projeto Diretrizes de Politicas Publicas para a Agroindustria Canavieira do Estado de
Séao Paulo - Programa de Pesquisa em Politicas Publicas (PPPP), Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegdcios. Disponivel em
http://www.apta.sp.gov.br/cana/anexos/position_paper_painel4_bertoncini.pdf.
Acessado 07/03/12.

BETTS, W.B. & DART, R.K. “The degradation of lignin-related compounds by
Aspergillus flavus”. Journal of General Microbiology, 134(9): 2413-2420, 1988.
BOOPATHY, R. “Factors limiting bioremediation technologies”. Bioresource
Technology, 74 : 63-67, 2000.

115



BORGES, L.C. & FERREIRA, D.F. “Poder e taxas de erro do tipo | dos testes Scott-
Knott, Tukey e Student-Newman-Keuls sob distribuicdo normal e ndo-normal dos
residuos”. Rev. Mat. Estat., 21(1) : 67-83, 2003.

BRASIL. Lei n® 6.894, de 16 de Dezembro de 1980. Diario Oficial da Unido, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 17 dez. 1980. Secao 1. p. 25289.

BRASIL. Lei n® 6.938, de 31 de Agosto de 1981. Diario Oficial da Unido, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 02 set. 1981. Sec¢éo 1. p. 165009.

BRASIL. Lei n® 9.605, de 12 de Fevereiro de 1998. Diario Oficial da Unido, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 13 fev. 1998. Secao 1. p. 1.

BRASIL. Lei n®9.795, de 27 de Abril de 1999. Diario Oficial da Unido, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 28 abr. 1999. Secao 1. p. 1.

BRASIL, MAPA - Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, Decreto n°
4954, de 16 de setembro de 2004;

BRASIL. Lei n® 12.305, de 2 de Agosto de 2010. Diario Oficial da Unido, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 03 ago. 2010a. Sec¢éao 1. p. 3.

BRASIL. Decreto n° 7.404, de 23 de Dezembro de 2010. Diério Oficial da Uniao,
Poder Executivo, Brasilia, DF, 24 dez. 2010b. Secéo 1. Edicdo Extra. p. 63.
BRASIL. Constituicdo (1988). Constituicdo da Republica Federativa do Brasil:
promulgada em 5 de outubro de 1988. Artigo 23°, incisvos Vi e VII. Contém as
emendas constitucionais posteriores. Brasilia, DF: Senado, 1988.

BRAY, S.C.; FERREIRA, E.R. & RUAS, D.G.G. As Politicas da Agroindustria
Canavieira e 0 PROALCOOL no Brasil. Marilia, UNESP-Marilia Publica¢cdes, 2000,
p.104.

BRIOIS, C.; RYAN. S.; TABOR, D.; TOUATI, A. & GULLETT, B.K. “Formation of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans from a mixture of chlorophenols
over fly ash: Influence of water vapor”. Environ. Sci. Technol., 41 : 850-856, 2007.
BROWN, D.J.; NAKAMURA, M.; CHU, M.D.; DENISON, M.S.; MURATA, H. &
CLARK, G.C. “Recovery determinations for bioassay analysis: Considerations and
results”. Organohalogen Compounds, 58 : 357-360, 2002.

BRUNELLI, AM.M.DO P. & PISANI JR., R. “Proposta de disposicao de residuo
gerado a partir da queima do bagaco de cana em caldeiras como fonte de nutriente
e corretivo do Solo”. XXX Congresso Interamericano de Ingenieria Sanitaria y
Ambiental. Punta del Leste - Uruguai, 2006. v. 1. p. 1-9.

BUMB, R.R.; CRUMMETT, W.B.; CUTIE, S.S.; GLEDHILL, J.R.; HUMMEL, R.H.;
KAGEL, R.O.; LAMPARSKI, L.L.; LUOMA, E.V.; MILLER, D.L.; NESTRICK, T.J,;
SHADOFF, L.A.; STEHL, R.H. & WOODS, J.S. “Trace chemistries of fire: a source of
chlorinated dioxins”. Science, 210(4468): 385-390, 1980.

BUSER, H-R. “Determination of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin in environmental
samples by high-resolution gas chromatography and low resolution mass
spectrometry”. Analytical Chemistry, 49(7): 918-922, 1977.

CAMERON, M.D.; TIMOFEEVSKI, S. & AUST, S.D. “Enzymology of Phanerochaete
chrysosporium with respect to the degradation of recalcitrant compounds and
xenobiotics”. Appl. Microbiol. Biotechnol., 54 : 751-758, 2000.

CETESB. Avaliacdo de Compostos Organicos Provenientes da Queima de Palha de
Cana-de-Acucar em Araraquara e Comparacao com Medi¢cOes Efetuadas em Séao
Paulo e em Cubatéo - Resultados Parciais. CETESB, S&o Paulo-SP, 1996.
CETESB. Avaliacdo de Compostos Organicos Provenientes da Queima de Palha de
Cana-de-Acucar em Araraquara e Comparacao com Medi¢Bes Efetuadas em Séo
Paulo e em Cubatéo — Relatorio Final. CETESB, S&o Paulo-SP, 2002, 97p.
CHERNETSOVA, E.L.; REVELSKY, A.l.; REVELSKY, I.A.; MIKHASENKO, I.A. &
SOBOLEVSKY, T.G. “Determination of polychlorinated dibenzo-p-dioxins,

116



dibenzofurans, and byphenyls by gas chromatography/mass spectrometry in the
negative chemical ionization mode with different reagent gases. Mass Spectrometry
Reviews, 21 : 373-387, 2002.

CHIU, C.; POOLE, G.; TARDIF, M.; MILES, W. & TURLE, R. “ Microwave vs. Soxhlet
for the extraction of dioxins and furans from solid samples”. Organohalogen
Compounds, 31 : 175-180, 1997.

CHROMA, L.; MACEK, T.; DEMNEROVA, K. & MACKOVA, M. “Decolorization of
RBBR by plant cells and correlation with the transformation of PCBs”. Chemosphere
49 : 739-748, 2002.

COMMISSION Directive 2002/69/EC of 26 July 2002. Off. J. Eur. Communities,
L209, 2002a.

COMMISSION Directive 2002/70/EC of 26 July 2002. Off. J. Eur. Communities,
L209, 2002b.

CONAB. “Avaliacédo da Safra Agricola de Cana-de-Acucar — 12 Estimativa -
Maio/2011”. Companhia Nacional de Abastecimento, Brasilia, 20112, 19p.

CONAB. “A Geracéao Termoelétrica com a Queima do Bagaco de Cana-de-AcuUcar
no Brasil Andlise do Desempenho da Safra 2009-2010”. Companhia Nacional de
Abastecimento, Brasilia, 2011b, 159p.

CONAMA. Resolucdo CONAMA n° 316, de 29 de outubro de 2002.

CONVENCAO DE ESTOCOLMO SOBRE POPS, 2001. http://www.pops.int/.
Acessado em 28/01/2012.

COP3. Third meeting of the Conference of the Parties (COP) to the Stockholm
Convention on Persistent Organic Pollutants. Dakar - Senegal, 2007.
http://chm.pops.int/Convention/COP/COPDecisions/tabid/208/Default.aspx Acessado
30/01/2012.

CORDEIRO, G.C.; TOLEDO FILHO, R.D.; TAVARES, L.M. & FAIRBAIRN, E.M.R.
“Pozzolanic activity and filler effect of sugar cane bagasse ash in Portland cement
and lime mortars”. Cement and Concrete Composites, 30 : 410-418, 2008.
CORDEIRO, G.C.; FILHO, R.D.T. & FAIRBAIRN, E.M.R. “Caracterizacao de cinza
do bagaco de cana-de-agucar para emprego como pozolana em materiais
cimenticios”. Quim. Nova, 32(1): 82-86, 2009.

COUCH, R.D. & GAUCHER, G.C. “Rational elimination of Aspergillus terreus
sulochrin production”. Journal of Biotechnology, 108 : 171-178, 2004.

CORTEZ, L.; MAGALHAES, P. & HAPPI, J. “Principais subprodutos da agroindustria
canavieira e sua valorizagao”. Revista Brasileira de Energia, 2 : 1-17, 2002.

DAVY, C.W. “Legislation with respect to dioxins in the workplace”. Environment
International, 30 : 219- 233, 2004.

DIAS, M.D.; POZZA, E.A.; DE ABREU, M.S. & MIRANDA, E.O. “Efeito da
temperatura no crescimento micelial, producdo e germinacao de conidios de
Colletotrichum spp. isolados de Coffea arabica L1”. Ciénc. agrotec., 29(3): 545-552,
2005.

D’SOUZA, T.M.; BOOMINATHAN, K. & REDDY, C.A. “Isolation of laccase gene-
specific sequences from white rot and brown rot fungi by PCR”. Applied and
environmental microbiology, 62(10): 3739-3744. 1996.

DWERNYCHUK, L.W.; CAU, H.D.; HATFIELD, C.T.; BOIVIN, T.G.; HUNG, T.M.;
DUNG, P.T. & THAI, N.D. “Dioxin reservoirs in southern Viet Nam — A legacy of
agent orange”. Chemosphere, 47 : 117-137, 2002.

EN 1948-1. "Stationary source emissions - Determination of the mass concentration
of PCDDs/PCDFs - Part 1: Sampling"”. 1996a.

EN 1948-2. "Stationary source emissions - Determination of the mass concentration
of PCDDs/PCDFs - Part 2: Extraction and clean-up".1996b.

117



EN 1948-3. "Stationary source emissions - Determination of the mass concentration
of PCDDs/PCDFs - Part 3: Identification and quantification". 1996c.

ERUM, S. & AHMED, S. “Comparison of dye decolorization efficiencies of indigenous
fungal isolates”. African Journal of Biotechnology, 10(17):3399-3411, 2011.

EVANS, C.S.; HEDGER, J.N. “Degradation of plant cell wall polymers”. IN: Fungi in

Bioremediation. GADD, G.M. (Ed.). Cambridge University Press, 2001, pp. 20.

EVERAERT, K. & BAEYENS, J. “The formation and emission of dioxins in large
scale thermal processes”. Chemosphere, 46 : 439-448, 2002.

FANCHIANG, J.-M. & TSENG, D.-H. “Degradation of anthraquinone dye C.I.
Reactive Blue 19 in aqueous solution by ozonation”. Chemosphere, 77 : 214-221,
2009.

FEDOROV, A. L.; “Dioxin problem in Russian chemical industry”. Chemosphere, 27 :
477-481, 1993.

FERREIRA, D.F. “SISVAR: Um programa para analise e ensino de estatistica”.
Revista Cientifica Symposium, 6(2): 36-41, 2008. Site para download do programa:
http://www.dex.ufla.br/~danielff/softwares.htm. Acessado em 28/01/2012.

FIELD, J.A. & SIERRA-ALVAREZ, R. “Microbial degradation of chlorinated dioxins”.
Chemosphere, 71 : 1005-1018, 2008.

FITZGERALD, R.L.; GRIFFIN, T.L.; YUN, T.-M.; GODFREY, R.A.; WEST, R,;
PESCE, A.J. & HEROLD, D.A. “Dilute and shoot: Analysis of drugs of abuse using
selected reaction monitoring for quantification and full scan product ion spectra for
identification. Journal of Analytical Toxicology, 36(2): 106-111, 2012.

FOCANT, J.-F.; EPPE, G. & DE PAUW, E. “Optimisation and use of tandem-in-time
mass spectrometry in comparison with immunoassay and HRGC/HRMS for PCDD/F
screening”. Chemosphere 43 : 417-424, 2001.

FOCANT, J.-F.; PIRARD, C. & DE PAUW, E. “Automated sample preparation-
fractionation for the measurement of dioxins and related compounds in biological
matrices: a review”. Talanta 63 : 1101-1113, 2004.

FOCANT, J.-F.; PIRARD, C.; EPPE, G & DE PAUW, E. “Recent advances in mass
spectrometric measurement of dioxins”. Journal of Chromatography A, 1067 : 265—
275, 2005.

FOCANT, J.-F.; EPPE, G.; MASSART, A.-C.; SCHOLL, G; PIRARD, C & DE PAUW,
E. “High-throughput biomonitoring of dioxins and polychlorinated

biphenyls at the sub-picogram level in human serum”. Journal of Chromatography A,
1130 : 97-107, 2006.

FOLTRAN, R. Aplicacéo de Calcario, Silicato e Gesso em Soqueira de Cana-de-
Acucar Sem Despalha a Fogo. Botucatu, Faculdade de Ciéncias Agronémicas —
UNESP, 2008. Dissertacao de Mestrado, 100p.

FUJII, I.; EBIZUKA, Y. &SANKAWA, U. “A novel anthraquinone ring cleavage
enzyme from Aspergillus terreus”. J. Biochem., 103 : 878—-883, 1988.

FULMER, M.E. Electricity-Ethanol Co-Production From Sugar Cane: A Technical and
Economic Assessment. Princeton, Center for Environmental Studies-Princeton
University, 1991. Master of Science in Engineering Dissertation — 317p.

GIRARDI, L.H.; CARGNELUTTI FILHO, A. & STORCK, L. “Erro tipo | e poder de
cinco testes de comparacao multipla de médias”. Rev. Bras. Biom., 27(1): 23-36,
20009.

GLENN, J. K. & GOLD, M. H. “Decolorization of several polymeric dyes by the lignin-
degradating basidiomycete Phanerochaete chrysosporium”. Applied and
Environmental Microbiology, 45(6): 1741-1747, 1983.

118


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0045653593903294

GOMAA, O.M.; EL KAREEM, H.A. & FATHEY, R. “Assessment of the efficacy of
brown rot fungi in real textile waste water treatment”. Journal of Biotechnology, 150S
: S1-S576, 2010.

GOMAA, O.M. & MOMTAZ, O.A.; “Copper induction and differential expression of
laccase in Aspergillus flavus”. Proceedings of the 12" International Conference on
Environmental Science and Technology. Rhodes Island - Greece, 2011, 367B-375B
GREEN, N.J.L.; HASSANIN, A.; JOHNSTON, A.E. & JONES, K.C. “Observations on
historical, contemporary, and natural PCDD/Fs”. Environ. Sci. Technol., 38 : 715—
723, 2004.

GROSSI, M.G.L. Avaliacdo da Qualidade dos Produtos Obtidos de Usinas de
Compostagem Brasileiras de Lixo Doméstico, Através de Determinacdo de Metais
Pesados e Substancias Organicas Toxicas. Sdo Paulo, Programa de Pos-
Graduacao em Quimica-USP, 1993. Tese de Doutorado - 223p.

GU, H.; DENG, Y.; WANG, J.; AUBRY, A.-N. & ARNOLD, M.E. “Development and
validation of sensitive and selective LC-MS/MS methods for the determination of
BMS-708163, a y-secretase inhibitor, in plasma and cerebrospinal fluid using
deprotonated or formate adduct ions as precursor ions”. Journal of Chromatography
B, 878 : 2319-2326, 2010.

GULLETT, B.K.; TOUATI, A.; HUWE, J. & HAKK, H. “PCDD and PCDF emissions
from simulated sugarcane field burning”. Environ. Sci. Technol., 40 : 6228-6234,
2006.

GUO, Y.L.; RYAN, J.J.; LAU, B.P.Y.; YU, M.L. & HSU, C.C. “Blood serum levels of
PCBs and PCDFs in Yucheng women 14 years after exposure to a toxic rice oil”.
Arch. Environ. Contam. Toxicol., 33 : 104-108, 1997.

HADIBARATA, T.; YUSOFF, A.R.M. & KRISTANTI, R.A. “Decolorization and
metabolism of anthraquionone-type dye by laccase of white-rot fungi Polyporus sp.
S133”. Water Air Soil Pollut., 223( 2): 933-941, 2012.

HARMS, H.; WITTICH, R.-M.; SINNWELL, V.; MEYER, H.; FORTNAGEL, P. &
FRACKE, W. “Transformation of dibenzo-p-dioxin by Pseudomonas sp. strain HH-
69”. Applied and Environmental Microbiology, 56(4): 1157-1159, 1990.
HASHIMOTO, S.; WATANABE, K.; NOSE, K. & MORITA, M. “Remediation of soil
contaminated with dioxins by subcritical water extraction”. Chemosphere 54 : 89-96,
2004.

HERNANDEZ, J.F.M.; MIDDENDORF, B.; GEHRKE, M. & BUDELMANN, H. “Use of
wastes of the sugar industry as pozzolana in lime-pozzolana binders: study of the
reactions”. Cement and Concrete Research 28 : 1525-1536, 1998.

HIRAISHI, A. “Biodiversity of dioxin-degrading microorganisms and potential
utilization in bioremediation”. Microbes Environ. 18 : 105-125, 2003.

HITES, R.A. “Dioxins: An Overview and History”. Environ. Sci. Technol., 45 : 16-20,
2011.

HOLCAPEK, M.; JANDERA, P. & PRIKRYL, J. “Analysis of sulphonated dyes and
intermediates by electrospray mass spectrometry”. Dyes and Pigments, 43 : 127-
137, 1999.

HOLCAPEK, M; VOLNA, K. & VANERKOVA, D. “Effects of functional groups on the
fragmentation of dyes in electrospray and atmospheric pressure chemical ionization
mass spectra”. Dyes and Pigments, 75 : 156-165, 2007.

HONG, H.-B.; HWANG, S.-H. & CHANG, Y.-S. “Biosorption of 1,2,3,4-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin and polychlorinated dibenzofurans by Bacillus pumilus”.
Wat. Res., 34(1): 349-353, 2000.

HONG, H-B.; CHANG, Y-S.; NAM, I-H.; FORTNAGEL, P. & SCHMIDT, S.
“Biotransformation of 2,7-dichloro- and 1,2,3,4- tetrachloro-p-dioxin by

119



Sphingomonas wittichii RW1”. Applied and Environmental Microbiology, 68 : 2584-
2588, 2002.

HONG, H-B.; NAM, I-H.; MURUGESAN, K.; KIM, W-M. & CHANG, Y-S.
“Biodegradation of dibenzo-p-dioxin, dibenzofuran, and chlorodibenzo-p-dioxins by
Pseudomonas veronii PH-03. Biodegradation, 15 : 303-313, 2004.

HOSOYA, K.; KIMATA, K.; FUKUNISHI, K. & TANAKA, N. “Photodecomposition of
1,2,3,4- and 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (tcdd) in water-alcohol media on a
solid support”’. Chemosphere, 31(7): 3687-3698, 1995.

HUANG, H. & BUEKENS, A. “On the mechanisms of dioxin formation in combustion
processes”. Chemosphere, 31(9): 4099-4117, 1995.

HUNSINGER, H.; KREISZ, S. & VOGG, H. “Formation of chlorinated aromatic
compounds in the raw gas of waste incineration plants. Chemosphere, 34(5-7): 1033-
1043, 1997.

ISENSEE, A.R. & JONES, G.E. “Absorption and Translocation of Root and Foliage
Applied 2,4-Dichlorophenol, 2,7-Dichlorodibenzo-p-dioxin, and 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin”. J. Agr. Food Chem., 19(6): 1210-1214, 1971.
ISENSEE, A.R. & JONES, G.E. “Distribution of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) in aquatic model ecosystem. Environmental Science and Technology, 9(7):
668-672, 1975.

ISHII, K. & FURUICHI, T. “Development of bioreactor system for treatment of dioxin-
contaminated soil using Pseudallescheria boydii”. Journal of Hazardous Materials
148 : 693-700, 2007.

ISOSAARI, P.; LAINE, O.; TUHKANEN, T. & VARTIAINEN, T. “Photolysis of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans dissolved in vegetable oils:
influence of oil quality”. Science of the Total Environment, 340 : 1294-1300, 2005.
IUPAC. Compendium of Chemical Terminology, 22 ed. (the "Gold Book"). Compilado
por McNaught, A. D & Wilkinson, A. Blackwell Scientific Publications, Oxford 1997.
Veresao Online - http://goldbook.iupac.org, 2006.doi:10.1351/goldbook.

JEWETT, B.N.; RAMALEY, L. & KWAK, J.C.T. “Atmospheric pressure ionization
mass spectrometry techniques for the analysis of alkyl ethoxysulfate mixtures”.
Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 10(6): 529-536, 1999.

JIS K0311: 2005(J), Japanese Standards Association, June 20, 2005.

JURAS, |LA.G.M. “Destinos dos residuos sodlidos e legislagao sobre o tema”. Nota
Técnica da Consultora Legislativa da Area XI: Meio Ambiente e Direito Ambiental,
Organizacao Territorial, Desenvolvimento Urbano e Regional. Consultoria Legislativa
da Camara dos Deputados de Brasilia — DF, 2001. Disponivel em
http://www?2.camara.gov.br/documentos-e
pesquisa/publicacoes/estnottec/pdf/010371.pdf. Acessado 07/03/12.

KAMEI, I.; WATANABE, M.; HARADA, K.; MIYAHARA, T.; SUZUKI, S.; MATSUFUJI,
Y. & KONDO, R. “Influence of soil properties on the biodegradation of 1,3,6,8-
tetrachlorodibenzo-p- dioxin and fungal treatment of contaminated paddy soil by
white rot fungus Phlebia brevispora”. Chemosphere, 75 : 1294-1300, 2009.

KANG, Y.-S.; YAMAMURO, M,. MASUNAGA, S. & NAKANISHI, J. “Specific
biomagnification of polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans in tufted
ducks (Aythya fuligula), common cormorants (Phalacrocorax carbo) and their prey
from Lake Shinji, Japan”. Chemosphere, 46 : 1373-1382, 2002.

KIGUCHI, O.; SAITOH, K. & OGAWA, N. “Simultaneous extraction of polychlorinated
dibenzo-p-dioxins, polychlorinated dibenzofurans and coplanar polychlorinated
biphenyls from contaminated soil using pressurized liquid extraction”. Journal of
Chromatography A, 1144 : 262—-268, 2007.

120



KIRK, T.K.; LAMAR, R.T. & GLASER, J.A.” The potential of white-rot fungi in
bioremediation. IN: Biotechnoloy and Environmental Science-Molecular Aprroaches.
Mongkolsuk, S.; Lovett, P.S. & Trempy, J.E. (Eds.) New York, Plenum Press, 1992.
131-138.

KRAUSMANN, F.; GINGRICH, S.; EISENMENGER, N.; ERB, K.-H.; HABERL, H. &
KOWALSKI-FISCHER, M. “Growth in global materials use, GDP and population
during the 20th century”. Ecological Economics, 68(10): 2696—2705, 2009.
KRISHNAN, S.; PRABHU, Y. & PHALE, P.S. “o-Phthalic acid, a dead-end product in
one of the two pathways of phenanthrene degradation in Pseudomonas sp. strain
PP2”. Indian Journal of Biochemistry&Biophysics, 41 : 227-232, 2004.

KUBATOVA, A.; ERBANOVA, P.; EICHLEROVA, |.; HOMOLKA, L.; NERUD, F. &
SASEK, V. “PCB congener selective biodegradation by the white rot fungus
Pleurotus ostreatus in contaminated soil”. Chemosphere, 43 : 207-215, 2001.
KULKARNI, P.S.; CRESPO, J.G. & AFONSO, C.A.M. “Dioxins sources and current
remediation technologies - A review”. Environment International, 34 : 139-153,
2008a.

KULKARNI, P.S.; NEVES, L.; AFONSO, C.A.M. & CRESPO, J.G. “Absorption of
dioxins using high temperature stable ionic liquids”. Organohalogen Compounds, 70
: 2036-2038, 2008b.

LARAMEE, J.A.; ARBOGAST, B.C. & DEINZER, M.L. “ Electron capture negative
chemical ionization mass spectrometry of 1,2,3,4-tetrachlorodibenzo-p-dioxin.
Analytical Chemistry, 58 : 2907-2912, 1986.

LATTUADA, R.M. Avaliacdo da Metodologia de Deteccao de Massas de Baixa
Resolucdo Associado ao Modo MS/MS na Determinacéo de Dioxinas e
Fruanos.Porto Alegre, Programa de Pds-Graduacdo em Quimica — UFRGS, 2003.
Dissertacao de Mestrado, 86 p.

LAWRENCE, R.S. Dioxins and Dioxin-Like Compounds in the Food Supply :
Strategies to Decrease Exposure. Washigton, The National Academic Press, 2003.
Disponivel em http://www.nap.edu/catalog/10763.html.

LEE, J.-M.; KIM, J.-H.; CHANG, Y.-Y. & CHANG, Y.-S. “Steel dust catalysis for
Fenton-like oxidation of polychlorinated dibenzo-p-dioxins”. Journal of Hazardous
Materials 163 : 222—-230, 2009.

LEME, P.R.; SILVA, S.L.; PEREIRA, A.S.C.; PUTRINO, S.M.; LANNA, D.P.D. &
FILHO, J.C.M.N. “Utilizagao do bagaco de cana-de-acucar em dietas com elevada
proporcao de concentrados para novilhos nelore em confinamento”. R. Bras.
Zootec., 32(6):1786-1791, 2003.

LI, X-D.; ZHANG, J.; YAN, J-H.; CHEN, T.; LU, S-Y. & CEN, K-F. “Effect of water on
catalyzed de novo formation of polychlorinated dibenzo-p-dioxins and polychlorinated
dibenzofuranos”. Journal of Hazardous Materials, A137 : 57-61, 2006.

LIEM, A.K.D. “Important developments in methods and techniques for the
determination of dioxins and PCBs in foodstuffs and human tissues”. Trends in
Analytical Chemistry,18(7): 499-507, 1999.

LIEM AK.D.; FURST, P. & RAPPE, C. “Exposure of populations to dioxins and
related compounds”. Food Addit. Contam. 17(4): 241-59, 2000.

LIN, S.; YANG, Z.; SHEN, Y. & CAl, Z. “LC/MS-based non-targeted metabolomics for
the investigation of general toxicity of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin in
C57BL/6J and DBA/2J mice”. International Journal of Mass Spectrometry, 301 : 29—
36, 2011.

LIU, Y.; HUANG, J. & ZHANG, X. “Decolorization and biodegradation of remazol
brilliant blue R by bilirubin oxidase”. Journal of Bioscience and Bioengineering,
108(6): 496-500, 2009.

121


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09218009

LONGORIA, A.; TINOCO, R. & VAZQUEZ-DUHALT, R.; “Chloroperoxidase-mediated
transformation of highly halogenated monoaromatic compounds”. Chemosphere 72 :
485-490, 2008.

LOZUPONE, C. & KNIGHT, R. “UniFrac: a new phylogenetic method for comparing
microbial communities”. Appl. Environ. Microbiol., 71(12): 8228-8235, 2005.
MACHADO, K.M.G.; MATHEUS, D.R.& BONONI, V.L.R. “Ligninolytic enzymes
production and remazol brilliant blue R decolorization by tropical Brazilian
basidiomycetes fungi”. Brazilian Journal of Microbiology, 36 : 246-252, 2005.
MADAN, M. & THIND, K.S. Physiology of Fungi. New Delhi, A.P.H. Publishing
Corporation, , 1998, p.126.

MAGUIRE, J. D. “Speed of germination-aid in selection and evaluation for seedling
emergence and vigour”. Crop Science, 2 : 176-177, 1962.

MANJI, S. & ISHIHARA, A. “Screening of tetrachlorodibenzo-p-dioxin-degrading fungi
capable of producing extracellular peroxidases under various conditions”. Appl.
Microbiol. Biotechnol., 63 : 438—444, 2004.

MARTINEZ-CORED, M.; PUJADAS, E.; DIAZ-FERRERO, J.; -COLL, M.; MARTI, R.;
BROTO-PUIG, F.; COMELLAS, L. & RODRIGUEZ-LARENA, M.C. “Fractionation of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins, polychlorinated dibenzofurans and planar
polychlorinated biphenyls by high performance liquid chromatography on a pyrenyl-
silica column”. Fresenius J. Anal. Chem., 364 : 576-583, 1999.
MCCAULEY-MYERS, D.L.; EICHHOLD, T.H.; BAILEY, R.E.; DOBROZSI, D.J,;
BEST, K.J.; HAYES II, J.W. & HOKE II, S.H. “Rapid bioanalytical determination of
dextromethorphan in canine plasma by dilute-and-shoot preparation combined with
one minute per sample LC-MS:MS analysis to optimize formulations for drug
delivery”. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 23 : 825-835, 2000.
MECHICHI, T.; MHIRI, N. & SAYADI, C. “Remazol Brilliant Blue R decolourization by
the laccase from Trametes trogii”. Chemosphere, 64 : 998-1005, 2006.

Ministry of the Environment, Japan. The Method Regulated in Regulations of the Law
Concerning Special Measures Against Dioxins. Clause 2, Article 1, Section 4, 2005.
MOREIRA, P.R.; ALMEIDA-VARA, E.; SENA-MARTINS, G.; POLONIA, |.;
MALCATA, F.X. & DUARTE, J.C. “Decolourisation of Remazol Brilliant Blue R via a
novel Bjerkandera sp. strain”. Journal of Biotechnology, 89 : 107-111, 2001

MORI, T. & KONDO, R. “Oxidation of chlorinated dibenzo-p-dioxin and dibenzofuran
by white-rot fungus, Phlebia lindtneri”. FEMS Microbiology Letters, 216 : 223-227,
2002.

MORI, T.; NAKAMURA, K. & KONDO, R. “Fungal hydroxylation of polychlorinated
naphthalenes with chlorine migration by wood rotting fungi”. Chemosphere, 77 :
1230-1235, 20009.

MORIMOTO, K. & TATSUMI, K. “Effect of humic substances on the enzymatic
formation of OCDD from PCP”. Chemosphere, 34 : 1277-1283, 1997.

NAM [.-H.; KIM, Y.M.; SCHMIDT, S. & CHANG, Y.-S. “Biotransformation of 1,2,3-tri-
and 1,2,3,4,7,8-hexachloro-p-dioxin by Sphingomonas wittichii strain RW1”. Applied
and Environmental Microbiology, 72 :112-116, 2005.

NAM, I.-H.; KIM, Y.-M.; MURUGESAN, K.; JEON, J.-R.; CHANG, Y.-Y. & CHANG,
Y.-S. “Bioremediation of PCDD/Fs-contaminated municipal solid waste incinerator fly
ash by a potent microbial biocatalyst”. Journal of Hazardous Materials, 157 : 114—
121, 2008.

NASSER, P.P.; DE SOUZA, S.M.C.; BATISTA, L.R. & MERCER, J.R. “Implicacdes
do fungo Aspergillus niger var. niger sobre o crescimento de isolados de Aspergillus
da sec¢éo Circumdati e producgédo de ocratoxina A”. Ciénc. agrotec., 27(5): 1172-1175,
2003

122



NAKAMIYA, K.; HASHIMOTO, S.; ITO, H.; EDMONDS, J.S.; YASUHARA, A. &
MORITA, M. “Degradation of dioxins by cyclic ether degrading fungus, Cordyceps
sinensis”. FEMS Microbiology Letters, 248 : 17-22, 2005.

NOBREGA, R.P.; DE ASSUNCAO, J.V.; PESQUERO, C.R. & DE ABRANTES, R.
“Dioxin and furan emission evaluation in automotive diesel engines”. Organohalogen
Compounds, 71 : 528-533, 2009.

OBERG, T.; BERGBACK, B. & FILIPSSON, M. “Catalytic effects by metal oxides on
the formation and degradation of chlorinated aromatic compounds in fly ash”.
Chemosphere, 71 : 1135-1143, 2008.

OJANPERA, S. “Drug Analysis Without Primary Reference Standards: Application of
LC-TOFMS and LC-CLND to Biofluids and Seized Mterials”. Helsinki - Finland,
Department of Forensic Medicine, University of Helsinki, 2008. Masters Dissertation,
64p.

OKUYAMA, M.; KOBAYASHI, N.; TAKEDA, W.; ANJO, T.; MATSUKI, Y.; GOTO, J.;
KAMBEGAWA, A. & HORI, S. “Enzyme-linked immunosorbent assay for monitoring
toxic dioxin congeners in milk based on a newly generated monoclonal anti-dioxin
antibody”. Anal. Chem., 76 : 1948-1956, 2004.

OLESZEK-KUDLAK, S.; SHIBATA, E.; NAKAMURA, T.; LI, X-W.; YU, Y-M. & DONG,
X-D. “Review of the sampling and pretreatment methods for dioxins determination in
solids, liquids and gases”. Journal of the Chinese Chemical Society, 54 : 245-262,
2007.

OLIE, K.; VERMEULEN, P.L. & HUTZINGER, O. “Chlorodibenzo-p-dioxins and
chlorodibenzofurans are trace components of fly ash and flue gas of some municipal
incinerators in the Netherlands”. Chemosphere, 6 : 455-459, 1977.

OLIVEIRA, J. A. “Efeito do Tratamento Fungicida em Sementes no Controle de
Tombamento de Plantulas de Pepino (Cucumis sativus L.) e Pimentdo (Capsicum
annum L.). Lavras — MG, Mestrado em Fitossanidade — UFLA, 1991. Dissertagdo de
Mestrado, 111 p.

ONOZUKA, D.; HIRATA, T. & FURUE, M. “Relative survival after exposure to
polychlorinated biphenyls and dioxins: A follow-up of Japanese patients affected in
the Yusho incident”. Science of the Total Environment, 409 : 2361-2365, 2011.
ORTEGA, S.N.; NITSCHKE, M.; MOUAD, A.M.; LANDGRAF, M.D.; REZENDE,
M.O.0.; SELEGHIM, M.H.R.; SETTE, L.D. & PORTO, A.L.M. “Isolation of Brazilian
marine fungi capable of growing on DDD pesticide”. Biodegradation, 22 : 43-50,
2011.

OSMA, J.F.; TOCA-HERRERA, J.L. & RODRIGUEZ-COUTO, S. “Transformation
pathway of Remazol Brilliant Blue R by immobilised laccase”. Bioresource
Technology, 101 : 8509-8514, 2010.

PANT, D. & ADHOLEYA, A. “Enhanced production of ligninolytic enzymes and
decolorization of molasses distillery wastewater by fungi under solid state
fermentation”. Biodegradation, 18 : 647-659, 2007.

PARSONS, J.R. & STORMS, M.C.M. “Biodegradation of polychlorinated dibenzo-p-
dioxins in batch and continuous cultures of strain JB1”. Chemosphere, 19 : 1297-
1308, 1989.

PASSARINI, M.R.Z.; RODRIGUES, M.V.N.; da SILVA, M. & SETTE, L.D. “Marine-
derived filamentous fungi and their potential application for polycyclic aromatic
hydrocarbon bioremediation”. Marine Pollution Bulletin, 62 : 364-370, 2011.
PATRICK, F.; MTUI, G.; MSHANDETE, A.M. & KIVAISI, A. “Optimization of laccase
and manganese peroxidase production in submerged culture of Pleurotus sajorcaju’.
African Journal of Biotechnology, 10(50): 10166-10177, 2011

123



PERAZOLLI, C.; MANCINI, I. & GUELLA, G. “Benzene-assisted atmospheric-
pressure chemical ionization: a new liquid chromatography/mass spectrometry
approach to the analysis of selected hydrophobic compounds”. Rapid Commun.
Mass Spectrom., 19 : 461-469, 2005.

PEREIRA, M.S. “Polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDD), dibenzofurans (PCDF)
and polychlorinated biphenyls (PCB): Main sources, environmental behavior and risk
to man and biota”. Quim. Nova, 27(6): 934-943, 2004.

PEREIRA, R.B.; LUCAS, G.C.; PERINA, F.J.; DE RESENDE, M.L.V. & ALVES, E.
“Potenital of essential oils for the control of brown eye spot in coffee plants”. Ciénc.
agrotec., 35(1):115-123, 2011.

PIACENTE, F.J. Agroindastria Canavieira e o Sistema de Gestdo Ambiental: o Caso
das Usinas Localizadas nas Bacias Hidrogréaficas dos Rios Piracicaba, Capivari e
Jundiai. Campinas, Programa de Pos-Graduacdo em Desenvolvimento Econdmico -
UNICAMP, 2004.

PIRES, A.M.M. & MATTIAZZO, M.E. “Avaliacido da viabilidade do uso de residuos na
agricultura”. Circular Técnica n® 19, Embrapa Meio Ambiente, 2008.

PODOLL, R.T.; JABER, H.M. & MILL, T. “ Tetrachlorodibenzodioxin: rates of
volatilization and photolysis in the environment”. Enviro. Sci. Technol., 20 : 490-492,
1986.

POHLAND, A.E.; YANG, G.C. “Preparation and characterization of chlorinated
dibenzo-p-dioxins”. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 20(6): 1093-1099,
1972.

POLAND, A. & KNUTSON, J.C.. “2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin and related
aromatic hydrocarbons: examination of the mechanism of toxicity”. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol., 22 : 517-554, 1982.

POLAND, A.; KNUTSON, J. & GLOVER, E. “Studies on the mechanism of action of
halogenated aromatic hydrocarbons”. Clin. Physiol. Biochem., 3 : 147-154, 1985.
PREUD’HOMME, H. & POTIN-GAUTIER, M. “Optimization of accelerated solvent
extraction for polyhalogenated dibenzo-p-dioxins and benzo-p-furans in mineral and
environmental matrixes using experimental designs”. Anal. Chem., 75 : 6109-6118,
2003.

RAFOLS, C. & BARCELO, D. “Determination of mono- and disulphonated azo dyes
by liquid chromatography—atmospheric pressure ionization mass spectrometry”.
Journal of Chromatography A, 777 : 177-192, 1997.

RAO, M.A.; SCELZA, R.; SCOTTI, R.; GIANFREDA, L. “Role of enzymes in the
remediation of polluted environments” J. Soil Sci. Plant Nutr., 10(3): 333- 353, 2010.
REINER, E.J.; CLEMENT, R.E.; OKEY, A.B. & MARVIN, C.H. “Advances in
analytical techniques for polychlorinated dibenzo-p-dioxins, polychlorinated
dibenzofurans and dioxin-like PCBs”. Anal. Bioanal. Chem., 386(4): 791-806, 2006.
REINER, E.J. “The analysis of dioxins and related compounds”. Mass Spectrometry
Reviews, 29 : 526— 559, 2010.

RICHTER, V.A.; ROMANNIKOVA, I.V.; KIT, Y.Y. & LITVAK, V.V. “Study of
chromatographic behavior of polyhalogenated dioxins in high performance reverse
phase liquid chromatography with C-18 phase in water-dioxane systems”.
Organohalogen Compounds, 31 : 38-40, 1997.

RISSARDI JUNIOR, D.J. & SHIKIDA, P.F.A. “A agroindUstria canavieira do Parana
poés-desregulamentacdo: uma abordagem neoschumpeteriana”. Rev. Econ. Sociol.
Rural, 45(2): 445-473, 2007.

RODRIGUES, L.H. Analises de Metabdlitos Secundarios em Culturas de
Pestalotiopsis sp e Aspergillus aculeatus. Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
- UFSCar, 2006. Dissertagéo de Mestrado, 93 p.

124



RODRIGUEZ-COUTO, S. “Production of laccase and decolouration of the textile dye
Remagzol Brilliant Blue R in temporary immersion bioreactors”. Journal of Hazardous
Materials, 194 : 297-302, 2011.

ROSSETO, R. “A cultura da cana, da degradagao a conservagao”. Visdo Agricola, 1
: 80-85., 2004.

RUZO, L.O. & CLASS, T. “Modern approaches to analysis of pesticide residues in
foods and the environment”. IN: Handbook of Pesticide Toxicology. KRIEGER, R.I. &
KRIEGER, W.C. (Eds.) Elsevier, 2001 pp. 676.

RYU, J-Y.; MULHOLLAND, J.A.; DUNN, J.; IINO, F. & GULLETT, B. “Potential role of
chlorination pathways in PCDD/F formation in a municipal waste incinerator”.
Environ. Sci. Technol., 38 : 5112-5119, 2004.

RYU, J.-H.; MULHOLLAND, J.A.; TAKEUCHI, M.; KIM, D.-H. & HATANAKA, T.
“CuCl,-catalyzed PCDD/F formation and congener patterns from phenols”.
Chemosphere, 61 : 1312-1326, 2005a.

RYU, J-Y.; MULHOLLAND, J.A.; KIM, D.-H. & TAKEUCHI, M. “Homologue and
isomer patterns of polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans from phenol
precursors: Comparison with municipal waste incinerator data”. Environ. Sci.
Technol., 39 : 4398-4406, 2005b.

SAFE, S.; BANDIERA, S.; SAWYER, T.; ROBERTSON, L.; SAFE, L.; PARKINSON,
A.; THOMAS, P. E.; RYAN, D. E.; REIK, L. M. & LEVIN, W. “PCBs: Structure-function
relationships and mechanism of action”. Environ.Health Perspect., 60 : 47-56, 1985.
SAFE, S.H. “Comparative toxicology and mechanism of action of polychlorinated
dibenzo-pdioxins and dibenzofurans.” Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 26 : 371-398,
1986.

SALES, A. & LIMA, S.A. “Use of Brazilian sugarcane bagasse ash in concrete as
sand replacement”. Waste Management, 30 : 1114-1122, 2010.

SANCTORUM, H.; ELSKENS, M. & BAEYENS, W. “Bioassay (CALUX)
measurements of 2,3,7,8-TCDD and PCB 126: Interference effects”. Talanta, 73 :
185-188, 2007.

SAO PAULO. Lei n°11.241, de 19 de Setembro de 2002. Diario Oficial do Estado,
Séo Paulo, SP, 20 set. 2002. Volume 112, numero 180, sec¢éo 01, p.02

SAO PAULO. Deciséo da Diretoria Plena da CETESB — DD 388/2010/P, de 21 de
Dezembro de 2010. Diario Oficial do Estado, S&do Paulo, SP, 24 dez. 2010. Caderno
1 Executivo p. 59.

SATO, A.; WATANABE, T; WATANABE, Y.; HARAZONO, K. & FUKATSU, T.
“Screening for basidiomycetous fungi capable of degrading 2,7-dichlorodibenzo-p-
dioxin”. FEMS Microbiology Letters, 213 : 213-217, 2002.

SCHECTER, A.; CRAMER, P.; BOGGESS, K.; STANLEY, J.; PAPKE, O.; OLSON, J;
SILVER, A. & SCHMITZ, M. “Intake of dioxins and related compounds from food in
the U.S. population”. Journal of Toxicology and Environmental Health Part A, 63 : 1—
18, 2001.

SCHECTER, A.; BIRNBAUM, L.; RYAN, J.J. & CONSTABLE, J.D. “Dioxins: An
overview”. Environmental Research, 101 : 419-428, 2006.

SCHREINER, G.; WIEDMANN, T.; SCHIMMEL, H. & BALLSCHMITER, K. “Influence
of the substitution pattern on the microbial degradation of mono- to tetrachlorinated
dibenzo-p-dioxins and dibenzofuranos”. Chemosphere, 34 : 1315-1331, 1997.
SCOTT, A. J. & KNOTT, M.A. “A cluster analysis method for grouping means in the
analysis of variance”. Biometrics, 30(3): 507-512, 1974.

SILVA, E.C. Avaliagcédo do Poder e Taxas de Erro Tipo | do Teste de Scott-Knott por
Meio do Método de Monte Carlo. Lavras, Programa de Pos-Graduagao em
Estatistica e Experimentacdo Agropecuaria — UFLA, 1998. Dissertacdo de Mestrado.

125



SINKKONEN, S.; PAASIVERTA, J. “Degradation half-life times of PCDDs, PCDFs
and PCBs for environmental fate modeling”. Chemosphere, 40 : 943-949, 2000.
SIRIMANNE, S.R.; BARR, J.R. & PATTERSON, D.G. “Quantification of polycyclic
aromatic hydrocarbons and polychlorinated dibenzo-p-dioxins in human serum by
combined micelle-mediated extraction (cloud-point extraction) and HPLC”. Anal.
Chem., 68 : 1556-1560, 1996.

SIRIPONG, P.; ORAPHIN, B.; SANRO, T. & DUANPORN, P. “Screening of fungi
from natural sources in Thailand for degradation of polychlorinated hydrocarbons”.
Am.-Euras. J. Agric. & Environ. Sci., 5(4) : 466-472, 2009.

SOARES, G.M.B.; de AMORIM, M.T.P. & COSTA-FERREIRA, M. “Use of laccase
together with redox mediators to decolourize Remazol Brilliant Blue R”. Journal of
Biotechnology, 89 : 123-129, 2001.

SOKAL, R.R. & MCHENER, C.D. “A statistical method for evaluating systematic
relationships”. The University of Kansas Science Bulletin, 38(2): 1409-1438, 1958.
STACH, J.; PAKAREK, V.; GRABIC, R.; LOJKASEK, M. & PACAKOVA, V.
“Dechlorination of polychlorinated biphenyls, dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans on
fly ash”. Chemosphere, 41 : 1881-1887, 2000.

STANMORE, R.B. “The formation of dioxins in combustion systems”. Combustion
and Flame , 136 398427, 2004.

STIEGLITZ, L.; BAUTZ, H.; ROTH, W. & ZWICK, G. “Investigation of precursor
reactions in the de-novo-synthesis of PCDD/PCDF on fly ash”. Chemosphere, 34(S-
1): 1083-1090, 1997.

SUHARA, H.; DAIKOKU, C.; TAKATA, H.; SUZUKI, S.; MATSUFUJI, Y.; SAKAI K. &
KONDO, R. “Monitoring of white-rot fungus during bioremediation of polychlorinated
dioxin-contaminated fly ash”. Appl. Microbiol. Biotechnol., 62 : 601-607, 2003.
SUGANQO, Y.; MATSUSHIMA, Y.; TSUCHITA, K.; AOKI, H.; HIRAI, M. & SHODA, M.
“Degradation pathway of an anthraquinone dye catalyzed by a unique peroxidase
DyP from Thanatephorus cucumeris Dec 1”. Biodegradation, 20 : 433—-440, 20009.
TAKAHASHI, M.; TSUKAMOTO, S.; KAWAGUCHI, A.; SAKAMOTO, A. &
MORIKAWA, H. “Phytoremediators from abandoned rice field”. Plant Biotechnology,
22(2): 167-170, 2005.

TAKIGAMI, H.; SUZUKI, G. & SAKAI, S-I. “Application of bioassays for the detection
of dioxins and dioxin-like compounds in wastes and the environment”.

IN: Interdisciplinary Studies on Environmental Chemistry—Biological Responses to
Chemical Pollutants. MURAKAMI,Y.; NAKAYAMA, K.;. KITAMURA, S.-I.; IWATA, H
& TANABE,S. (Eds.). Téquio, Terrapub, 2008. p. 87-94.

TAVORA, F.L. “Histéria e Economia dos Biocombustiveis no Brasil”. Centro de
Estudos da Consultoria do Senado, 2011.
http://www.senado.gov.br/conleg/centroaltoestudosl.html.

TEIXEIRA, S.R.; DE SOUZA, A.E.;: PENA, A.F.V.; DE LIMA, R.G. & MIGUEL, A.G.

“Use of charcoal and partially pirolysed biomaterialin fly ash to produce briquettes:
sugarcane bagasse”. IN : Alternative Fuels. MANZANERA, M. (Ed.) Rijeka, InTech -
Open Access Publisher, 2011. p. 177-200.

TORRES-DUARTE, C.; ROMAN, R.; TINOCO, R. & VAZQUEZ-DUHALT, R.
“‘Halogenated pesticide transformation by a laccase—mediator system”.
Chemosphere, 77 : 687—-692, 2009.

TUPPURAINEN, K.; ASIKAINEN, A.; RUOKOJARVI, P. & RUUSKANEN, J.
“Perspectives on the formation of polychlorinated dibenzo-p-dioxins and
dibenzofurans during municipal solid waste (MSW) incineration and other combustion
processes”. Acc. Chem. Res., 36 : 652-658, 2003.

126



TURGUT, M.; OZSUNAR, Y.; ONCU, S.; AKYUZ, O.; ERTUGRUL, M.B.; TEKIN, C;
GULTEKIN, B. & SAKARIA, S. “Invasive fungal granuloma of the brain caused by
Aspergillus fumigatus: a case report and review of the literature”. Surgical Neurology,
69 : 169-174, 2008.

TRUFELLI, H.; PALMA, P.; FAMIGLINI, G. & CAPPIELLO, A. “Na overview of matrix
effects in liquid chromatography-mass spectrometry”. Mass Spectrometry Reviews,
30 :491-509, 2011.

UNICA. Acucar e Alcool do Brasil Commodities da Energia e do Meio Ambiente.
Unido da Agroindustria Canavieira de Sao Paulo, 2004. 34p.

UNICA. Producéo e Uso do Etanol Combustivel no Brasil: Respostas as Questdes
mais Frequentes. S&do Paulo. Marco, 2007. Disponivel em
http://www.ie.ufrj.br/infosucro/biblioteca/bic_Unica_ProducaoUsoEtanol.pdf. Acessao
07/03/12.

UKISU, Y. & MIYADERA, T. “Dechlorination of dioxins with supported palladium
catalysts in 2-propanol solution”. Applied Catalysis A: General, 271 : 165-170, 2004.
URANDO, K.; KATO, M.; NAGAYANAGI, Y.; SAITO, Y.; AONO, A.; NAGATA, J. &
SYUDO, H. “Convenient dioxin measuring method using an efficient sampling train,
an efficient HPLC system and a highly sensitive HRGC/LRMS with a PTV injector”.
Chemosphere, 43 : 425-431, 2001.

U.S. EPA. 1989. Interim Procedures for Estimating Risks Associated with Exposures
to Mixtures of Chlorinated Dibenzo-p-dioxins and Dibenzofurans (CDDs and CDFs)
and 1989 Update. U.S. Environmental Protection Agency, Risk Assessment Forum,
Washington, DC, EPA/625/3-89/016 (NTIS PB90145756), 1989.

US EPA ,2008. Test Methods for Evaluating Solid Waste, Physical/ Chemical
Methods. SW-846 Manual. Disponivel em
http://www.epa.gov/epaoswer/hazwaste/test/ sw846.htm Acessado 23/01/2012.
VAITHIYANATHAN, S.; MSHRA, A.S.; PRASAD, R.; TRIPATHI, M.K.; MISRA, A.K.;
CHATURVEDI, O.H. & JAKHMOLA, R.C. “Remazol brilliant blue reactive dye
decolouration and mustard straw utilization by white rot fungi”. Indian Journal of
Biotechnology, 4 : 144-148, 2005.

VALLE-VIGON, P. & FUERTES, A.B. ” Magnetically separable carbon capsules
loaded with laccase and their application to dye degradation”. RSC Adv.,1 : 1756-
1762, 2011.

VALLI, K.; WARISHII, H. & GOLD, M.H. “Degradation of 2,7-dichlorodibenzo-p-dioxin
by the lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete chrysosporium”. Journal of
Bacteriology, 174(7): 2131-2137, 1992.

VAN DEN BERG, M.; BIRNBAUM, L.S.; DENISON, M.; DE VITO, M.; FARLAND, W,
FEELEY, M.; FIEDLER, H.; HAKANSSON, H.; HANBERG, A.; HAWS, L.; ROSE, M.;
SAFE, S.; SCHRENK, D.; TOHYAMA, C.; TRITSCHER, A.; TUOMISTO, J.;
TYSKLIND, M.; WALKER, N. & PETERSON, R.E. “The 2005 World Health
Organization re-evaluation of human and mammalian toxic equivalency factors for
dioxins and dioxin-like compounds”. Toxicological Sciences, 2 : 223-241, 2006.
VESSECCHI, R.; LOPES, N.P.; GOZZO, F.C.; DORR, F.A.; MURGU, M.; LEBRE,
D.T.; ABREU, R.; BUSTILLOS, O.V. & RIVEROS, J.M. “Nomenclaturas de
espectrometria de massas em lingua portuguesa”. Quimica Nova, 34(10): 1875-
1887, 2011.

VIDALI, M. “Bioremediation. An Overview”. Pure Appl. Chem., 73(7): 1163-1172,
2001.

VITALI, V.M.V.; MACHADO, K.M.G.; DE ANDREA, M.M. & BONONI, V.L.R.
“Screening mitosporic fungi for organochlorides degradation”. Brazilian Journal of
Microbiology, 37 : 256-261, 2006.

127



VON HOLST, C.; MAIO, G.; WENCLAWIAK, B.W. & DARSKUS, R.L. ” Extraction of
PCDD/PCDF from soil with supercritical CO2: Optimization by a three-level factorial
design approach”. Frenesius Journal of Analytical Chemistry, 368 : 378-383, 2000.
VYAS, B.R.M. & MOLITORIS, H.P. “Involvement of an extracellular H,O»,-dependent
ligninolytic activity of the white rot fungus Pleurotus ostreatus in the decolorization of
Remagzol Brilliant Blue R”. Applied and Environmental Microbiology, 61(11): 3919—
3927, 1995.

WAITE, S.; KALLURY, K. & MCGINLEY, M. “Using aromatic selectivity with Gemini
C6-Phenyl for difficult separations”. Phenomenex Technical note TN-1029, 2006.
Disponivel em www.Phenomenex.com/TechNotes/1029. Acessado 05/03/12.
WANG, W.; GAO, X.; ZHENG, L. & LAN, Y. “Reductive dechlorination of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans in MSWI fly ash by sodium
hypophosphite”. Separation and Purification Technology, 52 : 186—-190, 2006.
WANG, B.-E. & HU, Y.-Y. “Bioaccumulation versus adsorption of reactive dye by
immobilized growing Aspergillus fumigatus beads”. Journal of Hazardous Materials,
157 . 1-7, 2008.

WEBER, R.; SAKURAI, T. & HAGENMAIER, H. “Formation and destruction of
PCDD/PCDF during heat treatment of fly ash samples from fluidized bed
incinerators”. Chemosphere, 38 : 2633-2642, 1999.

WEBER, R. & SAKURAI, T. “Formation characteristics of PCDD and PCDF during
pyrolisys processes”. Chemosphere, 45 : 1111-1117, 2001.

WEBER, R. “Relevance of PCDD/PCDF formation for the evaluation of POPs
destruction technologies — Review on current status and assessment gaps”.
Chemosphere, 67 : S109-S117, 2007.

WELLINGTON LABS. Reference and Handling Guide. GC/MS Characterization and
Analysis of Selected Halogenated Aromatic Compounds. 2009. Disponivel em
http://mwww.well-labs.com/docs/gc_ms_ref guide.pdf. Acessado 07/03/12.

WILKES, H.; WITTICH, R.-M.; TIMMIS, K.N.; FORTNAGEL, P. & FRANCKE, W.
“Degradation of chlorinated dibenzofurans and dibenzo-p-dioxins by Sphingomonas
sp. strain RW1”. Applied and Environmental Microbiology, 62(2): 367-371, 1996.
WILLIAMS, L.M. Woods Hole Oceanographic Institution, 2011. Disponivel em
http://www.whoi.edu/page.do?pid=52736&tid=441&cid=127988&ct=61&article=89708
. Acessado 17/*04/2012, 15h00.

WU, Z.; GAO, W.; PHELPS, M.A.; WU, D.; MILLER, D.W. & DALTON, J.T.
“Favorable effects of weak acids on negative-ion electrospray ionization mass
spectrometry”. Analytical Chemistry, 76(3): 839-847, 2004.

XHROUET, C.; PIRARD, C. & DE PAUW, E. “De novo synthesis of polychlorinated
dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans on fly ash from a sintering process”. Environ.
Sci. Technol., 35 : 1616-1623, 2001.

YABE, K.; NAKAMURA, Y.; NAKAJIMA, H.; ANDO, Y. & HAMASAKI, T. “Enzymatic
conversion of norsolorinic acid to averufin in aflatoxin biosynthesis”. Applied and
Environmental Microbiology, 57(5): 1340-1345, 1991.

YANG, M.; FAZIO, S.; MUNCH, D. & DRUMM, P. “Impact of methanol and
acetonitrile on separations based on 11-11 interactions with a reversed-phase phenyl
column”. Journal of Chromatography A, 1097 : 124-129, 2005.

YANG, Z.; XIA, C.; ZHANG, Q.; CHEN, J. & LIANG, X. “Catalytic detoxification of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and polychlorinated dibenzofurans in fly ash”.
Waste Management, 27 : 588-592, 2007.

YIVE, N.S.C.K. & TIROUMALECHETTY, M. “Dioxin levels in fly ash coming from the
combustion of bagasse”. Journal of Hazardous Materials, 155 : 179-182, 2008.

128



YU, J.; BHATNAGAR, D. & EHRLICH, K.C.; “Aflatoxin biosynthesis”. Rev. Iberoam.
Micol., 19 : 191-200, 2002.

ZAIA, J. “Mass spectrometry of oligosaccharides”. Mass Spectrometry Reviews, 23 :
161-227, 2004.

ZHANG, F.; CHEN. J.; ZHANG, H.; NI, Y.; ZHANG, Q. & LIANG, X. “Dechlorination
of dioxins with Pd/C in ethanol-water solution under mild conditions”. Separation and
Purification Technology, 59 : 164-168, 2008.

129



130



ANEXO |

Andlise das amostras obtidas pela empresa Barauna para quantificacdo de
dioxinas em torta de filtro, leira de compostagem, cinzas volantes e caixa de cinza
obtidas da Usina Sdo José da Estiva, em Novo Horizonte — SP, por laboratérios

particulares.

TABELA A.1 — Andlise de dioxinas na torta de filtro rotativo de cana-de-acucar.
Método usado: GC-HRMS.

Dioxinas e Furanos3

Parametros Resultados
Unidade: ng/kg dw

2,3,7,8 - TetraCDD <0,27
1,2,3,7,8 — PentaCDD <0,36
1,2,3,7,8,9 - HexaCDD <0,71
1,2,3,6,7,8 - HexaCDD <0,71
1,2,3,4,7,8 - HexaCDD <0,71
1,2,3,4,6,7,8 - HeptaCDD <5,04
OctaCDD <77,2
2,3,7,8 - TetraCDF <0,47
2,3,4,7,8 — PentaCDF <0,65
1,2,3,7,8 — PentaCDF <0,65
2,3,4,6,7,8 - HexaCDF <0,59
1,2,3,7,8,9 - HexaCDF <0,59
1,2,3,6,7,8 - HexaCDF <0,59
1,2,3,4,7,8 - HexaCDF <0,59
1,2,3,4,7,8,9 — HeptaCDF <0,56
1,2,3,4,6,7,8 — HeptaCDF <0,77
OctaCDF <4,75
OMS(1998)PCDD/FTEQ incl.LOQ 1,55
OMS(1998)PCDD/FTEQ excl.LOQ ND
OMS(2005)PCDD/FTEQ incl.LOQ 1,43
OMS(2005)PCDD/FTEQ excl.LOQ ND
I-TEQ(OTAN/CCMS) incl.LOQ 1,45
I-TEQ(OTAN/CCMS) excl.LOQ ND
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TABELA A.2 — Analises de dioxinas em cinzas volantes da caldeira de queima do
bagaco de cana. Método usado: EPA 8290 (US EPA, 2008).

Parametros - Dioxina e Furanos

Parametros Unidade LQM 0907/019R-01

09h50min

2,37,8 - TetraCDF ng/kg, — 23,6
1,2,3,7,8 - PentaCDF ng/kg - 6,64
2,34,78 - PentaCDF ng/kg 8,24
1,2,3,4,7,8 - HexaCDF ng/kg 1,55
1,2,3,6,7,8 - HexaCDF ng/kg 1,57
1,233,789 - HexaCDF ng/kg - < 0,40
2,3,4,6,7,8 - HexaCDF ng/kg -—- 1,08
1,2,3,4,6,7,8 - HeptaCDF ng/kg — <0,78
1,2,3,4,7,8,9 - HeptaCDF ng/kg - <0,38
OctaCDF ng/kg -—- < 0,88
2,3,7,8 - TetraCDD ng/kg --- 3,08
1,2,3,7,8 - PentaCDD ng/kg 3,50
1,2,3,4,7,8 - HexaCDD ng/kg - 1,56
1,2,3,6,7,8 - HexaCDD ng/kg -— 1,37
1,2,3,7,8,9 - HexaCDD ng/kg 1,37
1,2,3,4,6,7,8 - HeptaCDD ng/kg - 2,86
OctaCDD ng/kg 6,84
Dioxinas e Furanos TEQ- ng/kg 12,5
WHO (excl.LQ)
Dioxinas e Furanos TEQ- ng’kg -— 12,5
WHO (incl.LQ)
Dioxinas e Furanos TEQ- ng/kg 12,5
NATO/CCMS (excl.LQ)
Dioxinas e Furanos TEQ- ng/kg - 12,6
NATO/CCMS (incl.LQ)
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TABELA A.3 - Andlises de dioxinas em amostras de cinza provenientes da caixa de

cinza da caldeira. Analise por GC-HRMS.

Dioxinas e Furanos3

Parametros Resultados
Unidade: ng/kg
2,3,7,8 - TetraCDD 11,7
1,2,3,7,8 - PentaCDD 7,94
1,2,3,7,8,9 - HexaCDD 1,93
1,2,3,6,7,8 - HexaCDD 2,03
1,2,3,4,7,8 - HexaCDD 2,86
1,2,3,4,6,7,8 — HeptaCDD <8,06
OctaCDD <123
2,3,7,8 - TetraCDF 92,6
2,3,4,7,8 - PentaCDF 21,9
1,2,3,7,8 - PentaCDF 18,7
2,3,4,6,7,8 — HexaCDF 4,03
1,2,3,7,8,9 - HexaCDF <0,95
1,2,3,6,7,8 - HexaCDF 3,31
1,2,3,4,7,8 - HexaCDF 3,72
1,2,3,4,7,8,9 — HeptaCDF <0,90
1,2,3,4,6,7,8 — HeptaCDF 3,27
OctaCDF <7,59
OMS(1998)PCDD/FTEQ incl.LOQ 42,9
OMS(1998)PCDD/FTEQ excl.LOQ 42,7
OMS(2005)PCDD/FTEQ incl.LOQ 38,1
OMS(2005)PCDD/FTEQ excl.LOQ 37,9
I-TEQ(OTAN/CCMS) incl.LOQ 39,0
I-TEC(OTAN/CCMS) excl.LOQ 38,7
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TABELA A.4 - Andlise de dioxinas na amostra de uma leira de compostagem.
Andlise por GC-HRMS seguindo o protocolo EPA 8290 (US EPA, 2008).

ENSAIO: DIOXINAS E FURANOS

| LOGIN: 5282/2010-1.0 I PONTO: COMPOSTO ORGANICO

| MATRIZ: RESIDUO INDUSTRIAL | DATA:09/02/2010 ||  HORA: 09:00
Nome do Composto Concentragiio i-TEQ de Nato WHO-TEQ LQi-TEQ

ng/kg ng/kg ng/kg ng/kg

DIOXINAS
2,3,7,8-TCDD ND ND ND 1
1,2,3,7,8-PeCDD ND ND ND 1
1,2,3,4,7,8-HxCDD ND ND ND 0,3
1,2,3,6,7,8-HxCDD ND ND ND 0,3
1,2,3,7,8,9-HxCDD ND ND ND 03
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD ND ND ND 0,15
OCDD ND ND ND 0,045

Total de Isémeros non-targeted

TCDD 18,50

PeCDD 5,900

HxCDD 0,7950

HpCDD ND

Total de Dioxinas TEQ ND ND

FURANOS

2.,3,7,8-TCDF 4,07 0,4070 0,4070 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF ND ND ND 0,1
2,3,4,7,8-PeCDF ND ND ND 1
1,2,3,4,7,8-HxCDF ND ND ND 0,3
1,2,3,6,7,8-HxCDF ND ND ND 0,3
2,3,4,6,7,8-HxCDF ND ND ND 0,3
1,2,3,7,8,9-HxCDF ND ND ND 0,3
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF ND ND ND 0,15
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF ND ND ND 0,15
OCDF ND ND ND 0,045

Total de Isémeros non-targeted

TCDF 5,330

PeCDF 8,500

HxCDF 0,5560

HpCDF ND

Total de Furanos TEQ 0,4070 0,4070

Total Geral TEQ 0,4070 0,4070 5,840
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