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RESUMO 

DESENVOLVIMENTO DE MÉTODOS PARA ESTUDOS DE DIOXINAS 

PRESENTES NA CINZA DO BAGAÇO DA CANA-DE-AÇÚCAR: AVALIAÇÃO DO 

POTENCIAL BIORREMEDIADOR DE CEPAS MICROBIANAS EM 

COMPOSTAGEM AERÓBICA 

 

A cinza do bagaço da cana-de-açúcar é um subproduto da indústria sucroalcooleira 

que apresenta potencial para aplicação no campo. Porém, a presença de 

contaminantes orgânicos como dioxinas torna necessário o desenvolvimento de 

estratégias para a remoção destes poluentes, como a biorremediação. Por serem as 

dioxinas extremamente tóxicas, é sensato o desenvolvimento de métodos eficazes e 

de baixo risco para avaliação inicial da capacidade microbiana de degradação 

destes compostos usando alternativas menos perigosas como ferramentas de 

triagem e seleção de micro-organismos candidatos à biorremediação. Neste 

contexto, este trabalho teve como objetivo o uso de modelos estatísticos para 

avaliação do crescimento microbiano em componentes de uma composteira já 

utilizada para tratamentos de outros resíduos sucroalcooleiros, bem como o 

desenvolvimento de métodos analíticos qualitativos e quantitativos de avalição da 

capacidade microbiana de degradação 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 avaliação do crescimento microbiano, apontando 

inibição do crescimento de todos os fungos pela composteira, e promoção de 

crescimento das cepas de Aspergillus no meio com cinza. Ademais, foi desenvolvido 

e validado um método para quantificação do corante RBBR direto do meio de cultura 

líquido usando a técnica dilute-and-shoot seguido por LC-MS/MS, onde foi possível 

detectar até 4,8pM de corante, sendo observada uma degradação entre 40-99% do 

corante em 30 dias. Da maneira similar, foi desenvolvido e validado um método por 

GC-MS para quantificação da 1,2,3,4-TCDD em meio líquido após extração, com 

limites de detecção de 10ppb, onde foi observada uma remoção de até 20% da 

dioxina em 30 dias de cultivo. Outro ponto avaliado foi a identificação dos produtos 

de degradação do RBBR durante o experimento, sendo observada a presença de 

quatro metabólitos do corante nas amostras, o que nos permitiu propor a rota de 

degradação do corante por Aspergillus flavus. 

Palavras-chave: Micro-organismos, Biorremediação, RBBR, Dioxina, Validação. 
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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 – Introdução 
 

  O crescimento populacional e a melhoria das condições de vida 

ocasionada pelo aumento da produtividade industrial no último século têm causado 

um grande impacto sobre a humanidade. Estudos de KRAUSMANN et al. (2009) 

mostraram que enquanto no século XX a população aumentou quatro vezes, a 

produção econômica 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 consequência deste aumento demográfico e da geração de bens e 

consumo dos mesmos, quantidades enormes de diversos tipos de resíduos são 

gerados, podendo apresentar riscos à integridade humana e causar um grande 

impacto no ambiente.  

Ao contrário de outros países que já possuem legislações para 

diferentes tipos de resíduos, no Brasil a preocupação com a manipulação e 

destinação correta de resíduos ainda é um pensamento incipiente, refletido na 

escassez de normas, leis e fiscalização e conscientização populacional (JURAS, 

2001). A Constituição Federal, em seu artigo 23º, incisos VI e VII determina a 

competência comum da União, dos Estados, do Distrito Federal e dos Municípios 

para proteger o meio ambiente e combater a poluição em qualquer de suas formas, 

(BRASIL, 1988), porém a falta de estudos integrados na área de gestão de resíduos 

sólidos, juntamente com a falta de recursos destinados ao setor, o despreparo e 

desinteresse das administrações municipais e a falta de cobrança por parte do 

Ministério Público e da sociedade como um todo vem trazendo sérios problemas 

junto a órgãos ambientais que, na dúvida ou na falta de conhecimentos técnicos, 

classificavam alguns resíduos como perigosos e assim inviabilizavam o seu reuso de 

forma adequada (JURAS, 2001). Apenas nas últimas décadas os esforços estão 

voltados para a elaboração de políticas públicas para instruir e fiscalizar a sociedade 

para o correto tratamento e uso dos resíduos gerados, focando a proteção da saúde 

pública e da qualidade ambiental, como a Lei nº 6.938/81, que dispõe sobre a 

Política Nacional do Meio Ambiente; a Lei nº 9.605/98 que dispõe sobre as sanções 

penais e administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao meio 

ambiente também conhecida como Lei dos Crimes Ambientais; e a Lei nº 9.795/99, 

que dispõe sobre a educação ambiental e institui a Política Nacional de Educação 

Ambiental (BRASIL, 1981; BRASIL, 1998; BRASIL, 1999). Esta situação prevaleceu 
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até 02 de agosto de 2010 quando foi sancionada pelo Presidente da República a Lei 

12.305/10 que instituiu a Política Nacional de Resíduos Sólidos, 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 – A indústria Sucroalcooleira 

 

 A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma gramínea pertencente à 

família Poaceae, originaria do sudeste asiático. As primeiras mudas foram trazidas 

para o Brasil por Martim Afonso de Souza em 1525, no início da colonização 

portuguesa (TÁVORA, 2011). Os primeiros cultivos de cana foram realizados 

principalmente no litoral nordestino, sendo a aproximação com Portugal um fator 

essencial para o desenvolvimento da cana no Nordeste, fazendo desta atividade o 

núcleo central da economia da época conhecida como Brasil-colônia (1500-1670) 

(FAUSTO apud NARITOMI, 2007).  

 Dentro do processo de agroindustrialização do cenário brasileiro, a 

indústria canavieira passou por quatro fases distintas de desempenho, definidas pelo 

Programa Nacional do Álcool (PROÁLCOOL). A primeira fase (1975 - 1978) foi 

caracterizada pelo crescimento moderado, destacando a produção de álcool anidro 

em destilarias anexadas a usinas de produção de açúcar, que era adicionado à 

gasolina devido a alta do preço do petróleo. A segunda fase (1979 - 1989) foi 

caracterizada pela expansão acelerada, destacando a produção de álcool hidratado 

(álcool combustível). A terceira fase (1990 - 1999) caracterizou-se pela 

desaceleração e crise do Programa, na qual o setor passou por um processo de 

desregulamentação estatal, pelo excesso de produção de etanol e 

consequentemente a queda de preços. A quarta fase, após 2000, iniciou-se com a 

renovação do PROÁLCOOL, marcada por ações corporativas articulando cada vez 

mais segmentos econômicos, sociais e políticos, pela liberação de preços dos 

produtos setoriais, introdução dos veículos bicombustíveis, aumento nas 

exportações de etanol e patamares de preços elevados nos curto e médio prazo, de 

petróleo no mercado mundial (BRAY et al., 2000; ANDRADE e CARVALHO, 2002; 

FILHO e RAMOS, 2006; RISSARDI JÚNIOR e SHIKIDA, 2007).   

 Devido a fatores climáticos e geológicos favoráveis de cultivo, a 

produção de cana hoje em dia ocupa uma ampla área geográfica que se estende do 
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estado do Pará ao Rio Grande do Sul, sendo a área 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 últimos quarenta anos confirma a 

tendência constante de crescimento da produção com a produtividade crescendo 

mais de oito vezes, passando de aproximadamente 80.000t por safra em 1970 para 

uma produção de 641.982t em 2011 (CONAB, 2011a).  

 Através do ciclo produtivo de beneficiamento da cana-de-açúcar 

obtém-se uma gama de produtos de alto valor comercial, com destaque do ponto de 

vista econômico para o açúcar e o etanol. Todavia, durante o processo de produção 

destas importantes commodities, grandes quantidades de diversos resíduos são 

gerados concomitantemente (CORTEZ et al., 2002). Entre os principais, destacam-

se as águas residuais, o vinhoto ou vinhaça, a torta de filtro e o bagaço, cujas 

quantidades geradas por tonelada de cana prensada estão descritas na FIGURA 

1.1. 

 

 

FIGURA 1.1 - Processo produtivo da cana-de-açúcar destacando os produtos e 

subprodutos gerados (BERTONCINI, 2008). 
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 Além dos resíduos supracitados, a colheita mecanizada, prática esta 

crescente cada vez mais devido às restrições impostas à queimada de canaviais 

precedendo a colheita no estado de São Paulo (SÃO PAULO, 2002) ainda gera 

como resíduo 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 mineralização, o grande excesso 

torna a palha da cana um resíduo potencialmente poluidor, além de prejudicar a 

rebrota da cana, imobilizar nutrientes e propiciar a proliferação de pragas como a 

cigarrinha (FOLTRAN, 2008). 

 Devido às grandes quantidades de resíduos (ou subprodutos) de 

grande impacto ambiental gerados no processo de beneficiamento da cana-de-

açúcar, estratégias de reaproveitamento (reciclagem) dos mesmos se tornam 

extremamente necessárias. Dentre as opções de disposição, a reutilização de 

resíduos é, sem dúvida, a opção mais interessante sob o ponto de vista econômico, 

ambiental, e, muitas vezes, social (PIRES E MATTIAZZO, 2008). De fato, todos os 

resíduos apresentados na FIGURA 1.1 encontram um novo destino na própria 

cadeia produtiva da cana-de-açúcar (PIACENTE, 2005). A água de lavagem e os 

efluentes secundários são tratados e juntamente com o vinhoto retornam para as 

lavouras na forma de fertirrigação. A torta de filtro em proporções adequadas pode 

ser utilizada como fertilizante (ALVARENGA e QUEIROZ, 2009). O bagaço da cana 

não encontra uma aplicação direta na lavoura e se caracteriza um problema devido 

ao grande volume gerado, acumulado nos pátios das usinas. Entre os possíveis 

destinos do bagaço de cana sendo avaliados destacam-se a utilização como 

componente de rações animais, em especial para a cultura de bovinos (LEME et al., 

2003) e para a queima em caldeiras para cogeração de energia (FULMER, 1991).  

 O termo “cogeração” se refere ao fato da produção e aproveitamento 

de mais de um tipo de energia simultaneamente, no caso energia térmica pelo 

aquecimento do vapor e eletromecânica pelo movimento de turbinas (CONAB, 

2011b). Este tipo de cogeração elétrica proveniente da queima do bagaço e da palha 

da cana vem sendo utilizado em diversas usinas brasileiras e estrangeiras para a 

autossustentabilidade energética no processo produtivo. A cogeração elétrica tem 

recebido muita atenção devido ao seu alto potencial energético excedente. Uma vez 

em funcionamento, a cogeração elétrica de uma usina é capaz de torná-la 

autossustentável 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 já vem sendo 

realizado por algumas usinas do estado de São Paulo (ALVES et al., 2008). De fato, 

em levantamento feito pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) em 

março de 2011 (CONAB, 2011b), cerca de 5,6% da matriz energética brasileira já é 

composta pela energia excedente de usinas que possuem sistema de queima de 

biomassa para geração elétrica, contribuindo para o desenvolvimento do setor 

energético no país. 

 Apesar dos inúmeros resultados positivos com a queima da biomassa 

da cana-de-açúcar para a cogeração elétrica, surge um novo problema: após a 

queima de matéria orgânica em caldeiras, cinzas são produzidas como resíduo 

(FIGURA 1.2.a). Somente na safra 2009-2010 estima-se que houve uma produção 

de aproximadamente 3.200 toneladas de cinzas em caldeiras através da queima da 

cana (TEIXEIRA et al., 2011). Para cada tonelada de bagaço de cana queimado, são 

gerados em média 6Kg de cinzas (BERTONCINI, 2008). A cinza proveniente da 

queima do bagaço de cana-de-açúcar é um material em sua maioria inorgânico, 

apresentando como principal composto químico o dióxido de silício (SiO2), 

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 - Composição química de cinzas provenientes de usinas da região 

central do estado de São Paulo. SBA-J: Jaú, SBA-I: Ibaté, SBA-B: Barra Bonita, 

SBA-A: Araraquara. Fonte: SALES e LIMA, 2010 

Composto SBA-J (%) SBA-I (%) SBA-B (%) SBA-A (%) 

SiO2 88,2 96,2 62,7 93,5 

Fe2O3 5,1 1,7 8,8 2,6 

Al2O3 2,3 0,2 4,5 1,2 

K2O 1,3 0,3 1,8 0,8 

Na2O 0,1 - 0,1 <0,1 

Ti2O 1,0 0,2 3,1 0,5 

CaO 0,6 0,1 0,9 0,4 

P2O5 0,4 0,1 0,7 0,2 

MgO 0,4 <0,1 0,6 0,3 

SO3 <0,1 0,1 0,2 <0,1 

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

LOI: Loss on Ignition (Perda ao fogo). 
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  O destino corrente destes resíduos tem sido o acúmulo nos pátios das 

usinas (FIGURA 1.2.b), que encontraram uma forma de diminuir o volume 

acumulado através da sua utilização no solo das áreas plantadas com cana-de-

açúcar (FIGURA 1.2.c). O uso das cinzas em áreas cultivadas se justifica por ser 

uma fonte de macro e micro nutrientes essenciais para a produção agrícola, sendo o 

potássio o principal elemento, pela capacidade de corrigir o pH do solo, melhora nas 

propriedades físicas e químicas do solo, elevada capacidade de retenção de água 

ajudando na conservação de água no solo melhorando o desenvolvimento da cultura 

e reduzindo impactos ambientais provocados pela irrigação. Além disso o reuso da 

cinza fecha um ciclo, contribuindo para a economia na produção com diminuição dos 

custos de aquisição de fertilizantes potássicos, calcário, despesas de transporte e de 

disposição final das cinzas em aterros industriais (BRUNELLI, 2006). Outras 

aplicações para as cinzas também vêm sendo avaliadas, como a incorporação da 

cinza no cimento como pozolana, substituindo a areia (HERNÁNDEZ et al., 1998; 

CORDEIRO et al., 2008). O fato de reaproveitar a cinza, no entanto, ignora a 

possibilidade da presença de contaminantes como agroquímicos persistentes 

aplicados na plantação que acompanham o bagaço e não são destruídos e/ou 

outros componentes orgânicos que são formados no processo de queima (SALES e 

LIMA, 2010).  

 

 

FIGURA 1.2 – Etapas da cinza do bagaço da cana-de-açúcar na indústria. a) 

Retirada da cinza da caldeira após queima do bagaço Fonte: Sales e Lima, 2010. b) 

Acúmulo das montanhas de cinza no pátio da usina São José da Estiva, situada em 

Novo Horizonte-SP. c) Aplicação da cinza no campo, durante o plantio da cana 

planta. 
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 Uma nova alternativa para os subprodutos da indústria sucroalcooleira 

e sucroenergética está sendo desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Professor 

Moacir Rossi Forim da UFSCar, em parceria com o Departamento de Ciência de 

solo da ESALQ-USP, as empresas Baraúna Comércio e Indústria Ltda.-EPP 

(Catanduva – SP) e a Usina São José da Estiva S/A (Novo Horizonte – SP), para 

desenvolvimento de um fertilizante organomineral através da compostagem aeróbica 

dos resíduos de processos da cana como bagaço, torta de filtro e cinza, no próprio 

pátio 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 aeróbica em diversos estágios de produção. 

Usina São José da Estiva, Novo Horizonte – SP. 

 

  A compostagem, aplicada para controlar a decomposição de materiais 

orgânicos tem como finalidade obter, no menor tempo possível, um material estável, 

rico em húmus e nutrientes minerais, com atributos físicos, químicos e biológicos 

superiores àqueles encontrados nas matérias-primas. Além disso, busca promover 

alterações físico-químicas nestes resíduos, ajudando a acabar com um 

contrassenso que geralmente prevalece nos órgãos responsáveis pelos 

licenciamentos ambientais no que concerne à correta disposição dos resíduos 

gerados pelo processo produtivo da cana-de-açúcar. O processo visa proporcionar 

uma solução mais viável para a destinação destes resíduos, pois o composto 

orgânico resultante da compostagem atende todas as exigências de qualidade com 

baixos índices de contaminantes exigidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
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Abastecimento (MAPA) e assim se torna apto a receber o registro de fertilizante 

orgânico ou organomineral por este órgão de acordo com a Lei nº 6.894/80, 

sancionada apenas em 2004 pelo decreto nº 4.954 (BRASIL, 1980; BRASIL, 2004), 

que dispõe sobre a fiscalização da produção e comércio de fertilizantes. Em 

concordância com a Lei nº 6894/80, no dia 21 de dezembro de 2010 a Companhia 

de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), ligada à Secretaria do Meio 

Ambiente do Governo Paulista, publicou a Decisão de Diretoria nº 388/2010/P que 

em sua premissa 1.13 afirma: 

  “A aplicação em solo agrícola de resíduos ou efluentes que possuam 

registro no MAPA como fertilizantes não depende de manifestação da CETESB, 

uma vez que resíduos ou efluentes registrados no MAPA são enquadrados como 

produto agronômico” (SÃO PAULO, 2010). 

  Assim, a aplicação eficiente dos resíduos do beneficiamento da cana-

de-açúcar na lavoura como fertilizante apresenta vantagens ambientais e 

econômicas, diminuindo o uso de adubos sintéticos, além de evitar que estes 

efluentes potencialmente tóxicos como vinhaça, água de lavagem e torta de filtro 

sejam depositados diretamente em corpos d’água ou outros ambientes que 

sofreriam consequências desastrosas (UNICA, 2007). Do ponto de vista financeiro, 

estima-se que apenas a vinhaça, em função do fornecimento de potássio, de 

nitrogênio e de água quando aplicada ao solo como fertilizante seja responsável por 

economizar cerca de US$ 75 por hectare, quando retornada à plantação de maneira 

ambientalmente correta (ROSSETO, 2004). 

 Todavia, a incorporação da cinza como componente na produção de 

fertilizante organomineral dos resíduos da indústria sucroalcooleira apresentam um 

grande inconveniente. Como observado na Tabela 1.2 referente à composição 

química da cinza, existe um resíduo denominado perda ao fogo (Loss On Ignition, 

LOI). Dentro desta classe estão compostos orgânicos resultantes da combustão 

incompleta do material, incluindo carvão, restos de biomassa não carbonizada e 

traços de diversos compostos que contenham carbono orgânico formados sob as 

condições presentes nas caldeiras e que ficam adsorvidos na matriz carbônica, 

como por exemplo, as dioxinas. YIVE e TIROUMALECHETTY (2008) analisaram 

amostras de cinzas de diversas etapas do processo de combustão do bagaço da 

cana-de-açúcar, 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), são duas classes de compostos aromáticos tricíclicos, compostas de 

dois anéis aromáticos ligados por uma ou duas ligações carbono-oxigênio-carbono 

nas PCDDs e nos PCDFs respectivamente. Uma terceira classe de compostos 

conhecida como bifenilas policloradas (Polychlorinated byphenyls - PCBs) também 

são formadas por dois anéis aromáticos ligados entre si através de uma ligação 

carbono-carbono simples. Os anéis podem apresentar hidrogênio e cloro como 

substituintes em todas as combinações, sendo possível a formação de 75 PCDDs, 

135 PCDFs e 209 PCBs, como mostram as suas estruturas genéricas dispostas na 

FIGURA 1.4 

  

 

FIGURA 1.4 - Estrutura molecular das classes de substâncias comumente 

chamadas de ‘dioxinas’. 

  

  Apesar de apresentaram as mesmas posições nos anéis disponíveis 

para substituição por átomos de cloro, existem uma maior quantidade de isômeros 

de furanos policlorados com relação às dioxinas. Esta diferença é observada devido 

à ausência de simetria nos PCDFs, que possuem os dois anéis aromáticos ligados 

por duas diferentes conexões, uma ligação éter e uma ligação σ entre dois carbonos 

sp2, enquanto que nas dioxinas policloradas as duas conexões são feitas pelo 

mesmo tipo de ligação éter, logo não 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 são imagens 

especulares superponíveis através de uma rotação C2 no eixo z, e a simetria 

existente no anel central as tornam isômeros meso, indistinguíveis sem a presença 

de um marcador como um átomo substituído por um isótopo 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 não superponíveis e consequentemente 

distinguíveis entre si. A rotação C2 no eixo z comprova a falta de similaridade entre 

as duas estruturas dos PCDFs.  

 

 

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

 

  O termo ‘dioxina’ é comumente utilizado para generalizar todos os 

componentes enquadrados como extremamente tóxicos destas classes de 

substâncias (PCDDs, PCDFs e PCBs), e será usado durante o texto para facilitar a 

compreensão. Estes compostos apresentam propriedades físicas e químicas 

semelhantes, porém a sua ação biológica pode variar drasticamente de acordo com 

o padrão de substituição dos átomos de cloro presentes nas estruturas aromáticas. 

Dioxinas em geral são apolares, muito pouco solúveis em água, extremamente 

lipofílicas e bio-, física- e quimicamente estáveis, o que as tornam candidatas ideais 

para o acúmulo 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 tóxicos e biológicos relacionados com a ação 

das dioxinas em organismos vivos, resumidos na TABELA 1.2, são mediados 

através do receptor aril-hidrocarboneto (AhR), uma porção de uma proteína 

receptora citosólica presente na maioria dos tecidos de vertebrados (POLAND et al. 

1985; SAFE, 1985). A interação das dioxinas com o receptor AhR está representada 

na FIGURA 1.6. 
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TABELA 1.2 - Manifestações clínicas causadas por dioxinas descritas na literatura. 

Adaptado de SCHECTER et al., 2006 

Manifestação Clínica Composto Manifestação Clínica Composto 

Câncer PCDD/Fs Dano ao fígado 
2,3,7,8-
TCDD 

Imunodeficiência 
PCDD/Fs e 

PCBs 
Erupções cutâneas 

2,3,7,8-
TCDD 

Anormalidade Reprodutiva PCDFs e PCBs Cloroacne PCDD/Fs 

Anormalidade no 
desenvolvimento 

TCDD Prurido 
PCDFs e 

PCBs 

Patologia de SNC e SNP PCDFs e PCBs Hipertricose 
2,3,7,8-
TCDD 

Diabetes 2,3,7,8-TCDD 
Conjuntivite 

hiperpigmentativa 
PCBs 

Tireoide 2,3,7,8-TCDD Vomito 
2,3,7,8-
TCDD 

Decréscimo da função 
pulmonar 

PCBs Perda de apetite 
2,3,7,8-
TCDD 

Aumento de colesterol 2,3,7,8-TCDD Dor de cabeça 
PCDFs e 

PCBs 

Morte por doença 
cardiovascular 

PCDD/Fs Fadiga 
PCDFs e 

PCBs 

Morte por doença 
isquêmica 

PCDD/Fs Mudança na testosterona 
2,3,7,8-
TCDD 

 

 

FIGURA 1.6 – Mecanismo de interação das dioxinas com o receptor AhR. Adaptado 

de WILLIAMS, 2011 
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  Estudos sobre a relação estrutura-atividade demonstram que a 

atividade biológica prejudicial aos organismos vivos se correlaciona com congêneres 

que apresentem uma conformação quase planar e átomos de cloro nas posições 

2,3,7,8 (POLAND e KNUTSON, 1982; SAFE, 1986). Átomos de cloro em posições 

orto (ex. posições 1, 4, 5 e 8) desfavorecem estericamente uma conformação planar, 

o que ameniza a sua atividade biológica, fazendo com que apenas 7 dioxinas e 10 

furanos dos 210 tipos diferentes de PCDDs e PCDFs apresentem alta toxicidade, 

baseadas nas posições 2,3,7,8 cloradas e na conformação planar adotada (SAFE, 

1986; U.S. EPA 1989). Entre as bifenilas, as que apresentam toxicidade semelhante 

as dioxinas e portanto enquadradas no mesmo grupo toxicológico são os PCBs que 

apresentam as posições para cloradas, além de pelo menos 2 posições meta e no 

máximo 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 estão listadas na TABELA 1.3. 

 

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

apresentem toxicidade relacionada com o receptor AhR. 

Dibenzo-p-dioxinas 
policloradas 

Dibenzofuranos 
policlorados 

PCBs  

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) 
2,3',4,4',5-pentaCB(PCB118) OCDD 2,3,4,6,7,8-HxCDD 

1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 
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 tóxica deste conjunto de substâncias é a 2,3,7,8-

TCDD representada na FIGURA 1.7, sendo apontada por GROSSI (1993) como a 

substância de baixo peso molecular mais tóxica já identificada pelo ser humano, 

tendo a sua toxicidade ultrapassada apenas por toxinas proteicas, como mostra a 

TABELA 1.4. Novos estudos como a análise metabolômica por LC-MS/MS 

aparecem como ferramentas promissoras para a avaliação dos circuitos metabólicos 

da 2,3,7,8-TCDD e sua real interação com o organismo (LIN et al., 2011). 
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FIGURA 1.7 – Molécula de 2,3,7,8-TCDD, a mais tóxica dos congêneres. 

 

  Inicialmente acreditava-se numa origem totalmente antropogênica das 

dioxinas, associando-se o aumento da sua concentração no ambiente durante o 

século XX com a industrialização. Todavia, GREEN et al. (2004) observaram que as 

dioxinas estão naturalmente presentes na natureza em nível de traços, em amostras 

de solos e tecidos desde períodos anteriores à revolução industrial. Deste modo, 

atribui-se também a presença de dioxinas no meio ambiente a fenômenos naturais, 

como erupções vulcânicas e queimadas (FEDOROV, 1993; PEREIRA, 2004). 

GULLETT et al. (2006) mostraram em estudos laboratoriais que a queima da palha 

da cana previamente à colheita contribui para a presença de dioxinas no ambiente, 

com produção de até 253ng de equivalentes tóxicos de 2,3,7,8-TCDD por 

quilograma de carbono queimada, corroborando com afirmação da formação de 

dioxinas por queima de matéria orgânica.  

 

TABELA 1.4 - Comparação entre concentrações de dose letal para diversos 

compostos. Fonte – Adaptado de GROSSI, 1993 

Substância Massa Molar (g.mol-1) Dose letal (µg.kg-1) 

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 sódio 49 10.000 

Fenobarbital 232 100.000 
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  Dentre as diversas fontes geradoras de dioxinas, podemos citar 

algumas de menor importância como a indústria de produção de papel, 

principalmente na etapa de clareamento da polpa, petroquímica, produção 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 indesejáveis 

são os processos de combustão, em especial incineradores.  

  A presença de dioxinas em incineradores foi observada no fim da 

década de 70 (OLLIE et al., 1977), e expandida para todos os processos de 

combustão incompletos onde possa ocorrer a presença de cloro, de fontes naturais 

ou industriais (BUMB et al., 1980). Desde então, o mecanismo de formação como 

subproduto não 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; ÖBERG 

et al., 2008; NÓBREGA et al., 2009).   

  A combustão de materiais contendo carbono e traços de cloro com a 

concomitante formação de PCDD/Fs pode ser explicada por dois mecanismos 

principais, os quais não devem ser considerados como mutualmente exclusivos. O 

primeiro aponta a formação por um processo homogêneo de fase gasosa de 

dioxinas através de rearranjos moleculares de precursores aromáticos clorados ou 

não, como radicais fenoxi, clorofenóis e clorobenzenos (ALTWICKER, 1996; 

HUNSINGER et al., 1997; RYU et al., 2005a). O segundo mecanismo indica a 

síntese de novo de dioxinas através de um processo heterogêneo envolvendo 

oxidação e cloração de átomos de carbono da matriz por catalisadores como metais 

de transição presentes na matriz, em especial o cobre (ADDINK e OLLIE, 1995; LI et 

al., 2006). As teorias de formação através de precursores e de novo são 

eficientemente usadas para descrever o processo de formação como um todo, 

porém ainda há um debate com relação à importância de cada um dos métodos na 

formação dos congêneres, 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 - Formação de dioxinas em processos de combustão. Adaptado de 

Tuppurainen et al., 2003.  
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  Apesar de processos industriais serem os principais responsáveis pela 

liberação de dioxinas no ambiente, mais de 90% da exposição de humanos a 

dioxinas é através da cadeia alimentar, com produtos de origem animal sendo os 

responsáveis pela maior parcela (LIEM et al., 2000). Isto se deve principalmente 

devido ao efeito chamado de biomagnificação, onde ocorre o acúmulo de 

substâncias lipofílicas nos tecidos dos organismos ao longo da cadeia heterotrófica, 

causando maior acúmulo destas substâncias tóxicas aos seres vivos do topo da 

cadeia alimentar (KANG et al., 2002). A TABELA 1.5 ilustra o consumo médio diário 

de dioxinas um cidadão norte-americano durante toda a vida (SCHECTER et al., 

2001). 

   

TABELA 1.5 - Média norte-americana de consumo diário de dioxinas através da 

alimentação. Fonte: SCHECTER et al., 2001. 

  
TEQa (pg.dia-1) TEQ Total 

(pg.dia-1) Idade Gênero Carne Peixe Laticínios Ovos Vegetais 

0-1 
Homem 
e Mulher 

252.0 252 

1-11 
Homem 32,8 4,8 74,8 5,9 25,6 144 

Mulher 31,8 5,4 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 4,5 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 
a Toxicidade Equivalente de 2,3,7,8-TCDD. 

  

  Por serem altamente resistentes a degradação e acumular no meio 

ambiente, as dioxinas, furanos e bifenilas policloradas foram enquadradas pela 

Convenção de Estocolmo sobre Poluentes Orgânicos Persistentes (2002), 

documento elaborado pelo PNUMA (Programa das Nações Unidas para o Meio 

Ambiente), num grupo de 12 substâncias nomeadas como “Dúzia Suja”, que 

posteriormente foi ampliado para 21 classes de moléculas, conhecidas 

coletivamente pelo nome de Poluentes Orgânicos Persistentes ou pelo acrônimo 

POPs, derivado da sigla em inglês (Persistent Organic Pollutants). Medidas tomadas 

pelos países envolvidos no Tratado visam eliminar as fontes de produção destes 

POPs. Atualmente 170 países já aderiram ao Tratado, sendo o Brasil um dos 
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responsáveis 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 Convenção de Estocolmo sobre POPs, para os Países 

da América Latina e Caribe (COP3, 2007). 

  Como as formas de exposição geralmente apresentam uma mistura 

complexa de componentes, se faz necessária a quantificação da atividade biológica 

esperada usando uma métrica comum. Para isso foi designado o congênere mais 

potente 2,3,7,8-TCDD como referência, podendo ser a toxicidade de cada um dos 

outros componentes comparativamente avaliada. A potência da mistura de dioxinas 

é então expressa em Toxicidade Equivalente de 2,3,7,8-TCDD, ou TEQ (Toxicity 

Equivalent). O valor de TEQ para uma mistura é calculado pela somatória de todos 

os valores obtidos pela multiplicação da massa ou a concentração de cada 

congênere (Ci) que apresente característica tóxicas da classe de dioxinas por seu 

Fator de Toxicidade Equivalente (TEF, Toxicity Equivalent Factor), como mostra a 

Equação 1. Estes valores de TEF foram elaborados a partir de diversos ensaios 

bioquímicos e toxicológicos (LAWRENCE, 2003). 

 

           ∑ (         )
 
                (1) 

 

  Desde o começo da década de 90 a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) tem organizado diversas reuniões como intuito de harmonizar 

internacionalmente os valores propostos de TEF para dioxinas, furanos e bifenilas, 

podendo assim disponibilizar recomendações para as autoridades reguladoras 

nacionais. A última atualização foi publicada em 2006 (VAN DEN BERG et al., 

2006), e apresentam os valores descritos na TABELA 1.6. 

  Diversos acidentes e incidentes são relatados na literatura, a 

maioria nos últimos 50 anos (SCHECTER et al. 2006; HITES, 2011). A principal 

contaminação por dioxinas é relacionada com o uso do Agente Laranja pelo exército 

americano na guerra do Vietnã, uma mistura dos herbicidas ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) e ácido 2,4,5–triclorofenoxiacético (2,4,5-T) usada como 

desfolhante e que continha 2,3,7,8-TCDD como impureza produzida durante a 

síntese dos herbicidas. Estima-se entre 170-680kg de 2,3,7,8-TCDD despejadas 

sobre o país entre 1965 e 1970 (DWERNYCHUK et al., 2002). Acidentes no Japão 

em 1968 (Yusho disease) e em Taiwan em 1979 (Yucheng disease) devido ao 
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consumo de óleo de arroz contaminado por dioxinas afetou milhares de pessoas, e 

seus efeitos vem sendo estudado até hoje como análise de contaminação humana a 

longo prazo, sendo ainda observado diversos efeitos clínicos (GUO et al. 1997; 

ONOZUKA et al., 2011). 

 

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

congênere que apresenta características 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 não substituídos 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-substituídos 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 questão da 

contaminação 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 São Paulo, Araraquara e Cubatão. 

Observou-se uma pequena redução na média dos valores de TEQ encontrados em 

2002 quando comparados aos valores obtidos em 1996, atribuídos a menor 

presença de carros sem catalisadores apropriados. Num trabalho similar, Assunção 

et al. (ASSUNÇÃO et al., 2005; ASSUNÇÃO et al., 2008) observaram uma redução 

de 34,4% nos valores de TEQ de dioxinas no ar da cidade de São Paulo, 

comparando dados de 2000-2001 com 2006. Uma revisão sobre POPs no Brasil 

feita por ALMEIDA et al. (2007) mostra como as dioxinas e furanos são compostos 

ainda pouco estudados em território nacional quando comparado aos outros 

componentes considerados como poluentes orgânicos persistentes. A única 

legislação vigente até o momento é a resolução CONAMA 313 (2002), que limita a 

0,50 ng/m3 de dioxinas em efluentes gasosos, porém a sua presença em outras 

matrizes ainda não é regulamentada. 

  As agências nacionais dos países mais industrializados como EUA, 

Japão e membros da União Européia possuem métodos específicos para 

determinação de dioxinas em diversas matrizes. Nos Estados Unidos atualmente 

existem diversos métodos analíticos usados para determinação de dioxinas, sendo 

os métodos da Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) os mais 

aplicados. A EPA 8280 usa espectrometria de massas de baixa resolução com 

resultados em níveis de ppb a ppt, enquanto que EPA 8290 utiliza espectrometria de 

massas de alta resolução com resultados na faixa de ppt a ppq, sendo ambos 

descritos para matrizes como solo, água, tecidos, efluentes, sólidos, cinzas, entre 

outros (US EPA, 2008). Entre os métodos que empregam instrumentação com 

detector por massas, empregados não só nos EUA como por outros países como 

membros da União Europeia e Japão, as metodologias de extração e clean-up são 

similares, geralmente empregando pré-tratamento ácido seguido extração por 

Soxhlet, aliado a uma etapa de limpeza de amostra usando colunas de sílica multi 

camadas e/ou colunas de florisil e carbono/celite, usando como método analítico de 

separação e detecção cromatografia gasosa de alta resolução, usando a técnica de 

diluição isotópica para caracterização e quantificação no espectrômetro de massas 
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com impacto eletrônico no modo positivo (EN 1996a; EN 1996b; EN1996c; 

COMMISSION 2002a; COMMISSION 2002b; JIS, 2005; US EPA, 2008). 

  Apesar da existência de metodologias validadas pelas agências 

nacionais de vigilância de diversos países, todas as etapas apresentam diversas 

variações extensivamente estudadas, como o uso de técnicas de extração líquida 

pressurizada (PREUD’HOMME e POTIN-GAUTIER, 2003; KIGUCHI et al., 2007), 

extração por micro-ondas (CHIU et al., 1997), extração por CO2 supercrítico (VON 

HOLST et al., 2000), extração em fase sólida (FOCANT et al., 2006), fracionamento 

e separação por HPLC (SIRIMANNE et al., 1996; RICHTER et al., 1997; MARTÍNEZ-

CORED et al., 1999; URANO et al., 2001), ionização química à pressão atmosférica 

assistida por benzeno em HPLC (PERAZOLLI et al., 2005) e detecção por massas 

de baixa resolução (LATTUADA, 2003;). Diversas revisões da literatura dedicam-se 

a explorar as possibilidades existentes na avaliação analítica de dioxinas (LIEM, 

1999; FOCANT et al., 2004; FOCANT et al., 2005; OLESZEK-KUDLAK et al., 2007; 

REINER, 2010). 

  Além dos métodos analíticos descritos acima, existem os métodos 

bioanalíticos para detecção e quantificação de dioxinas. É bem descrito na literatura 

que as diferentes moléculas de PCDD/Fs e PCBs apresentam respostas diferentes 

aos sistemas biológicos investigados, correlacionando sua concentração com a sua 

toxicidade ou Potência Equivalente Relativa (REP) (SANCTORUM, 2007). Os 

métodos biológicos apresentam boa correlação com os resultados analíticos, 

embora algumas vezes apresentem um resultado superestimado (FOCANT et al., 

2001), mostrando-se uma técnica complementar à metodologia analítica de maior 

rapidez e menor custo, sendo características que justificam a exploração da técnica 

como ferramenta de triagem de amostras (BEHNISCH et al., 2001). As metodologias 

atualmente validadas pela EPA incluem imunoensaios utilizando anticorpos 

específicos para PCDD/Fs (OKUYAMA et al., 2004) (US EPA 4025), bioensaios 

utilizando células geneticamente modificadas que contém o gene de produção 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 amplificação de 

fragmentos de elementos de resposta de DNA à ligação de dioxinas a proteínas 

contendo o AhR (US EPA 4430) (US EPA, 2008). Além de protocolos norte-

americanos, a comunidade europeia e o governo japonês também reconheceram os 
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ensaios biológicos como ferramentas na avaliação de dioxinas (MINISTRY, 2005; 

TAKIGAMI et al., 2008).  

 

1.3 – Biodegradação de poluentes 

 

  Diversos processos físico-químicos já foram elaborados para a 

descontaminação de dioxinas, como tratamentos termais (STACH et al., 2000; 

HASHIMOTO et al., 2004), fotólise (ISOSAARI et al., 2005), oxidação Fenton (LEE 

et al., 2009) e redução com catalisadores de paládio (UKISU e MIYADERA, 2004; 

YANG et al., 2007; ZHANG et al., 2008) ou hipofosfito de sódio (WANG et al., 2006). 

Recentemente, estratégias mais verdes como, por exemplo, o uso de líquidos 

iônicos como absorvente tem sido descrita por KULKARNI et al. (2008b). Entre as 

desvantagens do uso de processos físico-químicos estão o grande custo envolvido 

na descontaminação de grandes áreas, a complexidade tecnológica e a falta de 

aceitação pública no uso de aterros ou incineração de resíduos perigosos (WEBER, 

2007). Neste sentido, a degradação de dioxinas usando organismos vivos, ou 

biorremediação, se apresenta como uma alternativa ecológica e de baixo custo para 

remediação de áreas contaminadas, com vantagens como a realização da 

descontaminação on-site, eliminação permanente dos resíduos, atuação durante 

longos períodos e maior aceitação pública e governamental. (BOOPATHY, 2000; 

VIDALI, 2003).  

  Por definição, biorremediação é o uso de organismos vivos, 

principalmente micro-organismos, para degradar contaminantes ambientais em 

moléculas menos tóxicas. Neste processo os compostos são transformados por 

reações enzimáticas, sendo geralmente o resultado da ação de um conjunto de 

diversos micro-organismos presentes no mesmo ecossistema (VIDALI, 2003). A 

degradação pode ocorrer pela ação do metabolismo primário, onde o micro-

organismo utiliza o substrato tóxico como fonte de carbono e energia, ou usando o 

cometabolismo, através da indução de enzimas por outros substratos que 

indiretamente atuam na biotransformação dos xenobióticos. Os processos podem 

ocorrer de forma aeróbica, usando oxigênio como reagente como no caso das 

enzimas dioxigenase e monooxigenase, ou então atuando de forma anaeróbica, 

fazendo o uso de aceptores de elétrons, que de acordo a com disponibilidade e 



 
 

22 
 

potencial redox podem ser nitratos, ferro, manganês, sulfato e dióxido de carbono 

entre outros (BOOPATHY, 2000).  

  Os micro-organismos mais estudados como degradadores de dioxinas 

são as bactérias, promovendo processos como oxidação aeróbica e desclorinação 

anaeróbica (HIRAISHI, 2003; FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008). Entretanto, a 

maioria dos estudos com bactérias se limitam a dioxinas com até 3 átomos de cloro 

(PARSONS e STORMS, 1989; SCHREINER et al., 1997; FIELD e SIERRA-

ALVAREZ, 2008), onde poucos avaliaram a capacidade de degradação de 

congêneres com quatro ou mais átomos 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 podridão branca (White Rot Fungi, WRF) são capazes de produzir 

as principais enzimas de interesse biotecnológico na remoção de xenobióticos 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 manganês (MnP, EC 

1.11.1.13) que são capazes de oxidar substratos aromáticos não fenólicos em 

cátions acrílicos radicalares subsequentemente degradados por outros processos 

não enzimáticos, e as polifenol oxidases, também conhecidas como laccases 

(benzenodiol oxigênio oxidoredutase; EC 1.10.3.2), estas oxidantes de substratos 

aromáticos fenólicos (KIRK et al., 1992; EVANS E HEDGER, 2001). Os WRF 

produzem e excretam estas enzimas extracelulares que são capazes de degradar 

estruturas químicas complexas através de subsequentes oxidações utilizando H2O2 

produzido pelo próprio micro-organismo através de enzimas como a glioxal oxidase, 

que reduz O2 a H2O2 através da oxidação do glioxal à ácido glioxílico (KIRK et al., 

1992; MOREIRA et al., 2001). Estes sistemas de enzimas possuem sítios não 

específicos que permitem degradar outros compostos de estrutura complexa como 

corantes, pesticidas, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAHs), PCBs, 

organoclorados e dioxinas, se mostrando ótimos candidatos à biorremediação 

(VALLI et al. 1992; CAMERON et al., 2000; KUBÁTOVA 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 degradação de 

dioxinas, apenas recentemente, ISHII e FURUICHI (2007) desenvolveram um 

biorreator usando uma cepa de Pseudallescheria boydii, usada na descontaminação 

de um solo contendo dioxinas diminuindo a TEQ em até 60% após 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 biorremediação de cinzas volantes de um incinerador de resíduos sólidos, 

obtendo uma diminuição 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 suspensão de células bacterianas crescidas todas em 

conjunto no mesmo meio e uma mistura contendo os micélios dos fungos crescidos 

separadamente, em uma proporção de 1:4 (m/m).  

  Apesar do grande estudo com relação aos fungos de podridão branca, 

poucos descrevem a produção de enzimas lignolíticas úteis no processo de 

biorremediação por outros tipos de fungos (BETTS e DART, 1988; D’SOUZA et al., 

1996). Recentemente a descolorização de efluentes usando gêneros 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 saprofíticos marinhos 

de degradar pesticidas como o diclorodifenildicloroetano (DDD) (ORTEGA et al., 

2011) abriram uma nova gama de opções de micro-organismos capazes de 

degradar xenobióticos para serem avaliados. 

 

1.4 – Estratégias qualitativas e quantitativas para seleção de micro-

organismos e determinação da eficiência de degradação 

 

  Não apenas a capacidade de degradação do micro-organismo deve ser 

avaliada, mas também a utilidade deste como biorremediador. Uma tarefa 

importante é avaliar a toxicidade dos subprodutos formados pelo metabolismo do 

xenobiótico a ser transformado, de forma que a composição resultante do processo 

de biotransformação não seja igual ou mais tóxica que o composto de partida 

(WEBER, 2007). De fato, a Convenção de Estocolmo sobre POPs (2001) em seu 
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artigo 6º, parágrafo 1, Alínea d), item ii), afirma que resíduos de POPs devem ser 

preferencialmente destruídos ou irreversivelmente transformados, sendo crítico que 

os métodos de destruição não criem subprodutos que sejam eles mesmos 

contaminantes. Caso não seja possível, a sua disposição deve ser feita atendendo 

normas regionais e globais de gerenciamento de resíduos perigosos. Assim, 

métodos analíticos devem expandir o seu foco não apenas para a avaliação 

quantitativa de degradação, mas também para a elucidação dos produtos de 

degradação, que além de serem avaliados quanto a sua toxicidade, podem servir de 

prospecção para a avaliação dos sistemas enzimáticos utilizados na biodegradação 

dos xenobióticos.  

 

1.4.1 – Uso de corante como ferramenta de triagem para escolha de micro-

organismos candidatos à biorremediação 

 

  A capacidade de descolorização de corantes por micro-organismos foi 

primeiramente avaliada com os ensaios desenvolvidos por GLEEN e GOLD em 

1983. Desde então, vêm sendo amplamente estudada como método para remoção 

de corantes em efluentes e minimização da produção de resíduos industriais (ALI, 

2010). Outro interesse neste tipo de biotransformação é a possibilidade de utilização 

destes métodos como ferramenta de identificação de fungos produtores de enzimas 

com atividade lignolítica (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 antraquinônicos da indústria têxtil, e 

sua estrutura está representada na FIGURA 1.9. Este corante é frequentemente 

usado como material de partida na produção de pigmentos poliméricos (SOARES et 

al., 2001), e pode ser usado como representante de uma classe de poluentes 

orgânicos tóxicos e recalcitrantes, devido a alguma similaridade estrutural com 

certos hidrocarbonetos policíclicos aromáticos como o antraceno (VYAS e 

MOLITORIS, 1995; MECHICHI et al., 2006). 

  A capacidade microbiana de degradação de corantes sintéticos vem 

sendo usada como parâmetro essencial na seleção de possíveis candidatos para 

processos de biorremediação de outros xenobióticos importantes, como bisfenol A, 

PAHs, 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 enzimáticos dos micro-



 
 

25 
 

organismos capazes de promoverem a degradação dos corantes também podem ser 

isolados e usados diretamente no processo de biodegradação, como na degradação 

de RBBR por bilirrubina oxidase (EC 1.3.3.5) de Myrothecium sp. IMER1 (LIU et al., 

2009) e na degradação de RBBR por laccase isolada de Trametes pubescens 

(OSMA et al., 2010; RODRÍGUEZ-COUTO, 2011). Em uma nova e interessante 

abordagem, VALLE-VIGON E FUERTES (2011) imobilizaram laccase comercial em 

nanopartículas magnéticas, conseguindo degradar >90% do corante RBBR mesmo 

após sucessivos ciclos de aplicação, expandindo ainda mais a capacidade de 

atuação de enzimas lignolíticas de baixa especificidade de substratos. 

 

 

FIGURA 1.9 – Estrutura do corante Remazol Brilliant Blue R. 

 

1.4.2 – Utilização de congêneres de menor toxicidade 

 

  Para poder realizar a análise dos produtos de degradação das 

dioxinas, uma quantidade relativamente alta precisa ser incorporada ao meio de 

cultivo, para geração de uma quantidade observável de intermediários. Devido à 

extrema periculosidade relacionada com a manipulação dos congêneres de maior 

toxicidade, e a necessidade de laboratórios dedicados com instrumentação analítica 

de alta tecnologia, uma estratégia prudente é a de iniciar os trabalhos com 

moléculas que apresentam um risco menor, como a 1,2,3,4-TCDD (FIGURA 1.10).  

 

 

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 padrão de referência para avaliação da eficiência de recuperação em métodos 

de análise de dioxinas, independente do tipo de análise, devido à sua inatividade 

biológica, porém propriedade físico-química similar. Após a adição do padrão em um 

extrato, a concentração de 1,2,3,4-TCDD usada foi facilmente detectada por GC-

ECD sem interferir na eluição e quantificação dos outros picos. Todavia, o composto 

não causou aumento na resposta de bioensaios, mostrando não ter atividade 

biológica com relação aos receptores AhR, fator responsável pela extrema 

toxicidade das dioxinas, o que confirmou a possibilidade de seu uso como padrão 

interno para análise da eficiência de um método de manipulação de dioxinas. 

  Alguns autores apresentam resultados sobre a degradação da 1,2,3,4-

TCDD por micro-organismos. Esta molécula é usada como um dos modelos para os 

estudos do mecanismo de declorinação anaeróbica de dioxinas por bactérias em 

sedimentos e culturas. Um resumo dos principais resultados obtidos por diversos 

grupos estão no trabalho de FIELD e SIERRA-ALVAREZ (2008). Utilizando 

degradação aeróbica, 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 formação de 3,4,5,6-

tetraclorocatecol e 2,3,4,5-tetracloro-6-metoxifenol como principais produtos de 

degradação 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 aproximações na tentativa 

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

degradação de dioxinas. Entre os objetivos específicos, destacam-se: 

 A avaliação qualitativa da degradação do corante RBBR por micro-

organismos em placas de meio de cultura sólido; 

 A influência da leira de compostagem aeróbica e de seus componentes 

avulsos no crescimento microbiano; 

 Avaliação quantitativa da capacidade de degradação do corante RBBR 

em meio de cultura líquido por micro-organismos, através da 

otimização, validação e aplicação de um método analítico utilizando 

HPLC-MS/MS no modo SRM, identificação de possíveis produtos de 

degradação e elucidação de uma possível rota metabólica para os 

compostos identificados. 

 Avaliação quantitativa da capacidade microbiana de remoção da 

1,2,3,4-TCDD em meio de cultura líquido, avaliando técnicas de HPLC-

MS/MS e GC-MS como formas de separação e caracterização, além 

da busca por possíveis produtos de degradação. 

 Comparação entre a capacidade de remoção do corante e da dioxina, 

para determinar a eficiência do corante RBBR como ferramenta de 

triagem na seleção dos micro-organismos candidatos à 

biorremediação. 
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3 – Materiais e Métodos 
 

3.1 – Soluções e Reagentes 
 

3.1.1 - Solventes 

 

 Água deionizada ultra pura (18Ω) foi obtida através de um equipamento 

Milli-Q® da marca Millipore, utilizada para o preparo e soluções e como fase móvel 

para cromatografia líquida. 

 Água 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 

soluções padrão de 1,2,3,4-TCDD. 

 Acetato de etila P.A. J.T.Baker, foi usado para extração do meio de 

cultura e preparo de soluções padrão diluídas 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 móvel cromatográfica. 

 

3.1.2 – Meios de cultivo 

 

 Meio de cultura cérebro-coração-ágar (BHA), batata-dextrose-ágar 

(BDA) e batata-dextrose (BD) da marca Hi-Media foram preparados de acordo com 

instruções do fabricante e usados para o crescimento microbiano. 

Polisorbato 80 da marca Sigma foi utilizado para auxiliar na solubilização da 

1,2,3,4-TCDD em meio de cultura BD e BDA aquoso. 

 

 

3.1.3. - Padrões analíticos 

 

 Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) da Sigma-Aldrich foi utilizado em 

soluções padrões para preparo de amostras nos experimentos de degradação 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 padrão para 

estudos de degradação das dioxinas. 
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 4,5-diclorocatecol adquirido da empresa Sigma-Aldrich foi usado como 

padrão interno para as análises 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 Laboratório de Bioquímica 

Micromolecular de Microorganismos (LaBioMMI) do Departamento de Química da 

Universidade Federal de São Carlos. Estes micro-organismos foram escolhidos por 

apresentarem uma vasta produção de metabólitos secundários de diferentes grupos 

químicos, bem como a capacidade de biotransformação 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 não identificada 

denominada “02-1” foram fornecidas pela empresa Krion AgroSciences, escolhidas 

por já serem utilizadas no processo de compostagem dos outros resíduos da 

indústria sucroalcooleira. 

 O preparo do meio de cultura foi realizado seguindo as instruções do 

fabricante. Os meios foram preparados pela adição de uma quantidade exata de 

meio de cultura em pó em água destilada, todos com agitação até a completa 

dissolução do sólido. A água utilizada foi proveniente do sistema de filtragem e 

osmose reserva descrito na seção 3.1.1. Para o meio BHA, a proporção usada nos 

experimentos foi de 52 g.L-1, para o meio BDA 39g.L-1 e para  o meio BD foi usada a 

proporção de 24g.L-1.  

 Após a solubilização do meio em pó em água, os meios de cultura 

foram autoclavados sob pressão a 121ºC por 20 minutos, vedados com uma rolha 

de algodão coberta por um chapéu de papel, sendo utilizados após o resfriamento 

em uma câmara de fluxo laminar previamente esterilizada. 

 As bactérias em solução de células e fungos em solução de esporos 

foram mantidos em solução de esporos a 4ºC. Quando necessário, foram inoculados 

e mantidos em placas de Petri contendo meio BDA ou BHA, a 25ºC e fotoperíodo 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 bagaço prensado e triturado de cana-de-açúcar, torta do 

filtro rotativo do caldo da cana-de-açúcar, cinza da caldeira, solo do pátio da usina e 

a mistura que constitui a leira de compostagem foram obtidos na usina São José da 

Estiva, localizada no município de Novo Horizonte-SP. A amostra de leira de 

compostagem contém todos os componentes citados acima, além da incorporação 

de fosforita, cama de galinheiro e um conjunto de micro-organismos utilizados para 

aceleração do processo de compostagem aeróbica. 

 

3.3 – Espaço físico e instrumentação 

 

3.3.1 – Laboratório de Microbiologia 

 

  Os procedimentos experimentais que envolveram manipulação 

microbiológica foram realizados no Laboratório de Bioensaios, parte integrante do 

Instituto Nacional de Ciência de Tecnologia - Controle Biorracional de Insetos Praga 

(INCT-CBIP), sediado no Laboratório de Produtos Naturais da Universidade Federal 

de São Carlos. O laboratório é equipado com uma autoclave vertical, fluxo laminar, 

agitador orbital, microscópio ótico e câmara incubadora BOD marca com controle de 

temperatura e fotoperíodo.  

 

3.3.2 – Cromatógrafos 

 

  As análises instrumentais foram realizadas no Departamento de 

Química. Para as análises por cromatografia gasosa, foi utilizado equipamento GC-

17A da Shimadzu (Shimadzu Corporation). O software utilizado para tratamento de 

dados foi o GCMS Real Time Analysis. 

  Para as análises cromatografia líquida de alta eficiência foi utilizado um 

conjunto de equipamentos Agilent 1200 series (Agilent Technologies, Santa Clara, 

USA), configurado com um degaseificador G1322A, bomba quaternária G1311A, 

auto injetor G1367B, compartimento de coluna termostatizado G1316A e um 

detector de arranjo de diodos (DAD) G1316A. O software usado para operação do 

equipamento foi o Analyst 1.5.1. 
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3.3.3 – Espectrômetros de Massas 

 

  A saída de cromatógrafo gasoso foi acoplada a um espectrômetro de 

massas QP5000 Shimadzu (Shimadzu Corporation), usando uma fonte de ionização 

por ionização por impacto de elétrons no modo positivo (EI+), aplicando 70eV como 

energia de ionização. 

  A saída do cromatógrafo líquido estava ligada em linha com um 

espectrômetro de massas com analisador por triplo quadrupolo API™ 2000 

(AB/MDS Sciex, Framingham, MA, USA). Foram utilizadas duas interfaces de 

ionização em pressão atmosférica (API), ionização por electrospray através de uma 

fonte TurboIonSpray® (ESI-MS) e ionização química a pressão atmosférica (APCI-

MS). 

 

3.4 – Metodologias 
 

3.4.1 – Análise Qualitativa da degradação do corante RBBR 

 

  Para a realização do experimento, foram preparadas placas de Petri 

com meio de cultura sólido conforme descrito na seção 3.2, acrescida de corante na 

proporção de 0,05% m/v, que corresponde a concentração de 0,5g.L-1, adicionado e 

homogeneizado ao meio após a esterilização e antes deste ser vertido em placas de 

Petri de 9cm de diâmetro. Aproximadamente 30mL de solução foram despejados em 

cada placa. Foram utilizados os meios BDA para os fungos e BHA para bactérias.  

  Após o resfriamento e solidificação 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 

colônias de 5 dias. Para as bactérias, foi aplicado 10µL de uma solução aquosa de 

preservação diretamente no centro da placa 

  A avaliação foi feita diariamente, através da inspeção visual de cada 

placa, procurando-se por aquelas que apresentassem diminuição da coloração 

azulada característica do corante RBBR ou a formação de halos de descoloração 

nas extremidades do crescimento.  
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3.4.2 – Avaliação da influência de componentes da leira de compostagem no 

crescimento microbiano 

 

  A avaliação dos componentes da leira de compostagem no 

crescimento microbiano teve como objetivo determinar da capacidade microbiana de 

crescer e atuar como biorremediador na presença de diversos componentes sólidos 

constituintes da leira. Essa determinação foi importante, pois há a necessidade do 

micro-organismo ser capaz de crescer e biodegradar poluentes não apenas em 

meios de cultura laboratoriais próprios para crescimento microbiano, mas também 

em ambientes que simulem as leiras de compostagem aeróbica já 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 

incorporação dos componentes em quantidades específicas em meio de cultura 

BDA, como descrito na TABELA 3.1. 

 

TABELA 3.1 - Tratamentos utilizados na avaliação do crescimento microbiano para 

aferição da influência dos constituintes das leiras de compostagem em seu 

crescimento. Em negrito está destacada a sigla utilizada para identificação dos 

experimentos 

Tratamento Sigla Quantidade 

Meio de cultura BDA (controle)  (BDA) - 

Bagaço de cana-de-açúcar moído  (BG) 1:15 m/v 

Cinza de bagaço de cana-de-açúcar  (CZ) 1:15 m/v 

Torta de filtro rotativo  (TF) 1:15 m/v 

Solo do pátio da usina  (TE) 1:15 m/v 

Mistura da leira esterilizada  (BioE) 1:15 m/v 

Mistura da leira não esterilizada  (BioN) 1:15 m/v 

Corante RBBR  (RBBR) 0,05% m/v 

1,2,3,4-TCDD + Polissorbato 80 + DMF 

(DD) 

(DD) 0,026µM + 0,1%v/v + 0,33%v/v 

Polissorbato80  (TW) 0,1% v/v 

DMF  (DMF) 0,33%v/v 

 



 
 

34 
 

  O meio de cultura foi preparado de acordo com a descrição na seção 

3.2. Os tratamentos contendo componentes sólidos como bagaço, cinza, torta, solo 

e leira de compostagem, a incorporação dos mesmos foi realizada antes de 

autoclavar o meio de cultura a 121ºC por 20 minutos. A adição de RBBR foi 

realizada utilizando o mesmo protocolo descrito na seção 3.4.1. Um tratamento 

contendo a leira de compostagem sem a etapa de esterilização foi preparado 

através da adição da mistura da leira após a esterilização, porém antes de verter a 

suspensão nas placas.  

  Devido a baixa solubilidade das dioxinas em água, uma solução 

estoque em DMF estéril contendo 1,2,3,4-TCDD na concentração de 2mg.mL-1 foi 

preparada e incorporada no processo, após a esterilização do meio de cultura, com 

concomitante adição de polissorbato 80 para auxiliar na dispersão 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 referência. 

  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 

diâmetro, retirado de uma placa de BDA contendo uma colônia previamente ativada 

por 5 dias a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas (FIGURA 3.1). As placas inoculadas 

foram mantidas em incubadora sob as mesmas condições durante 15 dias. A cada 

24 horas foram realizadas medidas de crescimento micelial a partir do centro da 

placa em duas direções perpendiculares. 

 

 

FIGURA 3.1 – Experimentos de crescimento microbiano em meio sólido. Na foto, 

placas de BDA contendo diversos tratamentos em estufa B.O.D.  
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3.4.2.2 – Tratamentos Estatísticos 

 Com os valores diários de crescimento, foi obtido o índice de 

velocidade de crescimento micelial (IVCM) das espécies para cada tratamento 

através da equação 1, desenvolvida por MAGUIRE (1962) para taxa de germinação 

de sementes e aplicada por OLIVEIRA (1991) e NECHET (1999) para crescimento 

microbiano, onde D é a medida do dia, Da é a medida do dia anterior, e N é o 

número de dias. Este índice é utilizado como parâmetro para a avaliação 

comparativa do crescimento de micro-organismos em diferentes meios de cultura 

(DIAS et al., 2005). 

 

                  
∑(    )

 
                   (1) 

 

  Para a comparação dos valores de IVCM de cada tratamento, foram 

utilizadas duas ferramentas estatísticas. A primeira fornece uma avaliação qualitativa 

da semelhança entre as diferentes médias, conhecida como agrupamento pareado 

não ponderado baseado na média aritmética (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean, UPGMA) (SOKAL E MICHENER, 1958), comumente utilizado para 

avaliação de semelhança 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 

próximos se agrupem primeiro através de um método de agrupamento aglomerativo 

ou hierárquico. Desta forma, os tratamentos ficam dispostos em um gráfico de 

dendograma, que permite inferir a semelhança entre os tratamentos.  

  A outra ferramenta utilizada para agrupamento de múltiplas médias é 

conhecida como teste de Scott-Knott (SCOTT e KNOTT, 1974), o qual permite 

utilizar as médias do índice de crescimento micelial dos tratamentos para realizar o 

agrupamento dos valores em diferentes grupos, sendo possível afirmar que os 

tratamentos são estatisticamente semelhantes aos outros tratamentos do mesmo 

grupo, porém estatisticamente diferentes com relação aos tratamentos dos outros 

grupos. Desta maneira, torna-se possível inferir quais componentes são mais 

semelhantes entre si, e quais apresentam inibição ou promoção de crescimento 

quando comparados aos controles devido ao agrupamento em conjuntos distintos. 

Segundo SILVA (1998) algumas vantagens deste teste com relação aos outros 

testes de agrupamento de múltiplas médias como teste t, Tukey, Bonferroni, Duncan 
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e Student-Newman-Keuls esta na ausência de ambiguidade no momento de 

agrupamento, não permitindo a classificação 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 diferença entre as médias quando de 

fato não existe (GIRARDI et al., 2009). Este tipo de teste vem sendo utilizado com 

sucesso em diversos trabalhos que necessitam comparar o crescimento microbiano 

sob influência de diversos fatores (NASSER et al., 2003; PEREIRA et al., 2011) 

 Para a obtenção dos agrupamentos das médias pelo teste de Scott-

Knott foi utilizado o software SISVAR (FERREIRA, 2008), desenvolvido no 

departamento de Ciências Exatas da universidade Federal de Lavras disponível no 

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

 

3.4.3 – Análise qualitativa e quantitativa da capacidade de biodegradação do 

corante RBBR. 

 

 Para obter uma noção mais precisa da capacidade microbiana de 

degradação do corante e entender as possíveis biotransformações dos substratos 

através da investigação dos produtos de degradação formados, foi necessário 

desenvolver um novo experimento em meio de cultura líquido. 

 

3.4.3.1 – Montagem do experimento de degradação do corante em meio líquido 

  Para a realização 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 

seção 3.2. Adicionou-se 1,2 gramas do meio de cultura BD em pó em 50mL de água 

destilada em um erlenmeyer de 250mL, agitado até a completa dissolução e 

autoclavado a 121ºC por 20 minutos. Após o resfriamento do meio em uma câmara 

de fluxo laminar estéril, 25mg de RBBR foi incorporado em cada erlenmeyer, com 

leve agitação até a completa dissolução do corante. Na sequencia foi adicionado um 

disco de micélio de 5mm de diâmetro, proveniente de uma placa de Petri com 

colônias de 5 dias em meio BDA foi adicionado. Para experimentos de controle, 

foram montados tratamentos sem inoculo, avaliando-se a degradação natural do 

corante em meio de cultura BD, e outro tratamento contendo micro-organismos, 

porém sem o uso do corante RBBR, para comparação do crescimento microbiano e 
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como uma amostra branco para a busca por produtos de degradação. Cada 

tratamento foi realizado em triplicata. A Figura 3.2 ilustra a concepção dos 

tratamentos utilizados neste experimento. 

 

 

FIGURA 3.2 – Representação dos experimentos de cultivo de micro-organismos em 

meio líquido com corante RBBR. À esquerda, meio de cultura líquido BD com 

incorporação do corante RBBR. À direita, o meio de cultura sem aditivos. 

 

  Os experimentos foram mantidos sem agitação (estático) e a luz e 

temperatura ambiente (25ºC) por 30 dias. A cada 5 dias após a inoculação do micro-

organismo, alíquotas de 1mL eram retiradas do meio de cultura usando ponteira e 

pipetador esterilizados, transferidas para um tubo eppendorf de 1,5mL e 

centrifugadas a 14000rpm por 40 minutos, numa temperatura de 4ºC. Na sequência, 

um volume de 400µL do sobrenadante foi separado para análise dos produtos de 

degradação. Uma alíquota de 10µL foi retirada e diluída para 10mL com água 

deionizada, preparando a amostra para análise quantitativa por HPLC-ESI-MS/MS 

seguindo a metodologia “diluir e injetar” (dilute-and-shoot, DAS) comumente usada 

para detecção de drogas em matriz biológica. Esta técnica consiste na diluição da 

matriz em solvente para que diminua as interferências como forma de pré-

tratamento de amostra. Esta aproximação é válida quando a concentração do analito 

é alta e os componentes da matriz não co-eluem e/ou interferem na ionização da 

amostra (RUZO e CLASS, 2001). MCCAULEY-MYERS et al. (2000) comparou o 

método DAS com uma metodologia já validada de extração líquido-líquido em 

plasma canino, obtendo resultados semelhantes com relação à robustez do método, 

contudo a economia de tempo de pré-tratamento e análise reduziu em mais de 50 

vezes. OJANPERÄ (2008) relatou uma diferença de 11% entre os métodos de 
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extração validados e de DAS para análise de drogas de abuso por LC-TOFMS e LC-

CLND. Da mesma forma, GU et al. (2010) validaram um método para análise de um 

inibidor de γ-secretase em plasma humano, obtendo valores similares de 

recuperação 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 laboratórios referenciados, obtendo 

100% de concordância entre os resultados obtidos 

 

3.4.3.2 – Otimização e validação do método analítico por HPLC-ESI-MS/MS para 

quantificação do corante RBBR 

 Os parâmetros usados para otimização do método analítico foram 

obtidos através da área da banda cromatográfica e da relação sinal-ruído (S/N) entre 

a altura do pico correspondente ao corante e a linha de base, na busca do menor 

valor para o limite de detecção. Para isso alguns parâmetros cromatográficos como 

fator de retenção e principalmente espectrométricos foram avaliados. 

 Para a avaliação dos parâmetros cromatográficos, foram verificadas 

diferentes combinações com relação à coluna, composição e vazão da fase móvel, 

aditivos orgânicos para a porção aquosa da fase móvel e temperatura da coluna, 

sendo os componentes avaliados nas condições descritas na TABELA 3.2. 

 

TABELA 3.2 - Variáveis cromatográficas exploradas para otimização da seletividade 

cromatográfica para o corante RBBR. 

Coluna Fase Móvel Proporção (v/v) Aditivo Vazão T (ºC) 

Zorbax® 

SB-Phenyla 

H2O:ACN 5:95 HCOOH 0,01-

0,05% (v/v) 

0,3mL 25 

Eclipse® 

XDB C18 b               

H2O:MeOH 30:70 CH3COOH 

0,05-0,1% (v/v) 

0,7mL 30 

Prevail® 

C18 c 

 60:40 TEA 0,01-0,05% 

(v/v) 

1,0mL 35 

Legenda. XDB: Extra-Dense Bond (capeamento duplo dos grupos silanóis); C18: 

Octadecilsilano; ACN: Acetonitrila; MeOH: Metanol; HCOOH: Ácido fórmico; 

CH3COOH: Ácido acético; TEA: Trietilamina 

 a4.6x250mm, 5µm , b4.6x150mm, 5µm , c2.1x150mm, 3µm. 
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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 

segurança ligadas à entrada das colunas. Para as colunas contendo como fase 

estacionária C18, foi utilizada uma coluna de guarda Phenomenex® C18 

4,6x12,5mm, 5µm, com filtro de entrada com poros de 2µm. Para a coluna Zorbax® 

SB-Phenyl, foi utilizada uma coluna de guarda Zorbax® SB-Phenyl 4,6x12,5mm, 

5µm, com filtro de entrada com poros de 2µm. 

  Para otimização do espectrômetro de massas, foram avaliados 

parâmetros dependentes do analito para MS e MS/MS as transições de maior 

intensidade necessárias para a identificação por modo SRM, o potencial de 

desagregação (DP), potencial de focalização (FP), potencial de entrada (EP), 

voltagem do TurboIonSpray® (IS), energia do gás de colisão (CAD), energia de 

colisão (CE) e potenciais de entrada e saída da célula (CEP e CXP 

respectivamente). Estes parâmetros foram avaliados usando infusão direta de uma 

solução de RBBR 10µg.mL-1 na vazão de 10µl.min-1. Para os parâmetros 

dependentes da fonte como a altura e distância da sonda do TurboIonSpray® (Vert e 

Horiz, respectivamente), gás de cortina (CUR), gás nebulizador (GS1), gás de 

aquecimento (GS2) e temperatura da fonte (TEM) foi utilizado uma solução aquosa 

de 1µg.mL-1 por injeção em fluxo utilizando como fase móvel H2O:ACN (65:35) (v/v) 

previamente selecionada nos parâmetros cromatográficos. É importante ressaltar 

que para uma melhor adequação entre as vazões usadas para promover a melhor 

separação cromatográfica e para a inserção do analito no espectrômetro de massas, 

um divisor de fluxo foi adaptado na interface do cromatógrafo com o espectrômetro, 

direcionando apenas um terço da vazão total para a entrada da fonte de ionização. 

 A validação do método analítico foi realizada avaliando parâmetros 

cromatográficos e espectrométricos recomendados nas instruções da Resolução nº 

899/03 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003), sendo 

observadas as seguintes figuras de mérito: 

 

 Estabilidade da amostra durante o tempo de preparo e análise, e por ciclos de 

congelamentos curtos e longos; 

 Seletividade e especificidade do método com relação a interferentes da 

matriz; 

 Recuperação da amostra em diferentes matrizes; 
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 Efeito da matriz na quantificação; 

 Limites de quantificação (LOQ) e detecção (LOD); 

 Linearidade; 

 Precisão; 

 Exatidão. 

 

  Para a avaliação da estabilidade da amostra a temperatura ambiente, 

foi preparada uma amostra de RBBR de concentração de 250ng.mL-1 pela 

incorporação de uma solução estoque de RBBR 1,0mg.mL-1 em meio de cultura BD, 

avaliada a cada duas horas durante 24 horas. O coeficiente de variação relativo foi 

determinado após integração da banda cromatográfica do sinal referente ao 

composto avaliado. Para a avaliação do ciclo de degelo, uma nova amostra de 

RBBR de concentração de 250ng.mL-1 foi preparada, e analisada após sucessivos 

intervalos de congelamento/descongelamento, em intervalos de 0,1, 2, 10 e 20 dias, 

sendo novamente avaliado o coeficiente de variação relativo dos resultados obtidos. 

  A avaliação da seletividade do método com relação aos interferentes 

da matriz foi feita através da comparação entre amostras com e sem RBBR 

cultivadas sobre as mesmas condições, procurando por compostos que possam ter 

o mesmo tempo de retenção e as mesmas transições escolhidas para o modo SRM. 

  Para avaliação do efeito de matriz, foram utilizadas amostras de RBBR 

preparadas em duas concentrações, em três diferentes matrizes (água destilada, 

meio de cultura BD e meio BD cultivado com Aspergillus flavus) através da adição 

de uma solução estoque de RBBR às matrizes. Após 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 avaliação realizada com relação à 

variância entre as amostras e entre os diferentes grupos de amostras.  

  Os limites de quantificação e detecção foram obtidos através de 

diluições sucessivas de uma solução padronizada de RBBR, comparando os valores 

de altura do pico no cromatograma até alcançarem as relações de 10 e 3 vezes a 

razão sinal/ruído para o LOQ e LOD respectivamente. 

  A faixa dinâmica de trabalho foi avaliada através da análise de 

amostras de RBBR preparadas em água pela diluição de uma solução padrão de 

concentração 1mg.mL-1, em 10 concentrações diferentes, em um intervalo entre 6,25 

ng.mL-1 e 500 ng.ml-1. A partir dos valores obtidos pela integração da área sob a 
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curva do pico referente ao RBBR nos cromatogramas, foi construído um gráfico de 

área vs concentração, obtendo-se através da aplicação de regressão linear pelo 

método por mínimos quadrados uma equação de regressão referente aos dados da 

curva de calibração. Para aferir a eficiência da regressão, foram avaliados 

parâmetros como o coeficiente de correlação R2, o desvio padrão de cada ponto 

utilizado para construção da reta de regressão, a exatidão e a precisão.   

  Para verificar a precisão do método foram avaliadas três soluções de 

RBBR em concentrações 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 único dia para verificação da repetitividade ou 

precisão intra-dia, e preparadas e analisadas em três dias não consecutivos para 

verificação da precisão intermediária ou precisão inter-dias. A partir dos valores 

obtidos foi calculado o desvio padrão s(X) e o coeficiente de variação CV(%) para 

cada concentração de acordo com as equações 2 e 3 respectivamente. 

 

                 ( )  √
 

   
  ∑ (    ̅)

  
                                             (2) 

 

                        ( )  
 ( )

 ̅
                                                        (3) 

 

 onde xj são os valores de cada medida, n é o número de valores obtidos para 

cada concentração e  ̅ a média obtida para cada concentração. As amostras 

utilizadas para estabelecer a exatidão do método foram de mesma concentração 

utilizadas para a medida de precisão, sendo estabelecida através da equação 4. 

 

                        ( )  
 ̅

        
                                               (4) 

 

3.4.3.3 – Investigação qualitativa da degradação do corante RBBR em meio de 

cultura BD 

  Além dos dados quantitativos do corante RBBR, é de extrema 

importância a identificação dos produtos de degradação decorrentes da 

metabolização do composto pelos micro-organismos, garantindo assim que não 
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ocorra a formação de produtos de maior periculosidade. Além disso, estes dados 

ajudam a elucidar as enzimas e os mecanismos envolvidos nas etapas de 

degradação. 

 Para a análise, um gradiente exploratório foi elaborado facilitando a 

separação dos componentes e ao mesmo tempo garantindo a eluição da maior 

quantidade possível de produtos de degradação de interesse. A fase móvel foi 

composta de água deionizada como solvente aquoso (A) e acetonitrila como 

solvente orgânico (B). O gradiente aplicado é descrito na TABELA 3.3. A 

temperatura do forno da coluna foi mantida em 30ºC, com vazão de fase de 

0,7mL.min-1 e um volume de injeção de 20µL.  

 

TABELA 3.3 - Gradiente exploratório usado na análise qualitativa da degradação 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 5 

60.00 95 5 

 

 Os parâmetros espectrométricos foram mantidos os mesmos do item 

3.4.3.2, porém os cromatograma foram adquiridos no modo de aquisição full scan, 

com varredura de massas entre 90-450Da. A partir do cromatograma de íons totais 

(Total Ions Chromatogram, TIC) foram construídos cromatogramas de íons extraídos 

(Extracted Ions 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 

não estivessem presentes nas amostras controle para o mesmo micro-organismo. 

 

3.4.4 – Análise qualitativa e quantitativa da degradação da 1,2,3,4-TCDD 

 

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

com o intuito de identificar possíveis interações negativas entre a presença de 
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compostos organoclorados e os micro-organismos, além de verificar a possibilidade 

da utilização destes na biorremediação de xenobióticos 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 proporção descrita na seção 3.2, através da adição de 912mg do 

meio de cultura em pó em 38mL de água destilada num erlenmeyer de 100mL de 

plástico com tampa de rosca, autoclavado por 20 minutos a 121ºC. Após a 

esterilização e resfriamento do meio de cultivo em uma câmara de fluxo laminar 

previamente esterilizada, um disco de 5mm de diâmetro de uma cultura do fungo 

cultivada em BDA, incubada em B.O.D. a 25ºC e fotoperíodo 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 posição estática, a temperatura 

ambiente, com iluminação proveniente de duas lâmpadas programadas com 

fotoperíodo de 12 horas. 

  Após 5 dias de crescimento, foi incorporado ao meio de cultura 40µL de 

polissorbato 80 (Tween 80) para auxiliar a solubilidade da dioxina, e então foi 

adicionado uma solução estoque de 1,2,3,4-TCDD em DMF de concentração 

2mg.mL-1, para obter uma concentração final de 100µg.mL-1. Experimentos de 

controle foram elaborados com amostras contendo apenas os componentes do 

meio, sem a presença de micro-organismos, para avaliar a degradação de dioxinas 

durante o prazo do experimento, e tratamentos contendo o meio inoculado com 

micro-organismos com incorporação da mesma quantidade de DMF sem dioxina, 

para excluir a influência do solvente no crescimento microbiano. 

  Alíquotas de 1mL de cada amostra foram retiradas no tempo t=0 logo 

após a incorporação do substrato, e em seguida as tampas foram vedadas com filme 

plástico e os fungos mantidos nas mesmas condições de crescimento. Novas 

alíquotas 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 condições de crescimento.  
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 As alíquotas de 1mL foram centrifugadas por 40 minutos, a 14000rpm e 4ºC 

para precipitação da biomassa. Foram retiradas duas alíquotas, para experimentos 

distintos. Uma primeira alíquota, de 300µL, foi separada e utilizada para análise por 

HPLC-MS. Uma segunda alíquota de 400µL foi separada e extraída com 400µL de 

acetato de etila resfriado. Após a separação das fases, o acetato foi transferido para 

um novo recipiente, seco sob Na2SO4 e uma alíquota em acetato retirada para 

análise por GC-MS. 

 

3.4.4.2 – Análise instrumental 

  As amostras foram avaliadas qualitativamente e quantitativamente 

usando técnicas de cromatografia líquida e gasosa, ambas acopladas a 

espectrômetros de massa com ionização por impacto de elétrons no modo positivo.  

  Na cromatografia líquida, os parâmetros utilizados foram adaptações 

do trabalho de PERAZOLLI et al. (2005), usando uma coluna analítica C18 Regis 

3um, 100x2,1mm, com fase móvel isocrática 100% metanol com vazão de 0,5 

mL.min-1. A saída do cromatógrafo foi acoplada e um espectrômetro de massas triplo 

quadrupolo utilizando uma fonte de ionização química à pressão atmosférica no 

modo negativo, mais sensível para compostos organoclorados do que o modo 

positivo (CHERNETSOVA et al., 2002). Os parâmetros espectrométricos avaliados 

para a otimização do aparelho foram o potencial de desagregação (DP), potencial de 

focalização (FP), potencial de entrada (EP), voltagem da descarga da agulha corona 

(NC), altura e distância da sonda do nebulizador (Vert1 e Horiz1 respectivamente), 

altura e distância da agulha corona (Vert2 e Horiz2 respectivamente), gás de cortina 

(CUR), gás nebulizador (GS1), gás de aquecimento (GS2) e temperatura da fonte 

(TEM). Após a avaliação dos parâmetros acima, foram otimizados os valores para o 

modo SRM, como energia do gás de colisão (CAD), energia de colisão (CE) e 

potenciais de entrada e saída da célula (CEP e CXP respectivamente). Como a fonte 

de APCI requer vazões maiores para a operação otimizada do que a fonte ESI, não 

foi possível utilizar o mecanismo de infusão direta através da seringa de 1mL usada 

nos experimentos com a fonte de ESI. Portanto, toda a otimização foi feita através 

de injeção em fluxo usando uma vazão de metanol de 490µL.min-1 proveniente da 

bomba de HPLC, usando uma junção em T para inserção de uma solução de 

1000µg.mL-1 de 1,2,3,4-TCDD em tolueno através de uma seringa sendo empurrada 

por um braço pneumático a vazão de 10µL.min-1, resultando na entrada na fonte 
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APCI de uma vazão de 500 µL.min-1 de uma solução com concentração nominal de 

20µg.mL-1 de 1,2,3,4-TCDD. 

 

 
 HPLC 

FIGURA 3.3 - Esquema ilustrativo da otimização por injeção em fluxo para a 1,2,3,4-

TCDD. 

 

  Para as análises por GC-MS, foi utilizada uma coluna DB-5 com 

30mx0,25mm i.d., com revestimento de 0,25µm de espessura. A temperatura do 

injetor e da interface foram ajustados em 280ºC. A rampa de temperatura utilizada 

está descrita na TABELA 3.4, com duração de 13,5 minutos. A quantificação foi feita 

através do uso de 1,2,4,5-tetraclorobenzeno como padrão interno, com o 

espectrômetro de massa sendo avaliado tanto no modo full scan como operando no 

modo de monitoramento de íons únicos (SIM, Single Ion Monitoring), que aprimora 

os limites de detecção através da fixação de unidades de m/z específicas para 

avaliação, sem a necessidade da varredura de íons num intervalo grande. 

 

TABELA 3.4 - Rampa de temperatura do forno de coluna para as análises de 

1,2,3,4-TCDD por GC-MS. 

Taxa de aumento (ºC/min) Temperatura (ºC) Tempo de espera (min) 

 70 1 

25 245 0 

10 290 1 
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  Foram observadas figuras de mérito relevantes para a validação do 

método analítico como seletividade, linearidade, eficiência de recuperação, LOQ, 

LOD, precisão e exatidão, usando os mesmos parâmetros utilizados na validação 

anterior (ANVISA, 2003). 

  Além da quantificação foi realizada uma varredura por produtos de 

degradação da 1,2,3,4-TCDD, na expectativa de elucidar a possível rota metabólica 

de degradação 
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4 - Resultados e Discussões 
 

  O fungo Aspergillus fumigatus foi fornecido como amostra 

desconhecida pela empresa Krion AgroSciences, e sua identificação através de 

padrões morfológicos de crescimento e análises microscópicas foi realizada, com os 

resultados apresentados na FIGURA 4.1. 

FIGURA 4.1 - Caracterização microscópica e morfológica da cepa 01-10, 

reconhecida como Aspergillus fumigatus. A) Imagens de microscópio e crescimento 

micelial da cepa obtidas no laboratório de microbiologia do Departamento de 

Química da Universidade Federal de São Carlos. B) imagens de microscópio e 

crescimento micelial de cepas identificadas como Aspergillus fumigatus 

evidenciando a semelhança (TURGUT et al., 2008). 

 

 A empresa Baraúna Comércio e Indústria Ltda. EPP obteve junto a 

diversas empresas privadas análises da cinza e da fuligem da caldeira de queima do 

bagaço, da torta de filtro e do composto orgânico da leira de compostagem, com os 

resultados dispostos no anexo I. Pode-se perceber um nível de TEQ maior nas 

amostras da caixa de cinzas das caldeiras, corroborando com dados da literatura 
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sobre a presença 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 ausência 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-

açúcar, e a grande diminuição da quantidade de dioxinas nas amostras da leira de 

compostagem, indicando que a fonte principal de contaminação seja realmente a 

cinza da queima do bagaço da cana e que a diluição realizada pela proporção de 

cinza utilizada na mistura que vai para a compostagem já é eficiente na diminuição 

do nível de toxicidade equivalente do produto final, porém não o suficiente para que 

o produto esteja dentro dos limites máximos de contaminação se forem observados 

parâmetros internacionais. Desta forma, reforça-se a necessidade de métodos que 

venham a promover ainda mais a diminuição da toxicidade total do composto após o 

processo de compostagem aeróbica. 

 

4.1 – Análise qualitativa da degradação do corante RBBR 

  

  Neste trabalho a análise qualitativa visou atribuir uma técnica simples e 

eficiente para a avaliação da capacidade microbiana de degradação do corante 

RBBR. O corante RBBR foi escolhido por ser um corante muito utilizado na indústria 

e possuir semelhança estrutural com metabólitos produzidos pela biotransformação 

de compostos tóxicos de interesse para a biorremediação como os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (SOARES et al., 2001; MECHICHI et al., 2006). 

  Durante o período de realização do experimento, pode-se observar 

comportamentos distintos dos micro-organismos com relação à capacidade de 

degradação do corante. 

  As bactérias Sphingomonas capsulata e a cepa 02-1 não apresentaram 

sinais de degradação do corante, seja por via enzimática ou por adsorção. Apesar 

de em apenas três 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 coloração do início do experimento, indicando que não houve 

processo de biodegradação, e a coloração do biofilme bacteriano de ambos os 

meios com e sem corante apresentavam mesma coloração, esbranquiçado para a 
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cepa de Sphingomonas capsulata e amarelado para a cepa 02-1, confirmando a 

ausência de adsorção do corante. A FIGURA 4.2 mostra as placas contendo culturas 

das bactérias após 15 dias de crescimento. 

 

 

FIGURA 4.2 - Placas inoculadas com bactérias após 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 mudança na coloração do meio de cultura com relação ao controle, 

bem como uma mudança de coloração 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 coloração branca do micélio. 

 Avaliando o resultado do cultivo de P. chrysosporium observou-se que 

houve descoloração do corante pela ação do micro-organismo, porém não foi 

possível avaliar se a descoloração acentuada do corante do meio foi devido a ação 

de degradação enzimática ou um simples processo físico de adsorção do corante 

RBBR no micélio do fungo. 
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FIGURA 4.3 - A) Placa com corante RBBR inoculada com P. chrysosporium após 24 

horas, e B) Após 15 dias, mostrando a diferença de coloração entre as culturas B1) 

com corante e B2) sem corante. 

 

  As cepas pertencentes ao gênero Aspergillus foram as que 

apresentaram maior capacidade de descoloração do corante RBBR. O fungo 

Aspergillus aculeatus apresentou a taxa de colonização mais lenta entre os micro-

organismos testados, não sendo capaz de colonizar toda a placa mesmo após o fim 

do experimento, ocupando 80% da área da placa em média. Após os 15 dias de 

experimento, observou-se adsorção de corante no micélio, acompanhado de 

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

 

 

FIGURA 4.4 - Crescimento de Aspergillus aculeatus em meio BDA com RBBR após 

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 produção de 

micélio, com alta incidência de colônias crescendo em todas as direções, mas não 

necessariamente seguindo o mesmo padrão circular de crescimento observado para 
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os outros fungos. Após os 15 dias de experimento, em média 92% das placas se 

encontravam preenchidas por micélio. Este micro-organismo foi capaz de promover 

avançada descoloração do corante, principalmente após o décimo dia. Todavia, a 

coloração azulada dos esporos do fungo não permitiu uma avaliação visual precisa 

da capacidade de adsorção do RBBR pelo micélio como mostra a FIGURA 4.5. 

WANG e HU (2008) observaram apenas adsorção 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 após 15 dias A) 

Meio com corante, e B) sem corante. Pode ser observada a ausência do corante em 

partes do meio de cultura com corante e dificuldades na observação da adsorção do 

corante pelo micélio. 

 

  A avaliação qualitativa buscando fungos capazes de degradar o 

corante RBBR foi finalizada analisando o fungo Aspergillus flavus. Este micro-

organismo apresentou os melhores resultados com relação à capacidade microbiana 

de descoloração do RBBR e uma taxa de crescimento intermediária entre as cepas 

de Aspergillus, de 84% do total da placa após os 15 dias de cultivo. O A. flavus 

apresentou uma característica de difícil manuseio, com tendências de formação de 

novas colônias em todas as direções devido a alta produção de esporos por esta 

espécie. Como ilustrado na FIGURA 4.6, a partir de 4 dias de cultivo pode-se 

observar uma forte tendência de descoloração do corante RBBR, ocorrendo 

inclusive em regiões aonde o micélio ainda não havia se desenvolvido, devido 

possivelmente à ação de enzimas extracelulares. Esta mudança na coloração foi um 

dos motivos pelo qual o uso dos corantes foi utilizado como ferramenta para indicar 

a presença de enzimas lignolíticas produzidas pelos micro-organismos (MACHADO 
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et al., 2005). A descoloração 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 degradação 

enzimática ser claramente a maior responsável pela remoção do RBBR do meio, 

também pode ser observado a adsorção de uma parcela do corante no micélio do 

fungo.  

 

 

FIGURA 4.6 – Cultivo de Aspergillus flavus em meio BDA. A) Ilustrando a 

capacidade de descoloração do corante após 4 dias de crescimento. B) Após 15 

dias de experimento, pode-se observar a diferença 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 

descoloração do corante RBBR em meio de cultivo sólido. As bactérias utilizadas no 

presente experimento não apresentaram resultados positivos quanto à descoloração 

do corante RBBR e, portanto, foram excluídas dos experimentos seguintes. Entre os 

fungos, os do gênero Aspergillus apresentaram os melhores resultados, 

especialmente a espécie Aspergillus flavus, para a qual foi observada a remoção do 

corante RBBR em quase sua totalidade após 15 dias de cultivo. Um resumo dos 

resultados segue na TABELA 4.1, relacionando os micro-organismos utilizados com 

sua capacidade de remoção do corante do meio de cultura através de processos de 

adsorção e descoloração. 
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TABELA 4.1 - Análise qualitativa de descoloração do corante RBBR por micro-

organismos.  

Micro-organismo Adsorção Descoloração Legenda 

- Nenhuma 

Atividade 

+ Pequena 

atividade 

++ Média 

Atividade 

+++ Alta 

Atividade 

Sphingomonas capsulata - - 

02-1 - - 

Aspergillus aculeatus ++ + 

Aspergillus flavus ++ +++ 

Aspergillus fumigatus + ++ 

Phanerochaete chrysosporium + + 

 

 A observação visual da descoloração do corante RBBR em placas de 

meio de cultura sólido é importante devido a rapidez e simplicidade com que se pode 

avaliar a capacidade microbiana de degradação do corante. SATO et al. (2002) 

utilizaram a capacidade microbiana de degradação de um corante sintético para 

reduzir uma coleção de mais 1500 espécies de micro-organismos diferentes para 

apenas 11 através de métodos de triagem usando a degradação do corante RBRR 

como parâmetro de avaliação, 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 à 

biodegradação de organoclorados, encontrando uma espécie de Eupenicilum 

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

 

4.2 – Avaliações da influência 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 medição do crescimento micelial em duas direções perpendiculares foi realizada a 

cada 24 horas, durante um período de 15 dias. 

 Passados os 15 dias de coleta de dados, uma planilha com os valores 

diários de crescimento micelial foi elaborada, obtendo-se os valores de Índice de 

Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) descritos na TABELA 4.2. Estes índices 

foram aplicados para a produção de duas séries de gráficos para cada fungo, o 

gráfico de Scott-Knott para diferenciação e agrupamento de múltiplas médias a 5% 

de probabilidade, e o gráfico de análise de agrupamento por UPGMA, mostrando 



 
 

54 
 

qualitativamente a semelhança ou diferença entre os valores através da disposição 

dos tratamentos em um gráfico de dendograma construído pela média de seus 

valores de IVCM. 

 

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

descritos na seção 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 
TW 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 
CZ 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-Ágar (controle); DMF: Dimetilformamida (controle); 

TW: Polissorbato 80 (Controle); RBBR: corante RBBR; DD: 1,2,3,4-TCDD; BG: 

Bagaço de cana-de-açúcar; TF: Torta de filtro; TE: Solo do pátio da usina; CZ: Cinza 

de bagaço de cana-de-açúcar; BioE: Leira de compostagem esterilizada; BioN: Leira 

de compostagem não esterilizada. 

 

 Para o fungo Phanerochaete chrysosporium foram observadas a 

presença de quatro grupos (a1, a2, a3 e a4) bem definidos como mostra a FIGURA 

4.7, que apresenta os 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 os 

tratamentos não pertencentes a este grupo apresentaram algum tipo de inibição de 

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

Phanerochaete chrysosporium 

 

 O primeiro grupo a1 contém apenas o tratamento contendo a leira de 

compostagem não esterilizada (BioN), demonstrando que o crescimento microbiano 

foi fortemente afetado. A influência do tratamento BioN no crescimento do 

Phanerochaete chrysosporium foi fortemente afetada pela presença de outros micro-

organismos na leira não esterilizada. Todavia, percebe-se pelo tratamento contendo 

leira de compostagem esterilizada (BioE), agrupado em a2 e que apresentou uma 

inibição do crescimento do fungo em menor intensidade, que a composição físico-

química da leira é um fator de extrema influência para o crescimento do fungo. O 

grupo a3, associado apenas ao tratamento CZ apresentou uma leve inibição de 

crescimento e corrobora com a proposta de que alguns componentes da leira devem 

causar a supressão de crescimento micelial, como no caso da própria cinza e os 

outros micro-organismos associados à leira não 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 presença destes componentes não afetaria o 

desenvolvimento micelial. Um ligeiro efeito da presença de DMF pode ser observado 

no crescimento, contudo a mudança não foi considera estatisticamente significante a 

5% de probabilidade. Os outros sete tratamentos pertencentes ao grupo a4 

demonstraram crescimento igual devido ao intervalo de tempo diário entre as 

medidas aplicado no método de avaliação.  

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

traços coloridos indicam a relação dos grupos obtidas através do modelo de Scott-
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Knott, evidenciando a grande diferença entre os três grupos a1, a2 e a3 que 

sofreram inibição de crescimento, e a diferença destes para o grupo a4. 

 

 

FIGURA 4.8 - Análise de agrupamento por UPGMA para o fungo Phanerochaete 

chrysosporium. Os traços correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de 

Scott-Knott. a1 = Verde, a2 = Azul, a3 = Laranja, a4 = Preto 

 

  A partir das análises de agrupamento pode-se avaliar que o fungo 

Phanerochaete chrysosporium não sofreu inibição de crescimento quando exposto a 

xenobióticos como a 1,2,3,4-TCDD ou o corante RBBR na concentração utilizada, o 

que o torna um potencial alvo para o estudo da capacidade de biodegradação. 

Naturalmente seu crescimento pode ser afetado de maneira drástica dependendo 

dos componentes utilizados na montagem da leira. 

  Para o fungo Aspergillus aculeatus, foram obtidas três divisões a1, a2 e 

a3. A FIGURA 4.9 mostra o gráfico de agrupamento de médias pelo modelo de 

Scott-Knott obtido para os tratamentos. A presença dos três controles (BDA, DMF e 

TW) no grupo a2 indica a inibição de crescimento nos tratamentos do grupo a1 

(BioN), e promoção de crescimento nos tratamentos integrantes do grupo a3 (BioE e 

CZ). 
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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 inibição de crescimento micelial foi encontrada 

no tratamento BioN, posicionado de maneira avulsa no grupo a1. Foi constatado que 

a baixa velocidade de colonização 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 não apresentaram 

variação estatística no valor de IVCM. Todavia pode-se observar uma ligeira 

variação do valor de IVCM do tratamento RBBR com relação 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 

máximo de crescimento foi obtido com o tratamento aonde foi incorporada a cinza do 

bagaço de cana, mostrando que nestas condições, além de ser um substrato que 

não interfere no crescimento deste micro-organismo ele ainda favoreceu o 

crescimento, pois cinzas de material vegetal como o bagaço da cana-de-açúcar 

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, o que pode favorecer certas 

espécies de fungos (AVERY et al., 2008). Como os outros componentes da leira 

testados não diferiram estatisticamente do controle além da cinza do bagaço da 

cana, pode-se inferir que a causa do tratamento BioE promover o crescimento 

microbiano deve-se a presença de cinza entre seus constituintes. KRISHNAN et al. 

em 1954 evidenciou a promoção de crescimento de Aspergillus niger em meio de 
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cultura incorporado com cinza vegetal, quando comparado com o crescimento em 

meio BDA sem a adição da cinza.   

 Através da análise de agrupamento por UPGMA representada na 

FIGURA 4.10, pode-se identificar a separação feita pelo modelo de Scott-Knott, 

como também identificar as similaridades na velocidade de crescimento do fungo 

Aspergillus aculeatus entre tratamento do mesmo grupo.  

 

  

FIGURA 4.10 - Análise de agrupamento por UPGMA para o fungo Aspergillus 

aculeatus. Os traços correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de Scott-

Knott. a1 = Vermelho, a2 = Azul, a3 = Verde. 

 

  Analisando a FIGURA 4.10 pode-se inferir de modo qualitativo a que a 

maior semelhança ocorreu entre os tratamentos DD e o controle DMF, mostrando 

que não houve influência do solvente DMF, nas concentrações utilizadas, no 

resultado de crescimento microbiano obtido para o tratamento contendo as dioxinas. 

Além disso, percebeu-se uma maior distância de separação entre o grupo a1 e o 

grupo contendo os tratamentos controle BDA, DMF e TW (a2), do que entre o grupo 

a2 e o grupo que apresentou sinais de promoção de crescimento (a3), mostrando 

que a inibição pelo grupo a1 foi mais significante do que a promoção causada pelos 

tratamentos do grupo a3. 

  O fungo Aspergillus fumigatus mostrou-se mais robusto, sofrendo uma 

menor influência do fator composição 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 

que o anterior, o modelo separou os tratamentos em três grupos, a1, a2 e a3, com a 

presença dos controles no grupo a2, indicando os tratamentos que causaram 

inibição do crescimento microbiano em a1 e os que promoveram o crescimento em 

a3. 

 

 

FIGURA 4.11 - Gráfico 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 o grupo a1 composto por 

5 tratamentos (TW, BioE, DMF, BioN e DD) que indicam uma inibição do 

crescimento micelial com relação ao controle BDA. Neste grupo estão as amostras 

de 1,2,3,4-TCDD, bem como os dois controles relacionados a ela (TW e DMF), não 

sendo possível avaliar se a inibição está correlacionada ou não com a presença de 

dioxinas. De fato, o índice 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 indício da promoção de crescimento pela presença da 1,2,3,4-

TCDD, podendo neste caso o xenobiótico estar sendo utilizado pelo micro-

organismo como fonte de nutriente, promovendo indiretamente a biotransformação 

do produto. A inibição do tratamento com dioxinas seria proveniente apenas da 

interação dos outros dois compostos do controle, DMF e TW. Ademais, no grupo a1 

há também a presença dos tratamentos contendo como substrato as amostras de 

leira de compostagem esterilizada e não esterilizada. Devido a uma alta taxa de 
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colonização e maior robustez do fungo frente a interferentes, a presença de outros 

micro-organismos da leira não esterilizada não 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 inibição 

do crescimento do fungo A. fumigatus deu-se devido a presença de outros 

componentes da leira não avaliados neste experimento. 

  No grupo a2 se encontram mais cinco tratamentos (RBBR, TF, BDA, 

BG, TE), que não mostraram nenhuma variação estatisticamente significante em 

termos de crescimento micelial. Assim, pode-se inferir que os tratamentos contendo 

partes separadas da leira de compostagem não 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 responsáveis por inibição de 

crescimento, enquanto que o tratamento com cinza promoveu o crescimento. Deste 

modo, pode-se inferir que algum componente da leira causa uma inibição mais 

acentuada do que a promoção de crescimento induzida pela presença de cinzas. 

Assim como os outros micro-organismos previamente avaliados, o fungo Aspergillus 

fumigatus apresenta potencial como possível biorremediador, porém as condições 

físico-químicas do meio de cultura devem ser minunciosamente avaliados para evitar 

perda de capacidade devido à inibição de crescimento causada pela presença de 

compostos da leira.  

 Uma maneira, no caso do Aspergillus fumigatus ou de outro que 

apresente comportamento similar, seria a utilização apenas da cinza em um primeiro 

momento, para a biodegradação dos compostos tóxicos presentes na matriz, com 

posterior adição do material ao compostador contendo a mistura da leira. 

  Na análise de agrupamento por UPGMA para o fungo Aspergillus 

fumigatus apresentada na FIGURA 4.12 pode-se observar claramente a separação 

dos três grupos da mesma forma que obtida pelo modelo de Scott-Knott, mostrando 

a congruência dos resultados por diferentes métodos.  

 



 
 

61 
 

 

FIGURA 4.12 - Análise de agrupamento por UPGMA para o fungo Aspergillus 

fumigatus. Os traços correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de 

Scott-Knott. a1 = Verde, a2 = Preto, a3 = Vermelho. 

  

 Pela análise da FIGURA 4.12 pode-se perceber que a influência da 

cinza na promoção do crescimento desta vez foi estatisticamente mais significante 

do que a inibição pelos tratamentos do grupo a1, como observado pela maior 

distância de ligação entre os agrupamentos. 

  O último micro-organismo avaliado por este experimento, Aspergillus 

flavus, foi o que também apresentou maior robustez e menor variabilidade entre os 

valores de IVCM. Não obstante, apresentou a sua separação em três grupos quando 

aplicado o modelo de Scott-Knott como mostra a FIGURA 4.13. 
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FIGURA 4.13 - Modelo de agrupamento de média usando o método de Scott-Knott 

para avaliação da influência dos tratamentos no crescimento do fungo Aspergillus 

flavus. 

 

  No grupo a1 foi alocado apenas o tratamento BioN, evidenciando a 

dificuldade de crescimento de fungos do gênero Aspergillus em placas contendo 

leira de compostagem não esterilizada, novamente evidenciando a dificuldade de 

crescimento, onde uma das hipóteses pode ser associada à presença de micro-

organismos que interferem no crescimento de fungos do gênero Aspergillus. Para o 

grupo a2, que consistiu nos tratamentos TW, RBBR, DMF e BG, pode ser atribuído 

uma inibição no crescimento com relação 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 não foi estatisticamente 

influenciado. 

  Algumas avaliações podem ser deduzidas dos comportamentos 

observados nos experimentos realizados. A presença dos tratamentos TW e DMF no 

grupo a2 mostrou que estes compostos são responsáveis por um ligeiro retardo no 

crescimento microbiano. A presença do tratamento com 1,2,3,4-TCDD no grupo a3 é 

um indício que a presença de dioxina no meio de cultivo supriu as deficiências 

causadas pela presença dos outros compostos incorporados na amostra DD, o que 

sugere que sua presença pode promover o crescimento do fungo, provavelmente 

devido à seu uso como fonte de nutriente, e portanto o Aspergillus flavus pode ser 

usado na biotransformação de xenobiótico. A grande separação entre os 
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tratamentos BioN e BioE (27,74%) mostrou uma acentuada inibição de crescimento 

para o tratamento contendo a leira de compostagem não esterilizada, enquanto que 

o uso da leira esterilizada não mostra nenhuma diferença com relação ao controle 

BDA, o que demonstra que os componentes físico-químicos presentes na mistura 

não são responsáveis pela inibição do crescimento, sendo este atribuído a 

competição microbiana presente na amostra não esterilizada. Ademais, o tratamento 

com cinza do bagaço de cana mostrou-se favorável ao crescimento. A presença do 

tratamento BioE no grupo 3, com valor de IVCM ligeiramente menor do que o 

tratamento com apenas CZ pode ser parcialmente interpretado pela presença de um 

dos componentes da leira, o tratamento BG, no grupo a2, que inibe ligeiramente o 

crescimento micelial. 

  Devido às médias do IVCM serem muito próximas entre si para o fungo 

A. flavus, a sequência de formação dos grupos observada pela análise de 

agrupamento sofre uma pequena mudança com relação aos grupos, como se 

observa na FIGURA 4.14.  

  O tratamento CZ, que pelo modelo de Scott-Knott foi alocado no grupo 

a3. Pela análise de agrupamento do IVCM demonstrou uma menor correlação com o 

seu grupo do que as amostras do grupo a2. Este fator pode ser interpretado como 

uma maior discrepância entre os valores de IVCM obtidos para CZ com relação ao 

grupo a3, do que as médias dos tratamentos a2 com relação ao grupo a3. Da 

mesma forma, o tratamento BG, pertencente ao grupo a2 pelo modelo de Scott-

Knott, mostrou uma menor correlação com seu grupo do que as amostras do grupo 

a3, sendo inserido ao agrupamento apenas após a união dos grupos a2 e a3 entre 

si. Assim, apenas com o auxílio 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, não sendo classificados 

como novos grupos. 
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FIGURA 4.14 - Análise de agrupamento para o fungo Aspergillus flavus. Os traços 

correspondem aos tratamentos avaliados pelo modelo de Scott-Knott. a1 = 

Vermelho, a2 = Azul, a3 = Preto. 

 

  Esta variação observada entre os modelos para esta espécie deve-se 

principalmente a alta proximidade dos valores de IVCM entre os tratamentos, o que 

torna o experimento qualitativo não tão eficiente, já que ele define apenas a 

semelhança entre os valores de crescimento entre os tratamentos, não apontando 

se a variação é decorrente de um crescimento maior ou menor, e não demonstrando 

a partir de que intervalo é possível identificar a separação dos tratamentos em 

grupos estatisticamente distintos. Desta forma, a análise de agrupamento pode 

descrever incorretamente a correlação entre os grupos, como observado na FIGURA 

4.14. Se apenas a análise de agrupamento fosse realizada, conclusões errôneas 

poderiam ser atribuídas os tratamentos CZ e BG. 

  A FIGURA 4.15 compila todos os resultados obtidos dos onze 

tratamentos realizados para os quatro fungos. 

 



 
 

65 
 

a)  

b)  

FIGURA 4.15 - a) Comparações 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 variação entre as espécies do gênero 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 gênero 

Aspergillus. .  

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

observou-se que: 
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 O crescimento de todos os micro-organismos foi afetado negativamente em 

diferentes intensidades quando cultivado na presença da leira não esterilizada 

incorporado ao meio de cultivo.  

 Apenas a espécie Aspergillus fumigatus entre os fungos investigados 

apresentou crescimento similar em ambos os tratamentos contendo a leira 

esterilizada e não esterilizada, o que indica um efeito de algum outro 

componente da matriz no crescimento micelial, sem influência significativa do 

crescimento concomitante de outros micro-organismos. Nas demais espécies, 

o efeito de inibição no crescimento observado nos tratamentos não 

esterilizados indica que possivelmente a competição microbiana ou a falta de 

nutrientes foram fatores dominantes na inibição do crescimento. De fato, para 

Aspergillus aculeatus e Aspergillus flavus o tratamento BioE foi favorável ao 

crescimento, indicando que não há interações prejudiciais entre os 

componentes da leira e o fungo. 

 Nos tratamentos realizados adicionando-se a cinza no substrato observou-se 

que as espécies do gênero Aspergillus apresentaram uma melhora em seu 

crescimento com relação 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 três espécies de Aspergillus 

testadas, os maiores índices de crescimento ocorreram nestes tratamentos.  

 

4.3 – Análise qualitativa e quantitativa da capacidade de biodegradação 

do corante RBBR. 

 

4.3.1 - Otimização e validação de método para análise do corante RBBR por 

HPLC-ESI-MS/MS. 

 

 Os parâmetros cromatográficos a serem otimizados foram avaliados 

utilizando uma solução estoque de RBBR com concentração 1mg.mL-1 preparada 

em água ultra pura em meio de cultura BDA preparado como descrito na seção 3.2. 

Foi utilizado um detector UV-Vis no comprimento de onda de 228nm para monitorar 

o pico do corante RBBR. O comprimento de onda foi escolhido após inspeção das 
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absorções do corante RBBR em um espectrofotômetro de UV-Vis, por representar a 

transição de maior intensidade (FIGURA 4.16). 

 

 

FIGURA 4.16 - Espectro de absorção no UV-Vis de uma solução de RBBR 10-4M em 

ACN:H2O (35:65 v/v). O traço colorido representa a amostra de RBBR; o traço preto 

indica o controle obtido pela análise da mistura da fase móvel sem adição de 

corante. 

 

  Foram avaliadas diversas combinações de colunas cromatográficas, 

além da composição, vazão e aditivos da fase móvel e a temperatura do forno da 

coluna. Algumas representações dos cromatogramas obtidos estão dispostas na 

FIGURA 4.17. A menos que indicado de outra forma, as soluções contendo aditivos 

sempre foram preparadas pela adição dos componentes em água ultra pura em 

concentrações específicas. 
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B)

Coluna Eclipse® XDB C18 b, MeOH/H2O 35:65 (%v/v), 1,0mL.min 

C)  

 Coluna Eclipse® XDB C18 b, ACN/HCOOH 0,05% 60:40 (%v/v), 1,0mL.min-1  

D)

Coluna Prevail® C18 c, ACN/TEA 0,05%/ 60:40 (%v/v), 0,2 mL.min-1 

E)  

Coluna Eclipse® XDB C18 b, ACN/TEA 0,05% 40:60 (%v/v), 0,7mL.min-1 

F)

Coluna Prevail® C18  – ACN/TEA 0,05% 35:65 (%v/v), 0,18 mL.min-1 
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G)

Coluna Zorbax® SB Phenyla, ACN/H2O 65:35 (%v/v), 0,7 mL.min-1 

H)

Coluna Zorbax® SB Phenyla, ACN/CH3COOH 0,05% 25:75 (%v/v), 0,7 mL.min-1 

I)  

Coluna Zorbax® SB Phenyla, ACN/HCOOH 0,05% 25:75 (%v/v), 0,7 mL.min-1 

J)  

Coluna Zorbax® SB Phenyla, ACN/H2O 25:75 (%v/v), 1,0 mL.min-1 

FIGURA 4.17 - A-J) Cromatogramas obtidos na fase de desenvolvimento 

cromatográfico do método de análise do corante RBBR. 

a4.6x250mm, 5µm , b4.6x150mm, 5µm , c2.1x150mm, 3µm. 

 

 Fases móveis binárias preparadas pela mistura de H2O:MeOH nas 

proporções testadas foram descartadas por não promoverem uma retenção 

suficiente do corante nas colunas avaliadas mesmo na presença de aditivos como 

ácido fórmico, ácido acético e trietilamina, tendo o corante RBBR co-eluido com 

outros compostos na frente da solvente (solvent front), com tempo de retenção 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 eluição da banda cromatográfica referente à inserção 

da fase móvel na coluna. De fato, é o tempo que um composto fica na coluna 

quando não há nenhuma retenção. Igualmente, misturas ACN:H2O com predomínio 

de acetonitrila na composição da mistura não foram capazes de promovera retenção 

em nenhuma das colunas C18 testadas, novamente devido à baixa retenção do 

corante, consequência de poucas interações entre a fase estacionária alquílica 

apolar, interagindo principalmente por forças de dispersão de London, uma das 

forças conhecidas de Van der Waals causada pela interação entre dois dipolos 

instantaneamente induzidos (IUPAC, 1997), e o corante RBBR, molécula aromática 

e muito polar, e portanto com muito mais afinidade à fase móvel aquosa, resultando 

na eluição do analito logo após o volume morto. (FIGURA 4.17, C-D). Fases móveis 

preparadas pela mistura binária ACN:H2O com maior proporção de água e 

trietilamina como aditivo começaram a apresentar a retenção da banda referente ao 

corante RBBR com relação à banda do front do solvente, porém com baixa 

resolução (FIGURA 4.17, E-F). Estes métodos foram descartados, pois as 

micropartículas de sílica não apresentam alta estabilidade frente ao pH da solução 

de trietilamina utilizada (pH ≈11,5), podendo diminuir a vida útil da coluna.  

 Assim, novos ensaios foram realizados com uma coluna de fase 

reversa Zorbax® SB-Phenyl contendo como fase estacionária micropartículas de 

sílica revestidas com feniletil-diisopropil silano, [Si(C3H7)2(CH2)2(C6H5)]. A 

seletividade única oferecida pelas fases estacionárias fenil fornecem características 

alternativas de retenção, resultando em separações distintas das obtidas por 

colunas com fases alquilícas, devido em parte às interações dos elétrons π do anel 

aromático do grupo fenila da fase estacionária com os elétrons π e pares de elétrons 

não ligantes presentes no analito, tipicamente pela presença de grupos aromáticos 

ou ligações insaturadas. A interação π-π é um tipo de interação entre doador-

aceptor de elétrons mais forte do que simples interações de London, e tão 

importante quanto interações não covalentes como ligações de hidrogênio e 

interações dipolo-dipolo, levando a um aumento na retenção de compostos polares 

aromáticos quando comparado a retenções obtidas em colunas com fases 

estacionárias alquílicas (WAITE et al., 2006). 

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

misturas ACN:H2O com maior proporção de fase orgânica não foram eficientes em 
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promover a separação do corante da linha de frente do solvente com este tipo 

coluna (FIGURA 4.17, G). Uma possibilidade seria a competição entre as interações 

π promovidas pela porção fenil da fase estacionária entre o analito e a ligação tripla 

presente na estrutura da acetonitrila (YANG et al., 2005). Fases constituídas com 

adição de ácido acético na fase aquosa aumentaram drasticamente o tempo de 

retenção do analito, porém diminuindo a resolução de seu pico, devido ao equilíbrio 

existente pela protonação dos grupos sulfônicos presentes no analito, sendo esta 

fase também descartada (FIGURA 4.17, H). A adição de ácido fórmico apresentou 

uma melhora na seletividade e simetria do pico, sendo uma das fases selecionadas 

para a posterior otimização (FIGURA 4.17, I), assim como a separação promovida 

pela fase móvel constituída por H2O/ACN (FIGURA 4.17, J). A coluna Zorbax® SB-

Phenyl apresentou um padrão de separação distinto com relação às colunas com 

fase C18, sendo escolhida para os próximos testes.  

 Na avaliação dos últimos parâmetros, a vazão de 0,3mL não foi 

compatível com o tamanho da coluna Zorbax® SB-Phenyl, apresentando um tempo 

de corrida muito longo e alargamento dos sinais, portanto o uso desta vazão 

também foi descartada, assim como foi descartada a vazão de 1,0mL.min-1 pois sua 

alta velocidade promoveu a percolação do analito pela corrida em um tempo muito 

curto, diminuindo o tempo de interação entre analito e fase estacionária. Assim, a 

vazão de 0,7mL.min-1 foi escolhida. A variação de temperatura apenas modificou o 

tempo de retenção do analito, sem alterar efetivamente a forma da banda 

cromatográfica ou a seletividade do método, e como a utilização da temperatura do 

forno da coluna em 30ºC mostrou-se eficiente para uma separação rápida, porém 

efetiva, foi escolhida em detrimento dos métodos com temperatura de 25º e 35ºC.   

 Assim todos os parâmetros foram definidos, sendo os parâmetros 

descritos na TABELA 4.3 para novas investigações e ajuste fino de separação.  

 

TABELA 4.3  - Condições cromatográficas após otimização do método para RBBR. 

 Coluna Fase Móvel Proporção Aditivo Vazão T (ºC) 

Zorbax® SB-Phenyl 

4.6x250mm, 5µm 
H2O:ACN 65:35 Sem ácido 0,7mL 30 

Zorbax® SB-Phenyl 

4.6x250mm, 5µm 
H2O:ACN 65:35 

HCOOH 

0,05% v/v 
0,7mL 30 
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 Com as condições de separação cromatográficas definidas, num 

segundo momento passou-se a avaliar os parâmetros do espectrômetro de massas. 

A otimização dos parâmetros espectrométricos de análise tem como objetivo 

melhorar a seletividade do método com relação à separação cromatográfica e a 

sensibilidade do método com relação à detecção do corante, buscando a melhor 

relação sinal-ruído. Devido à sua estrutura dissulfonada e extremamente hidrofílica, 

a molécula de RBBR não é adequada para ser ionizada por fontes de impacto 

eletrônico, fato este ocasionado pelo excesso de sinais e incapacidade de 

volatilização (HOLČAPEK et al., 1999). Os grupos sulfônicos são de caráter ácido, o 

que torna a formação dos íons [R(SO3)n]
n- em solução aquosa muito fácil, sendo este 

um indício de que a ionização no modo negativo seja mais adequado. Ademais, 

dentre as técnicas de ionização brandas testadas por RÀFOLS e BARCELÓ (1997), 

a técnica de ionização por electrospray (ESI) no modo negativo apresentou melhor 

desempenho do que fontes de ionização por APCI e TSI (Thermospray Ionization) 

com relação à sensibilidade e reprodutibilidade. Desta maneira, a fonte e o modo de 

ionização selecionados para o experimento foram a fonte de electrospray (ESI) com 

modo de ionização negativo (ESI-). Devido ao efeito de supressão de sinal causado 

pela presença de ácido fórmico na fase móvel em ionização negativa por 

electrospray de moléculas hidrofílicas de baixo peso molecular (WU et al., 2004), o 

método com o uso de ácido fórmico na porção aquosa da fase móvel foi descartado, 

e o método isento de ácido fórmico foi definido como método padrão para a 

sequencia das análises. 

  Os parâmetros espectrométricos avaliados no experimento, e o local 

onde atuam dentro do instrumento API 2000™ estão indicados na FIGURA 4.18.  

 

FIGURA 4.18 - Desenho representativo do instrumento API 2000™, com uma fonte 

TurboIonSpray®, e um arranjo de triplo quadrupolo, indicando o local de atuação das 

variáveis passíveis de otimização. Adaptado de AB/Sciex, 2010. 
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  Para iniciar a otimização dos parâmetros do espectrômetro de massas, 

foram avaliados os parâmetros dependentes do analito para o primeiro quadrupolo 

(Q1) DP, FP e EP, como descrito na seção 3.4.3.2. A otimização consistiu na 

varredura em intervalos fixos de cada parâmetro individualmente, entre os valores 

mínimo e máximo da faixa de trabalho de cada variável instrumental descrita, 

utilizando os valores de intensidade de sinal produzido pela ionização do corante 

RBBR como ferramenta de avaliação, sendo definido como ótimo o valor no qual a 

intensidade do sinal referente à ionização do analito fosse máxima. O software foi 

programado para uma avaliação automática das energias dos parâmetros DP, FP e 

EP, reavaliando cada parâmetro após mudança no valor das energias. As faixas de 

energia trabalhadas e as amplitudes de variação para cada parâmetro e os valores 

ótimos encontrados estão descritas na TABELA 4.4. Além da avaliação das energias 

que promoveram sinais de maior intensidade, foram observados os padrões de 

fragmentação diferentes formados com combinações variadas de potenciais 

aplicados.  

 Operando no modo negativo de ionização, o íon m/z 290 se mostrou 

como o pico base na maior parte das varreduras. A partir dos valores otimizados de 

energias dependentes do analito para fragmentação no primeiro quadrupolo foi 

realizado um experimento no modo full scan (FIGURA 4.19), para a escolha de um 

íon específico a ser usado na seleção do íon precursor para a quantificação através 

do experimento de SRM. O pico base, como mostra a FIGURA 4.19, apresenta 

relação m/z 290. Após cuidadosa avaliação, este íon foi identificado como um íon 

molecular de dupla carga, com massa real 580 e carga -2. Esta identificação foi 

possível devido ao padrão isotópico apresentado pelo pico. Este padrão isotópico é 

observado devido aos isótopos diferentes de cada átomo em proporções 

conhecidas, fazendo que existam moléculas do analito com massas próximas, com 

diferenças nos seus valores em uma razão conhecida, de acordo com a distribuição 

estatística da quantidade de cada isótopo na natureza. Como o equipamento 

caracteriza os íons através da relação entre sua massa (m) e sua carga formal (z), 

íons que apresentem mais de uma carga terão seu padrão isotópico distribuído em 

intervalos menores, de acordo com a quantidade de carga apresentada, 

observando-se sempre a relação m/z.  Na molécula de RBBR, há um padrão 

isotópico em incrementos de m/z de 0,5 unidades, característico de moléculas 

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

mostra a FIGURA 4.19. 

 

 

FIGURA 4.19 - Fragmentação do corante RBBR sob condições otimizadas. Em 

detalhe, o padrão isotópico do pico m/z 290, indicando incrementos de 0,5 unidades 

de massa. 

 

 Após a escolha do melhor fragmento para atuar como íon precursor 

para o primeiro quadrupolo, de m/z 290, o equipamento foi configurado para o modo 

de “íons produto (MS2)” para avalição dos parâmetros de dissociação induzida por 

colisão (CID, Collision-Induced Dissociation, também conhecida pelo acrônimo CAD, 

Collisionally Induced Dissociation) (VESSECCHI et al., 2011) no segundo 

quadrupolo (Q2), sendo eles CE, CEP e CXP. A faixa de trabalho, a amplitude de 

variação e os valores otimizados de energias dependentes do analito para o Q2 

estão descritos na TABELA 4.4. 

 

TABELA 4.4 - Parâmetros dependentes do analito para formação de fragmentos do 

íon precursor para o RBBR. 

Parâmetro Faixa de trabalho Amplitude Valor Ótimo 

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 variações na varredura foram relacionadas com a 

intensidade na qual os fragmentos eram formados. Na maioria dos experimentos de 

otimização desta etapa, o íon m/z 97 apresentou-se como mais intenso, com a 

existência de um íon produto de baixa intensidade em m/z 483. A formação dos dois 

íons é derivada da perda de um grupo sulfato m/z 91 (-OSO3H)- pelo íon 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; HOLČAPEK et al., 

2007). Em todas as condições testadas, não 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 proporção. Não foi observado a perda de 

sulfonato (-SO3)
- de m/z 80, indicando pouca ou nenhuma fragmentação no grupo 

sulfonato ligado ao anel. Da mesma forma, a ausência do sinal em m/z 80 indica a 

ausência de fragmentação do grupo sulfona (R1R2SO2) (ZAIA, 2004). O mecanismo 

de fragmentação proposto para a formação dos íons produtos está na FIGURA 4.20. 

 

 

FIGURA 4.20 - Proposta de formação dos fragmentos no experimento de íons 

produto (MS2) para o íon precursor m/z 290. 

 

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

de íons produto para este íon, 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 íons produto para o íon 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 

HSO4
- não distinguível do ruído da linha de base, indício de que a porção contendo o 

fragmento sulfato já havia sido retirada quando o íon m/z 483 foi fragmentado. 

 Utilizando as condições otimizadas para o máximo de formação do 

fragmento m/z 97 a partir do íon precursor m/z 290, obteve-se o espectro de íons 

produto como mostra a FIGURA 4.22. Pode-se observar a formação do íon m/z 97 

como o íon de maior intensidade, portanto este foi escolhido como o íon produto a 

ser utilizado para a transição de quantificação (m/z 290 → m/z 97) para o método 

quantitativo por SRM. 

 

FIGURA 4.22 - Fragmentação do íon m/z 290 do corante RBBR no Q2. 

 

  Após a otimização dos parâmetros dependentes do analito, uma nova 

amostra de RBBR de concentração 1µg.mL-1 foi analisada por injeção em fluxo 

(FIA), sendo avaliada a capacidade de formação e identificação dos fragmentos 



 
 

77 
 

selecionados para o modo SRM em uma amostra injetada através da interface de 

um equipamento de HPLC e eluída com a fase móvel descrita na Tabela 4.3. Desta 

maneira, pode-se avaliar a capacidade do método na formação dos fragmentos de 

interesse, desta vez simulando as mesmas condições de vazão e composição da 

fase móvel previamente estabelecida para a separação cromatográfica do analito de 

interesse. Os parâmetros avaliados, bem como a faixa de trabalho, a amplitude de 

variação e os resultados estão dispostos na TABELA 4.5.  

  Inicialmente, foi avaliada qual a melhor posição do capilar do spray da 

fonte ESI, através de inspeção manual das posições de cada manivela (Horiz e 

Vert), com incrementos de 0,5mm por amostra. Foram testadas diferentes 

combinações, avaliando-se a intensidade do sinal de SRM obtido para a transição 

escolhida. Foi escolhida a combinação que apresentou o sinal mais intenso, com a 

posição horizontal em 3mm e a posição vertical em 4mm. 

 

TABELA 4.5 - Parâmetros dependente da fonte ESI- avaliados para a análise do 

corante RBBR. 

Parâmetro Faixa de trabalho Amplitude Valor Ótimo 

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 (ºC) 300-400 50 350 

. 

 Para a avaliação dos outros parâmetros dependentes da fonte 

descritos na TABELA 4.5, foi utilizada uma ferramenta do software que promove a 

otimização automática dos parâmetros um a um, avaliando-os por toda a faixa de 

trabalho. Cada parâmetro é avaliado em triplicata, sendo media a intensidade do 

sinal obtido e comparando o valor das médias de cada nível para a escolha do 

resultado ótimo. Em sequência, foram avaliados CUR, IS, GS1, GS2 e CAD. O 

parâmetro TEM foi avaliado manualmente, obtendo-se uma temperatura que garante 

a completa vaporização da fase móvel na entrada do espectrômetro de massas, que 
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evita comprometer o desempenho do método pela formação de agregados de 

moléculas de solvente grandes demais, que não seriam transferidos para o Q0. 

 Os melhores resultados obtidos com a otimização instrumental e 

definidos como método para análise das amostras de micro-organismos estão 

representados na  

TABELA 4.6. Com esta configuração, obteve-se o cromatograma como 

mostra a FIGURA 4.23.  

 

TABELA 4.6 - Condições experimentais para o método de quantificação de RBBR. 

DP (V) FP (V) EP (V) CE (V) CEP (V) CXP (V) IS (V) 

-16 -270 -3,5 -16 -20 -4 -4500 

Horiz Vert CUR (psi) CAD (psi) GS1 (psi) GS2 (psi) TEM (ºC) 

3,0 4,0 25 4 40 50 350 

 

 

 

FIGURA 4.23 - Cromatograma no modo SRM obtido utilizando as condições 

otimizada para uma amostra padrão de corante RBBR a 100ng.mL-1. 
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4.3.2 – Validação do método quantitativo para análise do corante RBBR por 

HPLC-(ESI-)-MS/MS. 

  

  Com os resultados satisfatórios obtidos com o desenvolvimento do 

método de análise quantitativa do corante por HPLC-(ESI-)-MS/MS, prosseguiu-se 

com a avaliação da rigidez e confiabilidade do método, através da verificação das 

figuras de mérito descritas na seção 3.4.3.2. 

  Os resultados obtidos com relação à estabilidade do analito perante ao 

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

 

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

no auto injetor e com ciclos de degelo. 

Solução padrão (ng.mL-1) Repetições Recuperação (%) CV (%) 

Estabilidade da amostra 

250 12 100,71 1,16 

Estabilidade de congelamento 

250 5 100,43 1,67 

 

  Como observado pelo coeficiente de variação das amostras, a 

concentração do analito não sofreu modificações 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 

após carregá-las no auto injetor ou armazenadas para posterior análise. 

 

 

FIGURA 4.24 - Cromatogramas usados na avaliação da estabilidade da amostra do 

corante RBBR sobrepostos. Cada amostra representa um intervalo de 2 horas. 
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  A próxima avaliação foi feita observando-se a seletividade da transição 

escolhida para a quantificação do corante. A FIGURA 4.25 apresenta uma 

comparação entre amostras de Aspergillus flavus cultivados na presença e ausência 

do corante RBBR, obtidas após 25 dias de crescimento. Esta amostra foi escolhida 

para ilustrar a seletividade, pois a amostra com corante apresenta concentrações 

próximas ao limite de detecção do método. O traço vermelho corresponde ao sinal 

obtido na amostra com corante, e o traço azul corresponde ao método SRM aplicado 

à amostra controle sem corante.  

  

 

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 adição do corante. 

 

  Todas as amostras analisadas quantitativamente foram comparadas a 

amostras de controle de maneira similar (n=84), não sendo observada nenhuma 

interferência no sinal do analito. Assim o método mostrou-se seletivo sendo 

observado um único pico cromatográfico em 2,4 minutos. 

 Pode-se observar nitidamente que não existe interferência de sinais 

decorrentes da matriz com tempo de retenção e com transições similares à 

selecionada para o método que possam interferir significativamente na quantificação 

do analito de interesse, mesmo nas menores concentrações utilizadas no 
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experimento. Sendo assim, o método proposto apresenta alta seletividade para o 

corante RBBR, sendo possível a distinção 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 

eficiência do processo após o tratamento aplicado às amostras. A TABELA 4.8 

demonstra a proximidade dos valores observados para as três matrizes diferentes, 

em duas diferentes concentrações testadas.  

 

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

Tratamento (No de repetições) Recuperação (%)* CV (%) 

Avaliação do efeito de matriz  30ng.mL-1 

H2O (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 

Avaliação do efeito de matriz 300ng.mL-1 

H2O (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 variação das amostras provenientes de 

diferentes matrizes apresentam pouca variação entre eles. Com este experimento 

ficou evidente que as matrizes não apresentam interferência no sinal do analito, 

podendo ser o efeito de matriz considerado negligenciável para o método. Da 

mesma forma, o alto valor de recuperação nas diferentes matrizes permite afirmar 

que o tratamento e a análise da amostra nas diferentes matrizes procedem de 

maneira similar, não influenciando no resultado da quantificação. Também é 

possível inferir com relação ao uso da técnica de dilute-and-shoot como etapa de 

preparo e limpeza de amostra que apesar de certa perda com relação ao LOD, 

análises exatas, precisas e sem efeitos de matriz consideráveis são obtidas muito 

rapidamente. 
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  A FIGURA 4.26 mostra os cromatogramas usados para avaliação do 

LOQ e LOD. Usando a relação sinal-ruído como parâmetro foram encontrados os 

valores de 6,0ng.mL-1 e  3,0ng.mL-1 respectivamente. O Limite de Detecção 

corresponde à 50% do valor do Limite de Quantificação, de acordo com os valores 

exigidos pela Resolução 899/03 da ANVISA (2003). 

 

 

FIGURA 4.26 - Cromatogramas utilizados na determinação do A) LOQ e B) LOD. Na 

legenda, o valor de Yn representa a altura máxima alcançada pelo ruído, e Ys a 

altura correspondente ao sinal do analito na concentração analisada. 

 

  Com os valores mínimos de quantificação e detecção estipulados, a 

curva de calibração foi elaborada usando-se os valores de áreas obtidos para as dez 

concentrações representadas na FIGURA 4.27, através da construção de uma reta 

de regressão linear ajustada pelo método dos mínimos quadrados, produzida pelo 

software de tratamentos de dados. 

  O coeficiente de correlação R2 com valor de 0,9995 indica uma ótima 

correlação entre os valores de áreas obtidos pela integração do pico do analito e as 

concentrações nominais. Com esta curva define-se a linearidade do método e, 

portanto a faixa linear de trabalho. Para as análises de precisão e exatidão do 

método, foram preparadas soluções de controle de baixa, média e alta concentração 

(CQB, CQM e CQA respectivamente). As concentrações preparadas para as três 

soluções foram de 7,35, 245 e 490 ng.mL-1, que cobrem toda a faixa linear de 

trabalho como descrito na seção 3.4.3.2, com a função de avaliar possíveis desvios 

específicos no ângulo de inclinação da reta. Os valores obtidos estão dispostos na 

TABELA 4.9. 
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RBBR (ng.mL-1) Rep1 Rep2 Rep3 Média CV (%) 

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% 

                               

FIGURA 4.27 - Curva de calibração usada para quantificação do corante RBBR. 

 

TABELA 4.9 - Precisão e exatidão para do método validado. 

[RBBR] ng.mL-1 Dia Repetições Exatidão (%) Precisão (%) 

Variação 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 1,4 

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 1,1 

Precisão 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 precisão indica o grau de dispersão dos resultados obtidos através 

da análise de amostras semelhantes Os valores de precisão intra e inter dias obtidos 

se mostraram dentro dos padrões de aceitação para validação analítica em todas as 

concentrações avaliadas, que é de 15% para as concentrações maiores e de 20% 

para concentrações próximas ao LOQ. Os valores de exatidão se mostraram 

extremamente positivos devido a baixa concentração das amostras utilizadas, 

caracterizando uma boa robustez do método em toda a faixa de trabalho. 

  Com os dados mostrados nesta seção, é possível afirmar que foi 

elaborado, validado e aplicado um método para quantificação do corante RBBR, 

método este que se mostrou estável, seletivo, sensível, exato e preciso, permitindo a 

detecção de até 4,8 pM de corante. Com esta metodologia é possível quantificar a 

capacidade de remoção do corante por micro-organismos em meio de cultura 

líquido. 

 

4.3.3 – Avaliação da capacidade de degradação do corante RBBR por micro-

organismos 

 

  A metodologia desenvolvida e validada foi usada para a quantificação 

do corante RBBR nas alíquotas retiradas dos experimentos de degradação do 

corante usando os fungos em meio líquido.  

  Para o fungo Phanerochaete chrysosporium uma degradação com taxa 

constante foi observada, onde uma maior variação entre as replicatas dentre todas 

as cepas testadas foi detectada. O fungo degradou em média 43% do corante no 

período 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 degradação de 50% de RBBR após 20 dias, mas usando condições 

diferentes de cultivo e uma menor concentração de RBBR.  
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FIGURA 4.28 - Degradação 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 

podridão marrom apresentou uma taxa de degradação acelerada nos primeiros 

quinze dias de experimento com relação aos últimos quinze dias. 

 

 

FIGURA 4.29 - Degradação de RBBR por Aspergillus fumigatus durante 30 dias. 

 

  Para o fungo Aspergillus aculeatus, pode-se observar uma degradação 

de, em média, 82% do corante após trinta dias de cultivo (FIGURA 4.30). Esta 

espécie apresentou uma taxa de degradação similar nas amostras de cinco e dez 

dias, sendo observada uma significante diminuição da concentração de corante no 

meio de cultura após quinze dias. Este efeito pode ser decorrente do fato de 

enzimas com capacidade lignolítica, indicadas como sendo as ferramentas utilizadas 

pelos micro-organismos para a degradação dos xenobióticos serem produzidas em 
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maior quantidade pelo metabolismo secundário dos fungos em certas situações de 

restrições de nutrientes (RAO et al., 2005). 

 

 

FIGURA 4.30 - Degradação de RBBR por Aspergillus aculeatus durante 30 dias. 

. 

 O fungo Aspergillus flavus foi o que apresentou a maior taxa de 

degradação entre os micro-organismos testados neste experimento, com uma 

degradação superior a 99% após trinta dias de cultivo (FIGURA 4.31). Nos dez 

primeiros dias as amostras apresentaram uma taxa de degradação constante, porém 

pode-se observar uma grande diminuição na concentração de corante nas amostras 

com quinze dias, o que suporta ainda mais a ideia de que as enzimas que são 

atuantes na degradação deste tipo de xenobiótico são enzimas que obedecem a 

condições de metabolismo secundário extremamente definidas. Seguindo um alto 

padrão de degradação, algumas amostras retiradas com vinte dias de cultivo 

apresentavam concentrações de RBBR abaixo do LOQ, sendo definidas apenas 

qualitativamente. Para as amostras de vinte e cinco dias de cultivo, apenas uma 

pode ser situada entre o LOQ e LOD, e nas últimas amostras da série todas as 

replicatas apresentam concentrações de RBBR abaixo do LOD, de 3,0ng.mL-1. 
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FIGURA 4.31 - Degradação de RBBR por Aspergillus flavus durante 30 dias. 

 

  Desta maneira, pode-se observar uma capacidade de degradação 

diferente para cada micro-organismo testados, o que nos leva a suportar a ideia de 

que a degradação do corante pelos micro-organismos se deve a existência de 

enzimas de baixa especificidade capazes de produzirem reações bioquímicas em 

moléculas exógenas à seu metabolismo. A FIGURA 4.32 apresenta um resumo dos 

resultados de degradação do corante pelas espécies, mostrando como ocorreu a 

variação da concentração média do corante em meio de cultura, após intervalos de 

cinco dias. 

 

 

FIGURA 4.32 – Eficiência de degradação dos fungos durante 30 dias. 
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4.3.4 – Identificação de possíveis produtos de degradação e proposta de 

mecanismo de degradação 

 

 Com a avaliação quantitativa da capacidade microbiana de degradação 

feita, as amostras do fungo Aspergillus flavus foram selecionadas para a inspeção 

minuciosa a procura de produtos de degradação do corante, na tentativa de 

identificar a rota metabólica realizada pelo fungo, bem como associar possíveis 

enzimas associadas ao processo.  

 Utilizando a metodologia descrita foi possível identificar sinais em 

unidades de massas específicas que apresentaram proporções comparativamente 

diferentes entre as amostras e o controle. Também foi observada uma variação 

temporal destes sinais nas amostras analisadas, como mostra a FIGURA 4.33. 

 

 

FIGURA 4.33 – Comportamento dos íons monitorados nas amostras de Aspergillus 

flavus durante os 30 dias de experimento. 

 

 A formação do íon m/z 318 pode ser observada a partir da segunda 

amostra, com tempo de retenção no cromatograma de 13 minutos. Este íon também 

foi identificado nas amostras posteriores, com exceção da última amostra com trinta 

dias de cultivo. Os XICs referentes ao íon selecionado evidenciando a presença do 

composto e mostrando a diferença entre a amostra e o controle estão dispostos na 

FIGURA 4.34. OSMA et al. (2010) e HADIBARATA et al. (2012), trabalhando com 

biodegradação 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 sódio, derivado da oxidação da cadeia lateral do 

RBBR, na forma (M+Na+H)+. Para a ionização no modo negativo, pode-se esperar a 

presença desta molécula na forma (M)-, com m/z 318. Desta forma, confirmou-se a 

existência do mesmo produto de degradação 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 existência do íon m/z 336 a partir da terceira 

amostra, com dez dias de cultivo e tempo de retenção em torno de 8,5 minutos. Este 

íon apresenta um padrão crescente durante o decorrer das amostras, com um 

declínio na última amostra (FIGURA 4.35). FUJII et al. (1988) descreveram a 

oxidação de anéis antraquinônicos como a questina, molécula presente no 

metabolismo secundário de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, através de 

uma enzima conhecida como questina monooxigenase (COUCH e GAUCHER, 

2004). Também é conhecida a existência de outros tipos de monooxigenases 

atuantes na biossíntese de aflatoxinas (Yabe et al., 1991; YU et al., 2002), conjunto 

de micotoxinas extremamente tóxicos produzidos por espécies de Aspergillus flavus 

e Aspergillus parasiticus. OSMA et al. (2010) identificaram um subproduto da 

degradação de RBBR por laccase de m/z 343 por ESI-MS modo positivo, 

caracterizando este produto como a porção antraquinônica do corante com uma das 

carbonilas oxidada a carboxila, com abertura do anel tricíclico. Logo uma possível 

explicação para este íon pode ser decorrente da oxidação do anel antraquinônico 

por enzimas oxidantes formando o ácido 2-(2-amino-3-sulfonil-5-hidroxibenzoil) 

benzóico. 
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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 formação de um íon de m/z 165 é facilmente observada a partir de 20 

dias em torno de 29,5 minutos de retenção, e apresenta um aumento na intensidade 

do sinal com o passar do tempo (FIGURA 4.36). SUGANO et al. (2009) observou a 

formação de ácido o-ftálico em solução contendo um corante antraquinônico usando 

uma peroxidase isolada do basidiomiceto Thanatephorus cucumeris.  ANDLEEB et 

al. (2011a, 2011b) observou a formação de ácido o-ftálico na degradação de um 

corante antraquinônico em cultura de Aspergillus flavus em concentrações elevadas, 

indicando a fragmentação dos intermediários formados. Ademais, o aumento de 

intensidade do sinal se correlaciona com a diminuição dos produtos acima. Desta 

maneira, definimos o sinal observado como a molécula de ácido o-ftálico. 

KRISHNAN et al. (2004) observou o acumulo de ácido o-ftálico em culturas de 

Pseudomonas sp. após incorporação de fenantreno, indicando o mesmo como um 

produto de “beco-sem-saída”, devido a incapacidade do micro-organismo de 

posterior degradação. A presença do mesmo produto de degradação tanto para 

RBBR quanto para o fenantreno é mais um indício de que o corante pode ser 

utilizado como um indicador para seleção de micro-organismos capazes de 

promover a degradação de compostos de maior importância ecotoxicológica. Outra 

observação de ácido o-ftálico em degradação de RBBR foi feita por FANCHIANG e 

TSENG (2009), através de reações de ozonação. 
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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 concentrações, 

obedecendo a mesma variação do produto identificado como ácido o-ftálico 

(FIGURA 4.37). Seguindo a rota metabólica proposta até então, a separação dos 

dois anéis benzênicos do intermediário de m/z 336 forneceria como produtos o ácido 

o-ftálico, e o ácido 2-amino-5-hidroxibenzenosulfônico, de m/z 188. 

 

 

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. 
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  Sendo assim, a partir das massas obtidas, os relatos da literatura sobre 

transformações similares e a variação temporal das amostras observadas, foi 

proposto o mecanismo da degradação do corante RBBR pelo fungo Aspergillus 

flavus, como mostra a FIGURA 4.38 

 

 

FIGURA 4.38 – Proposta do mecanismo de degradação do corante RBBR pelo 

fungo Aspergillus flavus. 

 

4.4 – Análise Quantitativa da degradação de 1,2,3,4-TCDD 

 

  A 1,2,3,4-tetraclorodibenzo-p-dioxina (1,2,3,4-TCDD) foi escolhida 

dentre os congêneres de dioxinas disponíveis como molécula modelo para estudos 

com dioxinas por alguns motivos, como por exemplo já haverem alguns relatos de 

sua biodegradação por micro-organismos como bactérias (FIELD E SIERRA-

ALVAREZ, 2008) e apresentar características físico-químicas semelhantes a seus 

congêneres de maior toxicidade como a 2,3,7,8-TCDD, sem apresentar tamanha 

periculosidade. Entretanto, até o presente momento não foi encontrado dados de 

literatura que mostrem a degradação de 1,2,3,4-TCDD por fungos, o que a torna um 

candidato ideal para os testes preliminares da capacidade microbiana de 

degradação de dioxinas. 

  De fato, esta semelhança estrutural já é aproveitada em outros 

métodos analíticos, como no uso da 1,2,3,4-TCDD como marcador para avaliação 
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de eficiência do método ou até mesmo como padrão interno para quantificação de 

outras dioxinas sendo métodos já bem estabelecidos por agências internacionais 

(BROWN, 2002; EPA, 2008). 

 

4.4.1- Otimização instrumental e avaliação da capacidade microbiana de 

degradação da 1,2,3,4-TCDD 

  

  Devido ao alto custo geralmente envolvido com as análises de dioxinas 

pelos métodos convencionais, é desejada uma ferramenta de triagem que forneça 

um método seletivo/específico, simples, de baixo custo operacional, reprodutível, 

com baixos limites de detecção e quantificação, preciso e exato. Na busca de um 

método que atenda estas propriedades para a avaliação da capacidade microbiana 

de degradação da 1,2,3,4-TCDD, iniciou-se o desenvolvimento do método pelo 

equipamento de HPLC-APCI-MS. 

  A primeira escolha foi com relação ao modo de ionização da fonte de 

APCI. A ionização no modo negativo permite atingir limites de detecção de até três 

ordens de magnitude menor do que o modo positivo em compostos com grande 

afinidade eletrônica e/ou sítios de captura de elétrons termais, caso de moléculas 

aromáticas polialogenadas como as dioxinas (LARAMEÉ et al., 1986). A primeira 

avaliação foi com relação à capacidade de detecção da dioxina usando o LC-MS, 

com uma fonte de ionização por APCI. Os parâmetros espectrométricos foram 

testados através da varredura entre os intervalos de mínimo e máximo estabelecidos 

sendo primeiramente avaliados os parâmetros dependentes do analito. O resultado 

ótimo foi definido como aquele que apresentasse a maior intensidade de sinal 

referente à ionização da 1,2,3,4-TCDD. As faixas de trabalho bem como os valores 

escolhidos estão descritos na TABELA 4.10. 
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TABELA 4.10 - Otimização dos parâmetros dependentes do analito 1,2,3,4-TCDD e 

da fonte de ionização por APCI 

Parâmetro Faixa de trabalho Amplitude Valor Ótimo 

DP (V) -1/-200 5 -5 

FP (V) -1/-400 10 -350 

EP (V) -1/-12 1 -8 

Horiz1 (mm) 0,0 5,0 3,0 

Vert1 (mm) 0,0 4,0 0,0 

Horiz2 (mm) 3,5/7,0 0,5 5,5 

Vert2 (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 (ºC) 300-400 50 350 

 

 Com os primeiros parâmetros otimizados, foi realizado um novo 

experimento de full scan do padrão analítico de 1,2,3,4-TCDD, obtendo-se o 

espectro mostrado na FIGURA 4.39. 

 

 

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

como fonte de ionização. 
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  Pode se observar os agregados de íons formados pela contribuição 

isotópica dos átomos de cloro, que conferem a diversos tipos de moléculas cloradas 

padrões de fragmentações específicos, como disposto na FIGURA 4.40.  

 

 

FIGURA 4.40 - Padrão isotópico observado para fragmentos contendo de 0 à 7 

átomos de cloro. Fonte Wellington Labs, 2009. 

 

  O fragmento mais proeminente observado para a 1,2,3,4-TCDD usando 

ionização química a pressão atmosférica no modo negativo quando há a existência 

de traços de oxigênio no sistema é referente à formação do íon [M-Cl+O]-, de m/z 

301 (CHERNETSOVA et al., 2002). O padrão de fragmentos, de acordo com a 

FIGURA 4.40 indica uma molécula com três átomos de cloro em sua estrutura, 

corroborando com o íon base proposto. Outro agregado evidente apresenta íons de 

m/z 267 e 269 como os mais proeminentes, com padrão de fragmentação para dois 

átomos de cloro na estrutura, sendo indicativo da perda de dois átomos de cloro, 

formando o íon [M-2Cl+O]- (m/z 267) e seus isótopos.  

  Após a análise do experimento de full scan, um experimento de íons 

produto (MS2) para o íon m/z 301 foi realizado, para definir as transições a serem 

usadas no modo SRM. O modo SRM foi selecionado para ser utilizado nos 

experimentos de quantificação visto que sua utilização permite o alcance de limites 

de detecção muito menores quando comparado ao experimento de varredura. Para 
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tanto, os parâmetros responsáveis pela fragmentação do íon escolhido proveniente 

do Q1 foram avaliados e otimizados, de acordo com os resultados da TABELA 4.11.  

 

TABELA 4.11 - Parâmetros utilizados na otimização da fragmentação do íon m/z 301 

no experimento de íons produto (MS2). 

Parâmetro Faixa de trabalho Amplitude Valor Ótimo 

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 otimização, a fragmentação da 

molécula 1,2,3,4-TCDD apresentou apenas o sinal relativo à perda de cloro, logo foi 

escolhida a transição m/z 301 para m/z 35  como quantificação, e a transição 

correspondente aos isótopos m/z 303 para m/z 37 como confirmação. Os valores 

otimizados para o método proposto estão compilados na TABELA 4.12. 

 

TABELA 4.12 - Condições experimentais otimizadas para a análise 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 (ºC) 

-16 -270 -3,5 -16 -20 -4 -5 400 

Horiz1 Vert1 Horiz2 Vert2 CUR (psi) CAD (psi) GS1 (psi) GS2 (psi) 

3,0 4,0 0 3,0 25 4 40 50 

 

  Após a escolha das transições para o modo SRM e a otimização 

instrumental, uma curva de calibração foi construída, para avaliação de linearidade e 

limites de quantificação e detecção. Foi observada uma boa linearidade para o 

analito na faixa de trabalho escolhida, entre 10 e 200µg.mL-1. Entretanto, apesar ds 

características favoráveis ao uso do APCI como fonte de ionização, o método 

proposto apresentou um sinal com baixa resolução e com sinais de alargamento da 

banda cromatográfica, que diminui sua altura e acarreta em elevados valores de 

LOQ e LOD, devido à baixa relação entre a altura do sinal e do ruído (FIGURA 4.41). 

O sinal correspondente à concentração de 10 µg.mL-1 apresentou uma relação S/N 
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de 13,7, bem próximo ao valor de LOQ usado como parâmetro na determinação do 

limite (10 vezes a relação entre a altura do sinal analítico e do ruído).  

 

 

             , R2 = 0,998 

FIGURA 4.41 - Curva de calibração construída para a 1,2,3,4-TCDD, com a equação 

de regressão linear e seu coeficiente de correlação. 

 

  Na busca de um método de maior sensibilidade de calibração e um 

menor LOD, foram realizados experimentos por GC-MS para avaliar se seria 

possível obter uma resposta analítica mais eficiente. O primeiro experimento 

consistiu na avaliação da fragmentação da molécula, observada através de um 

experimento de full scan. A FIGURA 4.42 apresenta o espectro obtido.  

 

 

FIGURA 4.42 - Fragmentação para a molécula 1,2,3,4-TCDD por GC-MS usando 

uma fonte de EI+. 
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  Dentre os sinais observados, os que apresentam agrupamentos em 

m/z 161, 194 e 257 são sinais característicos 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 íon 

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 átomos de cloro, o sinal mais intenso é referente ao 

isótopo [M+2]+, de m/z 322, devido à distribuição isotópica dos átomos 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 porção COCl. pelo agregado de íons 

de m/z 320-326, podendo ser a perda de [M-COCl35]+ ou [M-COCl37]+. Outro 

agrupamento de fragmentos [M-126]+ em m/z 194 e 196 corresponde a perda de 2 

unidades COCl. pelos íons m/z 320-326, sendo este tipo de fragmentação 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 distribuição isotópica para 3 e 2 átomos de cloro 

respectivamente, corroborando com as estruturas propostas. Outro agrupamento de 

fragmentos característicos de TCDDs são os que se encontram entre m/z 160 e 162, 

tendo em m/z 161 o sinal de maior intensidade. Este agrupamento apresenta um 

padrão de contribuição isotópica similar ao descrito para 4 átomos de cloro porém 

com incrementos unitários de massa ao invés de incrementos a cada 2 unidades de 

m/z. Este agrupamento representa a dupla ionização [M]2+ da molécula de 1,2,3,4-

TCDD, o que explica a mesmo padrão de intensidade porém com incrementos com 

metade da massa observada. 

  O limite de quantificação observado para este tipo de análise foi similar 

ao observado para a análise por HPLC-MS/MS no modo SRM. Uma nova série de 

injeções de diluições sucessivas de uma amostra padrão de 1,2,3,4-TCDD foi 

realizada, desta vez para estimar o limite de operação do aparelho no modo SIM, 

através do monitoramento do íon de m/z 322.00, observado como o mais intenso na 

fragmentação da molécula no experimento de full scan. A análise por GC-MS no 

modo SIM se mostrou muito mais sensível, apresentando sinais mais simétricos, e 

um limite de detecção extremamente inferior, cerca de três ordens de magnitude 

(FIGURA 4.43). 
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A)   B)  

FIGURA 4.43 - Comparação entre cromatogramas de 1,2,3,4-TCDD obtidos por: A) 

LC-MS/MS (20µg.mL-1) e B) GC/MS (20ng.mL-1). 

 

  Geralmente a calibração por padrão externo em GC-MS se torna 

imprecisa, devido ao erro associado ao diminuto volume de análise e injeção, a 

curva de calibração foi construída utilizando-se 1,2,4,5-tetraclorobenzeno como 

padrão de referência interno, sempre na concentração de 1µg.mL-1. O uso do padrão 

interno serve para corrigir eventuais erros de injeção de amostra, pois a 

quantificação é feita através da razão entre a área do analito e do padrão interno. 

  Foi feito um experimento de full scan usando uma solução padrão para 

avaliar a fragmentação da molécula, a fim de escolher o íon do 1,2,4,5-

tetraclorobenzeno de maior intensidade para ser utilizado no modo SIM, sendo 

escolhido o íon de m/z 216.00 de acordo com a FIGURA 4.44 A). Podemos observar 

o padrão de fragmentação da molécula de 1,2,4,5-tetraclorobenzeno com um 

agrupamento em [M-35]+ referente à perda de um átomo de cloro. A FIGURA 4.44 B) 

apresenta um exemplo de um cromatograma obtido no modo SIM contendo o analito 

e o padrão interno. 
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A)     

B)    

FIGURA 4.44 - A) Fragmentação obtida para a molécula 1,2,4,5-tetraclorobenzeno. 

B) Cromatograma de GC-MS no modo SIM obtido após a injeção de uma solução 

padrão de 1,2,3,4-TCDD em concentração de 2 µg.mL-1, dopada com 1,2,4,5-

tetraclorobenzeno na concentração de 1 µg.mL-1.  

 

  A curva de calibração mostrou linearidade o por toda a faixa de 

concentração testada, de 0,02 µg.mL-1 até 120 µg.mL-1. Cada ponto da curva foi 

avaliado em triplicata, obtendo-se a curva como mostra a FIGURA 4.45. 

 

 

                             

FIGURA 4.45 - Curva de calibração para a 1,2,3,4-TCDD por GC-MS, com 1,2,4,5-

tetraclorobenzeno como padrão interno. 
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  Para a validação do método analítico, foram analisadas as figuras de 

mérito como seletividade, eficiência do processo, recuperação, LOQ, LOD, precisão 

e exatidão (ANVISA, 2003). A seletividade do método foi avaliada a partir da 

comparação das amostras do branco, obtidas pelo cultivo dos micro-organismos sob 

as mesmas condições de cultura do experimento, porém com a incorporação de 

uma alíquota de DMF no lugar da solução de 1,2,3,4-TCDD. Não foi observado 

nenhum sinal interferente no mesmo tempo de retenção dos compostos de 

interesse. A FIGURA 4.46 apresenta um exemplo de cromatograma de uma amostra 

extraída de uma cultura de Aspergillus flavus inoculada com 1,2,3,4-TCDD com 30 

dias de incubação e seu branco, representando a seletividade observada para todas 

as amostras analisadas. 

 

 

FIGURA 4.46 - Representação da seletividade de método proposto, em uma 

amostra extraída 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 avaliação da eficiência do processo, foram analisadas amostras 

de 1,2,3,4-TCDD em concentrações de 1 e 100 µg.mL-1 em triplicatas que foram 

fortificadas e extraídas conforme o processo de extração descrito. As concentrações 

das amostras extraídas foram comparadas com os sinais produzidos por amostras 

preparadas por diluição de uma solução padrão de 1,2,3,4-TCDD em água. A 

FIGURA 4.47 apresenta a sobreposição 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 

concentração preparadas em meio de cultura BD (rosa) e água (preto) e extraídas 

com acetato de etila. A) 1 µg.mL-1 B) 100 µg.mL-1. O traço preto foi deslocada em 

0,5 minutos para melhor observação dos picos. 

 

  Foi avaliada a variação das amostras utilizadas, bem como a eficiência 

do processo, calculada através da razão entre os valores de concentração obtidos 

com as amostras de padrões e os valores obtidos para as amostras extraídas 

(TRUFELLI et al., 2011). Os valores estão na TABELA 4.13. 

 

TABELA 4.13 - Valores de eficiência do processo de extração obtidos para o 

experimento*.  

Tratamento (No de repetições) Recuperação (%) RSD (%) 

1µg.mL-1 

Amostra Fortificada (3) 99,17 1,47 

Solução Padrão (3) 100,48 0,99 

Eficiência do Processo 98,69 

 100µg.mL-1 

Amostra Fortificada (3) 99,65 0,46 

Solução Padrão (3) 100,23 0,51 

Eficiência do Processo 99,41 

*Os valores correspondem a média de triplicatas. 

 

  O LOQ e LOD foram obtidos através de diluições sucessivas de 

soluções padrão de 1,2,3,4-TCDD até alcançar as razões de 10 e 3 vezes entre o 
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sinal do analito e o ruído instrumental, como mostra a FIGURA 4.48. Os valores 

alcançados foram de 10ng.mL-1 2ng.mL-1 para LOQ e LOD respectivamente. 

 

A)    B)  

FIGURA 4.48 - Amostras de 10ng.mL-1 (S/N = 9,9) representando o LOQ (esquerda) 

e 2ng.mL-1 (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 precisão e a exatidão do método foram avaliados através de 

soluções de controle de baixa, média e alta concentração (CQB, CQM e CQA 

respectivamente), com concentrações de 0,025, 50 e 110 µg.mL-1. Os valores 

obtidos estão dispostos na TABELA 4.14. 

 

TABELA 4.14 - Valores de precisão e exatidão para o método de análise da 1,2,3,4-

TCDD avaliado. 

1,2,3,4-TCDD (µg.mL-1) Dia Repetições Exatidão (%) Precisão (%) 

Variação 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 

Variação 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 construção da curva e a validação do método proposto, partiu-

se para a avaliação da capacidade de degradação das dioxinas pelos micro-

organismos. Antes de cada análise foi adicionado uma solução de 1,2,4,5-

tetraclorobenzeno de concentração 100µg.mL-1 em acetato de etila nas amostras 

extraídas, para se obter a mesma concentração (1µg.mL-1) adicionada nas amostras 

padrões de 1,2,3,4-TCDD usadas para o preparo da curva de calibração por padrão 

interno. 

  As amostras provenientes da extração do meio de cultura 

apresentaram concentrações menores do que esperado (TABELA 4.15), mesmo 

tendo o método de extração sido considerado eficiente. Ademais, a variação 

temporal das amostras não seguiu padrões lineares, sendo observadas em 

amostras intermediárias recuperações superiores às encontradas para as amostras 

iniciais, o que indica uma variação na concentração de dioxinas no meio devido a 

outros processos além da possível biodegradação.  

 

TABELA 4.15 Concentrações extraídas das alíquotas retiradas durante o 

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

 
[1,2,3,4-TCDD] (µg.mL-1) 

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: Não detectado (Abaixo do LOD). 

 

  Na FIGURA 4.49 foi avaliada a variação relativa das concentrações de 

1,2,3,4-TCDD obtidas nas amostras extraídas do meio de cultura. Alguns pontos 

podem ser destacados desta avaliação. O primeiro é a menor concentração 

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 remoção deste xenobiótico pelos micro-

organismos. Entretanto, como também houve uma diminuição da disponibilidade de 

dioxinas nas amostras do controle, mesmo que em menor proporção, outros 
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processos podem concomitantemente estar contribuindo para esta redução, como a 

perda de dioxina por volatilização. É descrito que dioxinas apresentam baixa 

volatilidade em meio aquoso devido à sua baixa pressão de vapor (2,75.10-4 Pa), 

sendo um processo relativamente lento e controlado pela resistência do ar, porém 

suficiente para ser quantificado (SHIU et al., 1988). Devido a sua maior difusividade 

em ar do que em água, a presença de dioxinas em grandes quantidades em 

ambientes aquosos pode favorecer o seu processo de volatilização. 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 duração de 32 dias para perda de 

metade da concentração inicial da dioxina por processos naturais, tempo este similar 

à duração do experimento de degradação realizado. ISENSEE E JONES (1971) 

observaram uma perda de 2% de 2,3,7,8-TCDD por volatilização em uma solução 

aquosa aplicada a uma superfície de vidro, mantida em uma estufa por 48 horas a 

temperatura ambiente.  

      

 

FIGURA 4.49- Variação 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 período de 30 dias. 

 

  Outra possibilidade de perda de dioxinas é a fotodegradação. HOSOYA 

et al. (1995) demonstraram a completa degradação em produtos hidrofílicos da 

1,2,3,4-TCDD imobilizada em um suporte sólido por luz solar em apenas 6 dias, 

citando a aceleração do processo em solventes com maior concentração aquosa 

decorrente da presença de doadores de hidrogênio como a água.  

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

de cultura do experimento de controle, realizado sem a presença de micro-
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organismos, quando comparado aos experimentos contendo os fungos durante todo 

o curso do experimento, indicando que algum processo relacionado com a presença 

do micro-organismo afeta a distribuição da 1,2,3,4-TCDD no meio de cultura, 

diminuindo a concentração presente. Além da possível biotransformação do 

substrato, esta observação pode ser decorrente da adsorção de uma quantidade de 

dioxina pela massa microbiana, o que não é surpreendente visto que dioxinas são 

descritas como bioacumuladoras em tecidos vivos, e micélios de fungos 

filamentosos como os abordados neste trabalho. Em geral, estes micro-organismos 

apresentam componentes lipídicos como gorduras, ácidos graxos, fosfolipídios, 

esteróis e alguns outros compostos solúveis em solventes orgânicos (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 água e seu alto coeficiente 

de partição entre uma fase orgânica e uma fase aquosa (para 1,2,3,4-TCDD: Cs
 = 

0,63µg.L-1, Log Kow = 6,60 (SHIU et al., 1988)), diminuindo assim a disponibilidade 

do xenobiótico nas alíquotas retiradas. ISENSEE e JONES (1975) demonstraram 

que existe uma alta correlação entre a disponibilidade de TCDD em um ambiente 

aquoso e a concentração encontrada nos organismos vivos, com uma concentração 

de 103 à 104 maior nos organismos vivos do que na água, sugerindo a 

bioacumulação destas moléculas altamente hidrofóbicas. Outro experimento 

realizado por HONG et al. (2000) demonstrou a adsorção 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 adsorção do que as 

células vivas, sendo este efeito atribuído à falta de controle de permeabilidade na 

membrana celular inativada e a presença de compostos desconhecidos cuja 

secreção é promovida pelo aquecimento. 

  Entretanto, não apenas processos de adsorção micelial são 

responsáveis pela baixa recuperação do substrato do meio de cultura. Através da 

avaliação de dados da literatura que possam contribuir para a elucidação do 

problema encontrado no experimento, foram observados relatos por SHITAMURA et 

al. (2005) de que não só dioxinas como outros compostos aromáticos e/ou altamente 

hidrofóbicos apresentam tendências de rápida adsorção nos materiais comumente 

utilizados para realização de experimentos de crescimento microbiano como 

polipropileno, poliestireno e vidro, sendo este fenômeno observado após poucas 

horas de exposição do material aos compostos. Mesmo realizando diversos 
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procedimentos na tentativa de tornar a camada exterior menos susceptível à 

adsorção como o uso de albumina bovina sérica (BSA), conhecida por bloquear a 

adsorção de células e proteínas em tubos de plástico, ou através de reações de 

silanização com diclorodimetilsilano para tornar inerte a superfície do plástico e do 

vidro os autores não conseguiram recuperar as dioxinas do meio de cultura líquido, 

mesmo após 2 horas de incubação. Entretanto, a extração com solventes orgânicos 

como metanol, etanol ou dimetilsulfóxido (DMSO) apresentaram capacidade de 

extração dos compostos adsorvidos no plástico, com eficiências de até 85%.  

  Para confirmar a adsorção da 1,2,3,4-TCDD no recipiente de 

polipropileno utilizado para acondicionar o experimento, uma extração feita com 

adição de 40mL acetato de etila durante 3 horas a 30ºC foi realizada, após a 

remoção do meio de cultura e da massa microbiana. Também foi realizada a 

extração exaustiva da biomassa microbiana, submersa em acetato de etila durante 

48 horas a 30ºC, para verificação da quantidade de dioxinas que havia sido retirado 

do meio de cultura líquido através da adsorção ao micélio. A concentração de 

dioxina encontrada adsorvida ao material foram superiores aos encontrados na 

extração do meio de cultura, porém a maior concentração foi observada na massa 

microbiana, como mostra a TABELA 4.16. 

 

TABELA 4.16 - Comparação entre a concentração de 1,2,3,4-TCDD encontrada no 

meio de cultura após 30 dias, no erlenmeyer de polipropileno usado para realização 

do experimento e na massa micelial. 

 

[1,2,3,4-TCDD] µg.mL-1 

 

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 eficiência obtida na validação do método 

de extração realizado com acetato de etila, feita logo após a incubação da dioxina 
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em meio de cultura no próprio tubo eppendorf usado para o preparo da amostra, 

pois a dioxina ainda não havia sido adsorvida pelo polipropileno e o solvente 

orgânico entrou em contato com o plástico, sendo eficiente na remoção de quaisquer 

moléculas de dioxinas que eventualmente já haviam sido adsorvidas ao plástico. 

Todavia, com o aumento do período do experimento, em conjunto com o tempo 

prolongado de exposição da dioxina ao plástico e à massa microbiana, como no 

caso do experimento realizado durante 30 dias e nas amostras mantidas em tubos 

eppendorf no freezer, a adsorção provavelmente se tornou preponderante e a 

disponibilidade da 1,2,3,4-TCDD na amostra de meio de cultura utilizada para 

extração foi severamente reduzida. Desta maneira, ao retirar uma alíquota do tubo 

usado para armazenar a amostra no freezer para posterior extração, a quantidade 

de dioxinas presente na alíquota era dramaticamente reduzida, levando a baixos 

rendimentos de extração mesmo sendo este procedimento comprovadamente 

eficiente, através dos testes de validação do método de extração. 

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

erlenmeyer, podemos observar as quantidades apresentadas na Figura 4.50. 

 

 

Figura 4.50 – Concentrações de 1,2,3,4-TCDD encontrada nas amostras analisadas. 

 

  Como se pode perceber pelos dados apresentados, foram encontradas 

concentrações 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 remoção das dioxinas, sendo observada uma 

diminuição de 15 e 21% das concentrações iniciais de 1,2,3,4-TCDD 

respectivamente. Para o fungo Aspergillus flavus foi observada uma diminuição de 

3% da concentração inicial, enquanto que para o fungo Aspergillus fumigatus, toda a 

dioxina utilizada foi recuperada. 

  Entre as sugestões para a nova configuração experimental, está o uso 

de volumes menores de meio, permitindo a montagem do experimento em alíquotas 

individuais, onde seja possível que a extração de cada alíquota de maneira 

completa, sendo extraídos os componentes do meio de cultura, da massa 

microbiana e das paredes do material utilizado para o experimento usando solvente 

orgânico. Deste modo torna-se possível uma visão mais completa da quantidade de 

dioxina presente. Da mesma forma, cuidados como a falta de vedação adequada e o 

uso de lâmpadas que possam promover processos de fotodegradação devem ser 

evitados, para que não haja a perda de dioxinas por processos indesejados. 

 

4.4.2 – Busca por produtos de degradação e elucidação das rotas metabólicas 

 

  A degradação microbiana aeróbica das dioxinas pela ação de enzimas 

tem como principal alvo a oxidação dos carbonos adjacentes à ligação com o 

oxigênio, da mesma maneira que atuam na quebra da cadeia polimérica da lignina, 

gerando como principais subprodutos catecóis e muconatos com padrão de átomos 

clorados de acordo com a dioxina degradada (FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008). 

Outros trabalhos também indicam a formação de metabólitos hidroxilados (HARMS 

et al., 1990; VALLI et al., 1992; MORI e KONDO, 2002). Sendo assim, foi feita a 

verificação da presença de íons que podem ser decorrentes de moléculas 

provenientes da rota de biodegradação da dioxina utilizada como substrato. Para 

confirmação dos íons, os mesmos foram procurados nas amostras de controle, para 

comprovar que a presença dos íons são exógenas ao metabolismo do micro-

organismo e do meio de cultura. Alguns dos possíveis produtos de degradação 

estão dispostos na FIGURA 4.51, de acordo com modificações 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 - Possíveis metabólitos da biodegradação da 1,2,3,4-TCDD. 

 

  Mesmo com a baixa recuperação das dioxinas no experimento, foram 

avaliadas amostras de todas as alíquotas 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 (traço preto) e o 

controle (traço rosa) para cada espécie, evidenciando a semelhança total entre eles. 
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FIGURA 4.52 - Comparação 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, não foi possível caracterizar nenhum dos 

sinais observados como potenciais produtos de degradação. 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, compatível com o padrão de fragmentação para a molécula 

de ácido cis-cis-mucônico. Este sinal não foi identificado em nenhuma das amostras 
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de controle deste micro-organismo, podendo ser um indício da presença de um 

produto de degradação da 1,2,3,4-TCDD, através do mecanismo proposto na 

FIGURA 4.53. 

 

 

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

Phanerochaete chrysosporium. 
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5 – Conclusões 
  

 O uso do IVCM como indicador do crescimento do micro-organismo 

aliado a técnicas estatísticas de comparação de médias permitiu avaliar 

comparativamente a capacidade de crescimento em substratos diferentes 

provenientes da indústria sucroalcooleira. O método de Scott-Knott permitiu a 

desambiguidade das médias e a classificação em grupos definidos, mostrando um 

maior poder de agrupamento entre as médias do que a análise por UPGMA. 

 Foi desenvolvido e otimizado um método de HPLC-(ESI-)MS/MS no 

modo SRM para a quantificação do corante RBBR em meio de cultura BD. O pré-

tratamento e o clean-up da amostra foram eficientemente substituídos pela técnica 

de dilute-and-shoot, o que diminuiu drasticamente o tempo de preparo de amostra. 

As condições cromatográficas e espectrométricas foram otimizadas, possibilitando a 

detecção de 4,6pM de corante RBBR. A metodologia foi validada e método se 

mostrou estável, seletivo, linear na faixa de trabalho aplicada (R2=0,9995), sensível 

(LOQ = 6,0ng.ml-1; LOD = 3,0ng.mL-1), exato (n=15, RSD <3%) e preciso (n=15, 

RSD <5%).  

 A avaliação qualitativa da capacidade microbiana de degradação do 

corante RBBR através de placas meio de cultura sólido incorporadas com corante se 

mostrou uma ferramenta versátil, pois a capacidade de degradação do corante pelos 

fungos observada nas placas evoluiu de similar ao método quantitativo de análise da 

degradação do corante RBBR pelos mesmos micro-organismos em meio líquido, 

sendo possível o uso do meio sólido como ferramenta de triagem de micro-

organismos degradadores do corante RBBR. O fungo Phanerochaete chrysosporium 

apresentou a menor taxa de degradação, de 35% após 30 dias. Os fungos do 

gênero Aspergillus apresentam os melhores resultados, com 61% de degradação 

por Aspergillus fumigatus, 82% por Aspergillus aculeatus e >99% por Aspergillus 

flavus após 30 dias de cultivo. 

 A identificação dos produtos de degradação do corante por HPLC-(ESI-

)-MS se mostrou uma ferramenta importante na busca pela compreensão do 

mecanismo atuante na transformação de moléculas orgânicas exógenas ao 

metabolismo microbiano, como na degradação do corante RBBR pelos fungos 

testados. 



 
 

114 
 

 Métodos de análise 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 ≈10µg.mL-1. O método 

por GC-MS se mostrou mais eficiente, com LOQ de 10,0 ng.mL-1 e LOD de 4,0 

ng.mL-1, apresentando ótima linearidade na faixa dinâmica de trabalho entre 0,02 e 

120 µg.mL-1 (R2=0,9993). A extração usando acetato de etila se mostrou eficiente, 

com ótimos resultados de recuperação (>98%). O método foi validado, se mostrando 

estável, seletivo, sensível, exato (n=15, RSD <3%) e preciso (n=15, RSD <5%). 

 A avaliação da capacidade de degradação microbiana da 1,2,3,4-

TCDD e a identificação dos possíveis produtos de degradação não apresentaram 

resultados esperados, devido a fatores como perda por adsorção do componente no 

material usado como recipiente para acondicionar o meio de cultura incubado e na 

própria biomassa. Mesmo assim, resultados promissores foram obtidos, como a 

remoção de até 21% da concentração de dioxinas pelos fungos, como no caso do 

Aspergillus aculeatus. Novos trabalhos no sentido de otimizar o desenho 

experimental serão necessários para obter resultados mais consistentes. 
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ANEXO I 
 

 Análise das amostras obtidas pela empresa Baraúna para quantificação de 

dioxinas em torta de filtro, leira de compostagem, cinzas volantes e caixa de cinza 

obtidas da Usina São José da Estiva, em Novo Horizonte – SP, por laboratórios 

particulares.  

 

 

TABELA A.1 – Análise de dioxinas na torta de filtro rotativo de cana-de-açúcar. 

Método usado: GC-HRMS. 
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TABELA A.2 – Análises de dioxinas em cinzas volantes da caldeira de queima do 

bagaço de cana. Método usado: EPA 8290 (US EPA, 2008). 
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TABELA A.3 - Análises de dioxinas em amostras de cinza provenientes da caixa de 

cinza da caldeira. Análise por GC-HRMS. 
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TABELA A.4 - Análise de dioxinas na amostra de uma leira de compostagem. 

Análise por GC-HRMS seguindo o protocolo EPA 8290 (US EPA, 2008). 

 

 

 

 

 




