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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa ¢ um microorganismo patdégeno oportunista, sendo
considerado um dos mais importantes agentes de infeccfes hospitalares, devido
a sua multipla resisténcia aos diversos antibioticos existentes. E encontrada no
solo, agua, vegetais, animais, alimentos e em diversos ambientes hospitalares,
devido ao seu elevado potencial de resisténcia pode realizar processos de
biorremediacdo. Um dos maiores problemas ambientais gerados nas atividades
de uma industria téxtil € a grande quantidade de efluentes altamente poluidores
gerados, dentre os poluentes destaca—se 0 corante preto de remazol, que tem
causado sérios problemas ambientais, como afetar a transparéncia e estética dos
corpos aquaticos, impedindo assim a penetracdo da luz solar, e por conseguinte a
atividade fotossintética. Neste sentido, foram realizados estudos iniciais com a P.
aeruginosa (UCP1567) isolada de ambiente hospitalar, através da eliminacdo de
plasmideos relacionados a resisténcia aos antibidticos, utilizando o cadmio. A
amostra foi aclimatada duas vezes em meio Luria Bertani contendo glicose,
através da Concentracdo Minima Inibitéria determinada para o cadmio (32ug/mL e
52 pg/mL, respectivamente) utilizando o método de diluicdo. Os resultados
obtidos sugeriram que o metal pesado foi eficiente na eliminacdo dos plasmideos
de resisténcia, correspondendo a 84,61% para a aclimatacdo com cadmio a
32ug/mL, e 92,30% para 52 pug/mL. Em seguida, a cultura apos eliminacdo da
resisténcia pelo cadmio, foi submetida ao processo de descoloracédo do preto de
remazol através de um planejamento fatorial 23, tendo como variaveis
independentes a agitacdo, a concentracao do corante e o tamanho do inéculo, e
como variavel resposta, a descoloracdo do corante. Os resultados obtidos
demonstraram que o potencial de biorremediacdo da P. aeruginosa nao foi
afetado, e que a cultura microbiana apés eliminacdo de resisténcia, promoveu
uma descoloracdo de 85-94,4% do corante, sob condi¢des de repouso, e de 52%

sob agitacao de 100 rpm e 45% sob agitacao de 200 rpm.

Palavras-Chave: Pseudomonas aeruginosa, metal pesado, resisténcia,
descoloracéo, preto remazol.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen microorganism was
considered one of the most important agents of nosocomial infections due to its
multiple resistance to many existing antibiotics. It is found in soil, water, plants,
animals, food and various hospital settings, due to its high potential for resistance
can perform processes of bioremediation. One of the biggest environmental
problems generated in the activities of a textile industry is the large number of
highly polluting effluents generated among the pollutants out to the black dye
Remazol, which has caused serious environmental problems such as
transparency and affect the aesthetics of water bodies thus preventing the
penetration of sunlight, and thus the photosynthetic activity. In this regard, initial
studies were performed with P. aeruginosa (UCP1567) isolated from hospital
environment through the elimination of plasmids related to antibiotic resistance,
using cadmium. The sample was acclimatized twice in Luria Bertani medium
containing glucose, through the Minimum Inhibitory Concentration determined for
cadmium (32pg/mL and 52 mg / mL, respectively) using the dilution method. The
results suggest that heavy metal was effective in eliminating the resistance
plasmids, corresponding to 84.61% for acclimation to cadmium 32ug/mL, and
92.30% for 52 mg / mL. Then, after eliminating the culture of resistance by
cadmium, was submitted to the decolorization of Remazol black through a 23
factorial design, with independent variables agitation, the dye concentration and
inoculum size, and as the response variable discoloration of the dye. The results
showed that the potential for bioremediation of P. aeruginosa was not affected,
and that culture after removal of microbial resistance, caused a discoloration of 85
to 94.4% of the dye, under conditions of rest, and 52% and agitation of 100 rpm
and 45% under agitation at 200 rpm .

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, heavy metal, resistance, discoloration,
Remazol Black.
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1.INTRODUCAO

O género Pseudomonas compreende um grande numero de espécies
(em torno de 100) de bacilos Gram-negativos, diferenciada por meio de provas
bioquimicas, testes de sensibilidade a antibidticos, formacdo de pigmento,
namero e localizacéo dos flagelos (TOLEDO , TRABULSI, 1999; SILVA, 2005).
Os membros deste género sdo 0s microrganismos frequentemente mais
isolados em corpos aquaticos e a presenca ndo necessariamente indica
possivel risco a saude publica. No entanto, P. aeruginosa tem sido utilizada na
analise de aguas recreacionais, devido a resisténcia ao processo de
desinfeccdo quimica (TORANZOS ; MCcFETERS, 1996; SOUZA et al., 2010).

Pseudomonas aeruginosa € um dos microrganismos mais ubiquitarios,
ou seja, € encontrada no solo, na 4gua, em vegetais, animais, alimentos e nos
mais diversos ambientes hospitalares. Considerada como patégeno
oportunista, € um dos mais importantes agentes de infeccdo hospitalar
(LINCOPAN,TRABULSI, 2004; FAGUNDES,2006).

Por outro lado, o cAdmio normalmente esta presente em aguas naturais
em pequenas concentracdes, geralmente inferiores a 0,001 mg/L. A ingestéo
provoca disfuncdo renal, hipertenséo, arteriosclerose, inibicdo no crescimento,
doencas crbénicas em idosos e cancer. O cadmio apresenta varias aplicacdes
industriais, porém, é frequentemente usado para a producdo de pigmentos,
pilhas elétricas e plasticos. Pequenas quantidades de cadmio s&o encontradas
naturalmente no ar, na agua, no solo, nos alimentos e no cigarro. Os fumantes
sS40 0S mais expostos ao cadmio presentes no cigarro, mesmo em
concentracfes muito pequenas. A exposicdo ao cadmio ocasiona graves
enfermidades. Existem atualmente algumas descricbes de possiveis
mecanismos de toxicidade do cadmio, entretanto, o modo real pelo qual este
elemento age ainda esta pouco esclarecido (KUMAR , WOROBEC, 2002;
PEREIRA et al., 2004; BEGIC , WOROBEC, 2007).

Uma variedade de compostos tais como corantes de acridina, brometo

de etidio, rifampicina, sal de bis-ambénio, metais como a prata e mais
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recentemente a tioridazina, uma fenotiazina, assim como antibioticos inibidores
da subunidade B da DNA girase, novobiocina, coumermicina e fluorquinolonas
tém sido reportadas para eliminar plasmidios (WEISSER ; WIEDMANN, 1985;
FUK et al.,, 1988, RADHAKRISHNAN et al. 1999; PEREIRA , SIQUEIRA
JUNIOR, 2002). Neste sentido, estudos s&o justificados com o processo de
eliminacdo de resisténcia a drogas em P. aeruginosa como contribuicdo na
formacéo académica e cientifica, além de fornecer subsidios para ampliar os
conhecimentos na utilizacdo de Pseudomonas na descoloracdo de ambientes
contaminados por corantes (PEREIRA et al., 2004; CHOPRA et al., 2008).

Os efluentes industriais sdo freqientemente misturados com esgotos
sanitarios antes de sua chegada a planta de tratamento do esgoto municipal,
que predominantemente usa 0 processo de lodo ativado, para a
descontaminacédo e mineralizacédo do efluente, antes do mesmo ser lancado no
ambiente (COUGHLIN et al., 2003; ANDREUS, 2010). O aporte de esgotos e
rejeitos industriais promove alteragdes significativas nas caracteristicas fisico-
quimicas e microbiologicas dos ambientes aquaticos (ANDRADE et al., 1998;
BARCELOS et al., 2009). Dessa maneira, inumeros trabalhos empregados na
degradacédo dos corantes dizem respeito a descoloracdo dos azo corantes, que
na sua grande maioria Sdo mais resistentes ao processo de degradacao
(CHOPRA et al., 2008; BARCELOS et al., 2009).

Cerca de um milhdo de toneladas de corantes s&o produzidos
anualmente no mundo (CAO et aL. , 1999) Sendo o0s azo corantes
caracterizados pela ligacdo azo (R1-N=N-R2), representam aproximadamente
70% da producdo (CARLIELL et al.,1995), sendo amplamente usados pela
industria téxtil, de alimentos e cosméticos (RAU et al. , 2002; BARCELOS et al.,
2009). O preto de remazol, azo corante reativo, ou seja, corantes com grupos
reativos que formam ligagbes covalentes com ecxercdo OH-, NH- ou grupos
SH-, tém sido usado na industria téxtil, embora, apresente baixo grau de
fixacdo as fibras (10-50%) (SANTOS et al., 2003; PAVLOSTATHIS, 2005). A
elevada solubilidade na &agua, faz com que o0s azo corantes nao sejam
degradados por plantas convencionais de tratamentos de esgotos (PAGA,
1986; KUDLICH et al., 1999; PAVLOSTATHIS, 2005). Deste modo, efluentes

coloridos contendo o azo corante reativo preto de remazol tém causado sérios
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problemas ambientais, principalmente, porque estes compostos, quando
presentes na agua sao altamente visiveis, afetando a transparéncia e estética
do corpo aquatico (SUPAKA et al., 2004; BELISARIO, et al,2009).

Dentre as opg¢des mais econdmicas e viaveis para o tratamento dos
efluentes coloridos, os sistemas biologicos se apresentam como 0S mais
praticos e de baixo custo (MENDEZ-PAZ et al., 2005)

Dessa maneira, torna-se importante a busca de linhagens
microbianas,que apresentem elevado potencial de descoloracdo, através da
clivagem redutiva do grupo azo na molécula dos corantes téxteis. Contudo, o
maior entrave no uso de Pseudomonas aeruginosa € que trata-se de um
patogeno oportunista que geralmente apresenta elevada resisténcia a

antimicrobianos.

Nesse sentido a investigacdo de eliminacdo de resisténcia a drogas,
empregando o cadmio, tornara possivel o emprego de linhagens de
Pseudomonas aeruginosa no processo de descoloracdo, como uma

possibilidade de ampliacdo do uso de microrganismos no tratamento bioldgico.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o processo de eliminacéo de resisténcia a drogas usando cadmio (metal
pesado) em Pseudomonas aeruginosa e posterior aplicagdo no processo de
descoloracdo do corante preto de remazol através do processo de co-

metabolismo.

1.2.2 Objetivos Especificos

1) Realizar o perfil de susceptibilidade a antibiéticos em estirpe de P.

aeruginosa,
2) Investigar o perfil de resisténcia ao cadmio em P. aeruginosa,

3) Investigar a eliminacao de resisténcia a drogas em P. aeruginosa por meio

de aclimatacdo em cadmio;

4) Empregar um planejamento fatorial completo 2% com ponto central, para
analisar os efeitos e interagcbes das variaveis independentes agitacao,
concentracdo do corante e tamanho do inéculo sobre a variavel resposta

descoloracéo do preto de remazol.;

5) Investigar o processo de co-metabolismo de P. aeruginosa no processo de

descoloracéo;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Indastria Téxtil

As industrias téxteis constituem fator de grande importancia na
economia brasileira. Essas indlstrias sdo agrupadas em trés categorias
principais: tecidos de algoddo, de & e sintéticos. Das 45 milhdes de
toneladas de fibras consumidas, mais de 50% sdo de algoddao (AGUIAR ,
SCHONBERGER, 1995; CARVALHO et al., 2010).

Nos ultimos vinte anos tem havido uma preocupacdo mundial com a
degradacdo do meio ambiente, principalmente com a qualidade da agua
que o homem utiliza. A alta descarga de &guas residuarias industriais e
de aglomerados urbanos em rios, torna o problema de contaminacdo de
mananciais evidente, elevando a consciéncia do publico sobre as
condicbes do impacto negativo causado por este tipo de acdo sobre o
meio ambiente (LEONAS , LEONAS, 1994; ANDREUS et al., 2010).

Os corantes apresentam estruturas moleculares complexas que podem
envolver, durante seu processo de sintese, até 500 reacfes intermediarias
(ZANONI,CARNEIRO, 2001;BARCELOS et al., 2009). A forma de fixacdo da
molécula do corante nas fibras téxteis geralmente ocorre em solucdo aquosa,
podendo envolver basicamente quatro tipos de interagdes: ligacdes idnicas,
ligacbes de hidrogénio, ligacbes de Van der Waals e ligacdes covalentes
(GUARATINI, ZANONI, 2000;BARCELOS et al.,2009; ANDREUS, 2010).

O volume de agua usado durante o processamento € muito grande,
variando de 120 a 380 litros por metro de tecido processado (BALAN, 2005).
Durante o banho de tingimento, os corantes sao hidrolisados, geralmente em
altas temperaturas (50 a 135°C), com concentragdes que variam de 10 mg L-1
a 1000 mg L-1 , dependendo do poder de reacdo do corante e do processo de
tingimento utilizado, como por exemplo, intensidade da cor (TUNUSSI , ALEM
SOBRINHO, 2002; ANDREUS, 2010).
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Devido a competicdo entre a celulose (CellO- ) e ions OH- nos banhos
contendo corantes reativos em condi¢des tipicas de tingimento, ou seja, pH
maior ou igual a 10 e concentracdo de sais variando de 60 a 100 g L™, calcula-
se perdas dos corantes de 20 a 50%, devido a nao fixacdo na forma hidrolisada
(Tabela 1). Esta falta de afinidade pela fibra téxtil resulta, consequientemente,
no efluente colorido (TUNUSSI , ALEM SOBRINHO, 2002; BEYDILLI |,
PAVLOSTATHIS, 2005). Os corantes hidrolisados ocorrem quando a molécula
do corante reage com a agua no lugar da hidréxila de celulose, devido sua alta
solubilidade na agua e as caracteristicas de brilho dos corantes (PEARCE et
al., 2003) (Figura 1).

Tabela 1. Estimativa do grau de fixagcdo dos diferentes corantes nas fibras téxteis e perdas para o

efluente, permitidos pela Sociedade de Corantes e Coloragdes.

Perda para o

Classes de aplicacéo Grau de fixacao efluente
dos corantes Fibras (%) (%)

Acidos Poliamida 89-95 5-20
Basicos Acrilico 95-100 0-5
Diretos Celulose 70-95 5-30
Dispersos Poliéster 90-100 0-10
Complexados com
metal La 90-98 2-10
Reativos Celulose 50-90 10-50
Sulfurados Celulose 60-90 10-40
Vat Celulose 80-95 5-20

Fonte: O'NEILL et al (1999)
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Figura 1. Modelo de interacdo dos corantes reativos com a fibra téxtil (Hao et al., 2000).

Por causa do seu baixo custo de sintese, estabilidade e variedade de
cores quando comparado aos corantes naturais, 0s corantes sintéticos tém sido
extensamente usados na indastria téxtil, de papel, borracha, plasticos,
cosmeéticos, farmacéutica e de alimentos (CHAGAS ,DURRANT, 2001; GONG
et al., 2005; SOUZA , ROSADO ,2009).

Visando atender a grande demanda comercial, o setor industrial tem
investido no desenvolvimento de corantes econdmicos, com propriedades
especificas, a fim de obter boa fixacdo da coloracdo nos tecidos e elevada
resisténcia aos agentes de desbotamento (CORREIA et al., 1994). Dessa
maneira, nos ultimos 100 anos, mais de 100 mil corantes comerciais tém sido
sintetizados, com uma producéo anual em torno de um milh&o de toneladas,
sendo 54.000 toneladas somente no Brasil (SELVAM et al., 2003; ADEDAYO et
al., 2004;ABIQUIM, 2010) (Figura 2).

No Brasil, até 1985 o algodao e as fibras naturais detinham 70% do

consumo interno. Atualmente, as fibras quimicas avangcam com rapidez,
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representando um percentual de 40% do consumo (TEIXEIRA, 2003). De
acordo com a Associacdo Brasileira de Produtores de Fibras Artificiais e
Sintéticas (Abrafas), a fabricagdo nacional de fibras quimicas em 2002 era de
366 mil toneladas, versus um consumo no mesmo periodo de 464 mil
toneladas, numeros ndo muito diferentes dos estimados para 2003
(SANT ANNA, 2004; SOUZA , ROSADO ,2009)

Importagdes e Exportagdes Brasileira

Corantes, Pigmentos e Branqueadores Opticos
2002 A 2007

- =
USE MILBOES FOB

2002 2003 2004 2005 2006 2007

Importagdes 283 286 356 379 432 515
Exportacbes 70 84 96 109 145 144 <

DO WP

Figura 2. Produgdo de corantes no Brasil (Abiquim, 2010).

A utilizacdo de corantes téxteis no pais se concentra, principalmente,
nos corantes reativos para fibras celuldsicas, que hoje respondem por 57% do
mercado, seguido pelos corantes dispersos, com 35%; poliamida, com 3% e
acrilico, com 2% (ABIQUIM, 2010).

O consumo de fibra téxtil per capita no Brasil até 1990 era estimado em
7,7 kg/habitante, passando para 11,2 kg em 2000. Hoje, 0 consumo no Brasil
chega a 8,5 kg/habitante/ano enquanto que no mundo o indice é de 14
Kg/habitante/ano (TEIXEIRA, 2003; MACHADO et al., 2006;SILVA et al., 2008).

Atualmente, o setor téxtil/confeccionista brasileiro € importante no
mercado global, porque movimenta cerca de US$ 22 bilhbes ao ano,

produzindo 7,2 bilhbes de pecas anualmente em mais de 30 mil empresas,
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além de empregar 1,4 milhdes de trabalhadores (INFORMATIVO ABIT, 2010).
Dessa maneira, o Brasil é o terceiro produtor mundial de tecidos de malha, o
quinto em pecas confeccionadas e o sétimo em fios e filamentos, ou seja,
encontra-se em sétimo lugar na producdo téxtili mundial (COSTA, 2005
MACHADO et al. , 2006;NOZU et al., 2010 ).

Devido a uma tendéncia mundial, a industria de corantes no Brasil, tem
se esforcado para atender as regras de protecdo ambiental, embora a
aplicacao destes corantes no processo de tinturaria constitua efetivamente um
sério problema, uma vez que um grande numero destas indulstrias é de
pequenas empresas, tornando dificil a atividade de fiscalizacdo (GUARATINI ,
ZANONI, 2000; MACHADO et al. , 2006; SILVA et al. , 2008).

2.2. Corantes

2.2.1. Histérico

O homem utiliza as cores ha mais de 20 mil anos, sendo o Negro-de-
Fumo (Carbon Black) o primeiro corante a ser conhecido pela humanidade.
Por volta de 3.000 a.C., foram produzidos alguns corantes inorganicos

sintéticos, como por exemplo, o Azul Egipcio (ABIQUIM, 2010).

Durante séculos, e até a metade do século 19, sé existiam pigmentos
naturais, provenientes de vegetais, insetos, moluscos e minerais. Entretanto,
muitos corantes naturais utilizados na Antiglidade ainda sdo empregados em
larga escala, como é o caso do indigo, um pigmento azul, extraido da
Indigofera tinctoria L.; alizarina, extraido da raiz de Rubia tinctorium L. e henna,
extraido de Lawsonia inermis, utilizada na industria de cosméticos (ZANONI
,CARNEIRO, 2001; QMCWEB, 2004; SOUZA , ROSADO ,2009).

O primeiro corante sintético foi descoberto na Inglaterra, em 1856, pelo
quimico Willian H. Perkin (1838-1929), que o obteve como produto da

oxidacdo da anilina (Cg H7N) com o dicromato de potassio (K,Cr,O7), como um
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precipitado de coloracdo avermelhada, denominado de Malva. No fim do
século 19, os fabricantes dos corantes sintéticos, estabeleceram-se na
Alemanha, Inglaterra, Franca e Suica, suprindo as necessidades das industrias
que, na época, fabricavam tecidos, couro e papel (ZANONI , CARNEIRO, 2001;
ABIQUIM 2010).

Até a Segunda Guerra Mundial, a Alemanha manteve o monopdlio sobre
a producdo de corantes sintéticos, sendo hoje a industria dos Estados Unidos,
a maior fonte exportadora destes produtos, colocando no mercado
aproximadamente dois mil diferentes tipos de corantes sintéticos (GUARATINI ,
ZANONI, 2000;PANDEY ,UPADHYAY,2010).

Com o fim da Segunda Guerra Mundial a manufatura e comercializacdo
dos corantes se tornou intensa e, atualmente o Colour Index, um catalogo
usado para classificagao internacional dos corantes, criado pela Sociedade de
Corantes e Coloragdes, fundada em 1924, registra mais de oito mil corantes
organicos sintéticos associados a industria téxtii (ONEILL et al., 1999;
ZANONI, CARNEIRO, 2001; PANDEY , UPADHYAY,2010)

2.2.2. Estrutura e Classificacéo

Estruturalmente, a molécula do corante utilizada para o tingimento da
fibra téxtil se divide em duas partes distintas, um grupo croméforo, também
conhecido como azo, antraquinona, nitro, etc., que é responsavel pela cor, e
grupos auxiliares, ou seja, grupos aromaticos que propiciam sua afinidade pela
fibra téxtil natural ou sintética (CORREIA et al.,, 1994; KUNZ et al., 2002;
ZANONI , CARNEIRO, 2003; SILVA et al. , 2008), além da propriedade de
absorver luz na regiao visivel (BANAT et al., 1996) (Figura 3)

Diversos corantes sdo de dificil descoloracdo devido a sua estrutura
complexa e origem sintética (SESHADRI et al., 1994; ROBINSON et al., 2001,
NOZU et al., 2010). Segundo Nigam et al. (1996) compostos azo com um
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grupo hidroxila ou um grupo amina sdo mais faceis de serem degradados do

gue compostos com grupos metil, sulfo ou nitro.

HO

Figura 3. Estrutura molecular caracteristica de um corante téxtil (A) onde o grupo cromaéforo é da familia

azo (B) (BANAT et al., 1996)

De acordo com o Colour Index (Cl) os corantes e pigmentos podem ser
classificados em 26 tipos, segundo os critérios da classe quimica e em 20
tipos, além de algumas subdivisdes, do ponto de vista de aplicacdes (Tabela
2)(ABIQUIM, 2010). Essa diversidade ocorre principalmente porque cada tipo
de fibra a ser colorida requer corantes com caracteristicas proprias e bem
definidas (GUARATINI , ZANONI, 2000; ABIQUIM, 2010)

Com relagdo a estrutura quimica, o corante € conhecido através de um
namero Cl que lhe é atribuido; onde a primeira palavra corresponde a
classificacdo do corante e a segunda palavra, corresponde a sua coloracao ou
tonalidade, como por exemplo, o corante acido Amarelo 36 (Cl 13065) (HAO et
al., 2000; MACHADO et al. , 2006; SILVA et al. , 2008).
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Tabela 2. Classificagdo dos corantes e pigmentos segundo a utilizagdo por Substrato

Classes Principais campos de aplicacao

Branqueadores Detergentes , fibras naturais, fibras artificiais,

Opticos fibras sintéticas 6leos , plasticos ,sabdes, tintas e papel

Corantes

A Cuba Sulfurados Fibras naturais e fibras artificiais

A Tina Fibras naturais

Acidos Alimentos, Couro,fibras naturais Fibras sintéticas , Ia e papel

Ao enxofre Fibras naturais

Azdicos Fibras naturais e fibras sintéticas

Basicos Couro,fibras sintéticas ,la , madeira e papel

Diretos Couro,fibras naturais, fibras artificiais e papel

Dispersos Fibras artificiais e fibras sintéticas

Mordentes Aluminio , 1§, fibras naturais e fibras sintéticas

Reativos Couro, fibras naturais fibras artificiais e papel

Solventes Ceras,cosméticos, gasolina,madeira,plasticos, solventes organicos
tintas de escrever e vernizes

Pigmentos

Organicos Tintas gréficas, tintas e vernizes , estamparias textil e Plastico

pigmentos

inorganico Tintas gréficas, tintas e vernizes , estamparias textil e Plastico

Fonte: ABIQUIM (2010)

Os corantes acidos sdo corantes anibnicos sollveis em &gua com
diferentes grupos cromaforos e grupos funcionais como nitro-, carboxil- e acido
sulfanilico; quando adicionado um grupo sulfanilico, a molécula insoltvel em
agua se torna soluvel. Os corantes basicos sdo do tipo catibnico com o grupo
cromoforo tipicamente apresentando grupos aminas. Os corantes diretos sdo
sais altamente solGveis em &gua, enquanto os corantes de dispersdo séo
moléculas ndo-anidnicas, altamente insollUveis em agua quando aplicadas as
fibras hidrofébicas (HAO et al., 2000; SCHRANK, et al. , 2007 ).

Com relacdo a fixacdo dos corantes, 0 grupo mais representativo e
amplamente empregado pertence a familia azo, que representa cerca de 60-
80% (TUNUSSI , SOBRINHO, 2002; RISMAYANI et al., 2004; SILVA et al.,
2004) dos mais de dez mil corantes aplicados nas industrias de processamento
téxtii  (SPONZA, ISIK,2004), seguido pelo grupo antraguinona
(KONSTANTINOU , ALBANIS, 2004; SCHRANK, et al. , 2007 ; SILVA et al. ,
2008).

Por outro lado, o grupo azo pode ser dividido em monoazo, diazo e

triazo, de acordo com a presenca de uma ou mais ligacBes nitrogénio-
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nitrogénio (—N=N-) ligados a sistemas aromaticos (MANU , CHAUDHARI,
2003), podendo também apresentar grupos do &cido sulfanilico (CHAGAS |,
DURRANT, 2001; NOZU et al., 2010).

Os corantes reativos diferem de todas as outras classes de corantes
porque se ligam as fibras téxteis, como o algodao, por ligacbes covalentes
(AKSU , DONMEZ, 2003; BEYDILLI , PAVLOSTATHIS, 2005). Eles também
formam ligagbes com grupos amino, hidroxila e tidis nas fibras protéicas e
também com grupos amino dos poliamidas. Nos diferentes corantes reativos
existentes, os principais contém a funcdo azo e antraquinona como grupos
cromoforos e os grupos clorotriazinila e sulfatoctilsulfonila como grupos reativos
(GUARATINI , ZANONI, 2000;ABEQUIM,2010).

Semelhantes aos corantes diretos, estes corantes também sdo corantes
aniébnicos altamente solaveis em agua (HAO et al., 2000), no entanto,
apresentam caracteristicas favoraveis como cor luminosa, facil aplicagdo, com
baixo custo e consumo de energia (KUNZ, et al., 2002; AKSU , DONMEZ,
2003) e alta estabilidade quando molhados (PEARCE et al., 2003; BEYDILLI ,
PAVLOSTATHIS, 2005;ABEQUIM,2010).

Os corantes bésicos apresentam alto brilho e intensidade de cor,
tornando-os mais dificeis de descolorir. Os corantes complexados com base
em metal e cromo sdo compostos carcinogénicos, enquanto os demais
corantes dispersivos demonstram tendéncia de bioacumulac&o. ions de metais
pesados presentes nos efluentes téxteis, tém sido reportados em altas
concentracdes na agua e plantas (BANAT et al., 1996 NOZU et al., 2010).

Dessa maneira, a recalcitrdncia dos azo corantes foi atribuida a
presenca de grupos sulfurados e ligacbes azo, duas caracteristicas
consideradas geralmente xenobidticas. A ligacdo azo na molécula do corante é
vulneravel a clivagem redutiva (KUDLICH et al., 1996; PINHEIRO et al., 2004).
Por outro lado, os corantes baseados em antraquinonas s&o altamente
resistentes a degradacao, devido suas estruturas aromaticas fundidas (DONG
et al., 2003; NOZU et al., 2010).
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2.2.3 Preto Remazol

O Preto Remazol (Cy Hz: Ns Nag Oi9 Sg) € um dos mais antigos
corantes reativos e um dos mais utilizados pela indastria téxtil. Seu peso
molecular € de 991,82 g. (figura4)(KUNZ, et al.,2002). Apresenta em sua
estrutura dois grupos azo (-N = N-) ligados a sistemas aromaticos, que
constituem o grupo cromoforo, que absorve no comprimento de onda de 597
nm (MOTTA, 2008).

O preto de remazol, azo corante reativo, ou seja, corantes com grupos
reativos que formam ligacBes covalentes com OH-, NH- ou grupos SH-, é
extensivamente usados na industria téxtil, embora, apresente baixo grau de
fixacdo as fibras (10-50%) (SANTOS et al., 2003; MOTTA,2008).

Q Na O Na

——s-—0 O—?—O
T

Figura 4- Estrutura caracteristica de um grupo croméforo do azocorante Remazol Black B . (KUNZ et al.,

2002)
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2.3. Industria téxtil no Brasil e no mundo

O ramo téxtil € um dos setores de maior tradicdo dentro do segmento
industrial. Apresenta uma posicdo de destaque na economia dos paises mais
desenvolvidos e, é o carro-chefe de muitos dos chamados paises emergentes,
que devem a industria téxtil um papel de destaque no comércio mundial.
Utilizando-se como base os dados da ITMF (International Textile
Manufacturers Federation), entidade que congrega o0s representantes dos
principais paises produtores, e da OMC - Organizacdo Mundial do Comércio,
verifica-se que o mercado téxtil mundial vem registrando uma significativa
expansdo, tanto no que se refere aos montantes produzidos, quanto ao
comércio entre os grandes paises produtores e consumidores. Este
crescimento tem sido possibilitado pela expansdo no nimero de consumidores
em todo o mundo, pelo aumento da renda nos paises mais desenvolvidos e,
pela abertura dos mercados ao comeércio internacional (TEXTILIA NET,
2004;RODRIGUES, et al. , 2010).

A industria téxtii pode ser considerada um dos setores mais
importantes da economia brasileira com grande peso na balanca
comercial. E formada por 30 mil empresas que geram mais de 1,5
milhdes de empregos diretos e, faz do Brasil, 0 7° maior produtor téxtil
mundial. Em 2003 este setor apresentou um faturamento de US$ 22,7 bilh&es,
de acordo com o Ministério do Desenvolvimento da Industria e Comércio
Exterior (MDIC, 2003). Desempenham um papel de grande relevancia no
processo de desenvolvimento do pais, com um faturamento total
equivalente a 4,4% do PIB brasileiro e emprega cerca de 1,9 % da
populacdo ativa. Certamente este é um setor de grande importancia,
proporcionando o crescimento da economia interna e, a busca de novas
tecnologias que contribuam para a economia do pais, com forte impacto social
e ambiental (CETESB, 2000).
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No Nordeste, mais especificamente em Pernambuco e no Ceara, vem
se observando nos ultimos anos uma tendéncia de instalacdo de empresas
deste setor, atraidos por beneficios fiscais. Segundo levantamento da FIEPE
(Federacdo das Industrias do Estado de Pernambuco), encontra-se instalado
no estado cerca de 83 industrias, cujo perfil segue o cenario nacional, ou seja,
cerca de 90% sao micro, pequena e meédia empresas. Dessas empresas
segundo levantamento realizado pela Agéncia Estadual de Meio Ambiente e
Recurso Hidricos de Pernambuco (CPRH), cerca de 37 sdo cadastradas no
orgdo ambiental, portanto um grande numero encontra-se irregular perante a
legislagdo ambiental (SILVA, 2005).

2.4. Perfil Ambiental

Em decorréncia das tendéncias da moda e demanda do consumidor, 0
setor industrial tem cada vez mais desenvolvido novos reagentes, novos
processos, maquinaria e técnicas para a confeccdo de seus produtos,
colocando o ambiente em contato com diversos tipos de poluentes;
interrompendo assim o equilibrio natural, devido a recalcitrancia de grande
parte destes compostos (BALAN, 2005). Embora, o destino dos poluentes no
ambiente natural, seja largamente afetado por processos abiéticos, como foto-
oxidacdo e atividade metabdlica dos microrganismos, estes processos sao
bastante lentos, podendo causar sérios transtornos ecoldgicos (KNACKMUSS,

1996;BELSARIO et al., 2009;SOUZA et al., 2010).

Do ponto de vista ambiental, a industria téxtil tem sido considerada
de grande impacto, tendo em vista a descarga de grandes volumes de rejeitos
contendo altas cargas de compostos e efluentes fortemente coloridos (McKAY,
1979; CORREIA et al., 1994). Uma industria de natureza téxtil pode
ocasionar a entrada de corantes sintéticos no meio ambiente por quatro
vias: emissOes ou descargas de efluentes nos processamentos rotineiros,

descarte de sobras e residuos do processo, descarte de embalagens
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usadas e, também, por meio da eliminacéo acidental (BOLETIM ETAD, 1995;
SOUZA et al., 2010).

Embora o volume do corante produzido por uma indastria téxtil, a
principio, possa parecer pouco expressivo, € fundamental considerar o
alto potencial de coloracdo destes compostos. Os corantes sdo detectaveis
pelo olho humano em concentracbes de 1 mg/L (GUARATINI, ZANONI,
2000), podendo ainda ser menor no caso dos corantes reativos, onde a
concentracdo detectada esta em torno de 5 mg/L (PIERCE, 1994; BELSARIO
et al., 2009;SOUZA et al., 2010).

Caracteristicas como estabilidade estrutural e diversidade de cores
sdo requisitos importantes na escolha de um corante a ser utilizado na
industria téxtil (CORREIA et al., 1994). Tal necessidade gera produtos que
sdo dificeis de degradacdo por processos biologicos (BANAT et al.,
1996;NOZU,et al.,, 2010), ou de outra forma, podem apresentar uma
cinética de degradacado lenta por microrganismos no ecossistema (KIRBY et
al., 1995; NOzU et al.,2010;SOUZA et al., 2010).

Os efluentes industriais sdo freqientemente misturados com esgotos
sanitarios antes de sua chegada a planta de tratamento do esgoto municipal,
com muitos municipios confiando predominantemente no processo de lodo
ativado, para a desintoxicacdo e mineralizacdo do efluente, antes do mesmo
ser lancado no ambiente (COUGHLIN et al., 2003). O aporte de esgotos e
rejeitos industriais promove alteracdes significativas nas caracteristicas fisico-
quimicas dos ambientes aquaticos (ANDRADE et al., 1998;ABEQUIM,2010).
Dessa maneira, inumeros trabalhos empregados na degradacdo dos corantes
diz respeito a descoloracdo dos azo corantes, que na sua grande maioria, sdo
mais resistentes ao processo de degradacdo (WALKER , WEARTHERLEY,
2000; ANDREUS, 2010).

Do ponto de vista ambiental, as industrias téxteis consomem grandes
volumes de agua e substancias quimicas no processo de tingimento de seus
tecidos. O impacto ambiental proveniente destas industrias ocorre
principalmente, devido a sua descarga altamente colorida em &guas

receptoras, que afeta principalmente a atividade de fotossintese, devido a baixa
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penetracdo da luz (DONMEZ, 2002, GEORGIOU et al., 2004;ABEQUIM,2010;
ANDREUS, 2010).

Os efluentes das industrias téxteis também apresentam altas
concentracbes de compostos organicos, como amido, dextrinas, gomas,
graxas, pectinas, alcoois, acido acético, sabdes e detergentes; compostos
inorganicos como, hidréxido de sodio, carbonato, sulfato ecloreto, além de
corantes que contém metais pesados (CORREIA et al., 1994; ANDRADE et al.,
1998, BALAN, 2005; CARVALHO et al., 2010).

Em grandes concentracdes, 0os metais pesados apresentam acao toxica
sobre 0s microrganismos responsaveis pela decomposicdo da matéria
organica, reduzindo assim, a capacidade auto-depurativa dos corpos aquaticos
(CID et al., 1995). Por outro lado, a presenca de alcal6ides ou acidos no
processo de branqueamento, engomagem e demais etapas na lavagem,
resulta em um elevado pH e elevado teor de sais (BUITRON et al., 2004
CARVALHO et al., 2010;NOZU et al.,2010).

Embora, o volume de corante produzido por uma industria téxtil, a
principio, possa parecer pequeno, o0 alto potencial de coloracdo destes
compostos ndo pode ser esquecido. A percepc¢ao publica da qualidade da agua
é fortemente influenciada pela cor. Assim, a presenca de cor ndo natural é
esteticamente desagradavel e tende a ser associada com contaminacao
(NIGAM et al.,, 1996; PEARCE et al., 2003; GONG et al., 2005). Alguns
pesquisadores tém relatado quantidades de 1,56 mg dm-3 do corante como
sendo detectada nos cursos d agua, embora concentragdes tdo baixas quanto
0,005 mg dm-3 sejam visiveis em aguas claras de rios (BANAT et al., 1996;
O'NEILL et al., 1999) particularmente nas regibes do espectro entre o
vermelho e o purpura (PIERCE, 1994 ;CARVALHO et al., 2010).

Em muitos paises desenvolvidos, a legislacdo governamental esta
se tornando mais exigente com relacdo a remocéo dos corantes dos efluentes
industriais. Na Europa, as leis de protecdo ambiental vém promovendo a
prevencdo da transferéncia de problemas de poluicdo de um ambiente

para o outro, implicando para a maioria das industrias o desenvolvimento
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de técnicas para o tratamento de seus proprios efluentes antes de serem
descartados (BANAT et al., 1996;ANDREUS,2010; CARVALHO et al., 2010).

Conforme a Lei 9.433/1997, regulamentada pelo Decreto no 50.877, da
Constituicdo Federal Brasileira, os efluentes industriais somente poderao ser

lancados nas aguas, depois de tratados.

Segundo a Resolucéo 20/86 no Artigo 21 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) néo ha padrédo de emissao para a cor, existem apenas
padrées de qualidade. Em regides de pouca &agua, por exemplo, no
nordeste do Brasil, pelo reduzido poder de diluicdo, a cor deve, na
maioria dos casos, ser removida do efluente em nivel que n&o ocorra
coloracdo das aguas do receptor. Na auséncia de métodos para emissao de
cor do efluente, recomenda-se seguir a metodologia contida no Standart
Methods for the Examination of Water and Wasterwater (APHA/AWWA/WEF,
1992).

2.4.1. Legislacdo brasileira para coloracdo das aguas

Divisdo das aguas doces conforme seu uso:

Classe Especial - aguas destinadas:

a) abastecimento doméstico sem prévia ou com simples desinfecc¢ao.

b) a preservacao do equilibrio natural das comunidades aquaticas.

Classe | - aguas destinadas:

a) ao abastecimento domeéstico apds tratamento simplificado;

b) a protecdo das comunidades aquaticas;
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) a recreacao de contato primario (natacéo, esqui aquatico e mergulho);

d) a irrigacdo de hortalicas que sado consumidas cruas e de frutas que

se desenvolvam
rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula;

e) a criacao natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas

a alimentacao
humana.

Nesta classe de aguas o0s corantes artificiais devem estar
virtualmente ausentes e com nivel de cor natural do corpo de agua em mg
P/l

Classe 2 - aguas destinadas:

a) ao abastecimento doméstico, apds tratamento convencional;

b) a protecdo das comunidades aquéticas;

c) a recreagdo de contato primario (esqui aquatico, rotacdo e mergulho);
d) airrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas;

e) a criacao natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies destinadas

a alimentacdo humana.

Em aguas de classe 2 ndo sera permitida a presenca de corantes
artificiais que ndo sejam removiveis por processo de coagulacéo,
sedimentagcdo e filtragdo convencionais. A cor no corpo d agua nao deve

ultrapassar 75mg Pt/l.
Classe 3 - aguas destinadas:
a) ao abastecimento doméstico, apds tratamento convencional;
b) a irrigacéo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras;

c) a dessedentacdo de animais.
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Em aguas de classe 3 ndo sera permitida a presenca de corantes artificiais
que ndo sejam removiveis por processo de coagulacdo, sedimentagcdo e

filtragdo convencionais. A cor no corpo d agua nao deve ultrapassar 75mg PY/I.

Classe 4 - aguas destinadas:
a) a navegacao;
b) a harmonia paisagistica;
C) aos Us0Ss menos exigentes.
Nesta classe de agua os corantes devem estar virtualmente ausentes.

N&o ha padrdes de coloracdo para efluentes, apenas para 0S corpos
receptores, porém os efluentes ndo poderdo conferir ao corpo receptor
caracteristicas em desacordo com o seu enquadramento (RESOLUCAO
CONAMA, 1986).

2.5. Problemas causados pelos corantes

Apesar da grande quantidade de residuos gerada pelas industrias em
todo mundo, as informacdes disponiveis sobre a toxicidade causada pelo
impacto dos rejeitos nos ecossistemas aquaticos sdo muito  pouco
difundidas. Nota-se, porém, que a poluicdo dos corpos hidricos, a partir
destes compostos, provoca alteracdes nos ciclos biolégicos podendo
causar toxicidade aguda e cronica as comunidades ali presentes (BANAT
et al., 1996; SPELLMEIER , STULP,2009).

A cor do efluente liguido é resultado de processos usados na indudstria,
entre eles: o tingimento e o enxagle. Na etapa de tingimento sdo usados
auxiliares de tinturaria, entre os quais 0s tensoativos que provocam a
diminuicdo da tensdo superficial e formagdo de espumas permanentes na

agua, facilitando a penetracdo no subsolo e consequentemente provocando
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uma contaminacdo no lencol freatico (SPELLMEIER , STULP,2009), sendo
esta a etapa mais importante do ponto de vista de impacto ambiental, e

nela concentra-se a contribuicdo em termos de efluentes.

O interesse no potencial poluidor que envolve o0s corantes téxteis
€ baseado principalmente no alto grau de toxicidade desses corantes,
pois a grande maioria € considerada carcinogénica. Isso se deve,
principalmente porque esses compostos séo formados por benzeno e
outros compostos arométicos, os quais podem ser biotransformados pelo
metabolismo microbiolégico e gerarem subprodutos aromaticos toxicos e/ou
carcinogénicos (CLARKER , ANLIKER, 1980; NOZU,et al.,2010).

Desta maneira, o Ecological and Toxicological Association of the
Dyestuff Manufacturing Industry (ETAD), um 6rgdo internacional criado em
1974, tem tentado minimizar os possiveis danos causados ao homem e ao
meio ambiente, através da fiscalizacdo, durante a fabricacdo e aplicacdo dos
corantes sintéticos (ZANONI & CARNEIRO, 2001;CARVALHO,et al., 2010).

E importante ressaltar que os riscos cronicos dos corantes estdo
relacionados principalmente as etapas de biotransformacéo, ou seja, a rota de
metabolismo dos organismos, que catalisados por enzimas especificas, podem
gerar compostos com propriedades carcinogénicas e mutagénicas, como por
exemplo, aminas aromaticas, toluidinas, benzidinas e radicais ativos, dentre
outros (ZANONI , CARNEIRO, 2001;CARVALHO,et al., 2010).

Dentre as diversas classes dos corantes, 0S compostos azo, em
particular, segue um metabolismo voltado para os processo de reducao,
envolvendo entre outros, reacfes de hidroxilagdo e formacgdo de aminas
aromaticas incolores, como principal produto da clivagem da ligacdo azo
(BANAT et al.,, 1996; CHAGAS , DURRANT, 2001; ONG et al.,, 2005).
Entretanto, a reducdo da ligacdo azo formando aminas aromaticas foi
demonstrada em varias condi¢cdes ecoldgicas, inclusive no trato digestivo de
mamiferos (CHUNG , CERNIGLIAB, 1992; PINHEIRO et al., 2004; CORREA et
al.,2009).
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2.5.1. Caracteristicas do efluente téxtil e seus principais

contaminantes

Os poluentes aparecem nas industrias téxteis em concentraces
elevadas que, associados a grandes vazdes, conferem aos efluentes uma

carga poluente consideravel e as seguintes caracteristicas gerais:

pH: Em torno de 12 quando chega a estagdo de tratamento e deve ser

controlado numa faixa entre 5 e 9.

Temperatura: Alcanca 60°C no inicio. O controle até 40°C no maximo é
necessario, pois com alta temperatura a solubilidade do O2 no efluente
diminui. A elevagdo de temperatura no corpo receptor, quando este recebe
efluentes, ndo devera exceder a 3 °C (LEGISLACAO ESTADUAL, 1986).

DBO: Quantidade de O, necessario a oxidacdo bioquimica dos
compostos organicos degradaveis existentes no efluente. Depende muito do

processo produtivo, geralmente é elevada.

DQO: Medida da quantidade de agente oxidante quimico energético
necessario para oxidar a matéria organica de uma amostra expressa em
unidades equivalentes de MG de O, por litro. As matérias organicas e
inorganicas da amostra sdo oxidadas em meio acido, por quantidades
conhecidas de um agente oxidante forte. A quantidade da matéria oxidada
expressa como equivalente em oxigénio, € proporcional a quantidade do
agente oxidante consumido (ABNT-NBR 10357,1988).

Compostos organicos aromaticos: provém dos espessantes sintéticos e
corantes. (CETESB, 2000).

Cor: Nao se pode atribuir coloracdo ao rio (ha padrées estabelecidos
para a qualidade). Valores acima de 1 mg.L" sdo criticos segundo EDTA
(Ecological and Toxicological Association of Dyes and Organic Pigments

Manufactures).
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AOX: Produtos organicos halogenados. E uma medida para identificar e
quantificar em mg/L qualquer substancia organica que contenha um
halogénio quimicamente ligado, sendo que o flior ainda ndo estd contido
no grupo. A grande parte dos corantes reativos contém grupos ciclicos

halogenados.

Metais pesados: ions metalicos ligados a moléculas de corantes
(Cu, Cr, Co e Ni). Regulados por leis que fixam os limites de
concentracdo que nao devem ser ultrapassados; Ex: Cu - 250 ppm, Cr - 100
ppm, Co - 500 ppm e Ni - 200 ppm (SALEM, 1995).

2.5.2 . Corantes e saude humana

Os riscos toxicoloégicos dos corantes a saude humana estdo
intrinsicamente relacionados ao modo e tempo de exposicdo como:
ingestdo oral, sensibilizacdo da pele e vias respiratorias (KEGEELT,et
al.,2009; ALCHORNE,et al.,2010). Os corantes portadores de grupos reativos,
grupos cromoforos diazo e sulfonados sdo configurados quimicamente
para agirem eficientemente com substancias que possuem grupos amina
e hidroxila, presentes nas fibras naturais, porém, presentes também em todos
0os organismos vivos (GUARATINI; ZANONI, 2000; ALCHORNE,et al.,2010).
De acordo com alguns oOrgdos existentes, como o EEA (European
Environmental Agency) e UNEP (United Nations Environment Programme), tem
sido ressaltado que a maioria dos mais de mil produtos quimicos
manufaturados e usados, ndo disponibilizam dados de toxicidade e eco-
toxicidade que avaliem seus riscos (PINHEIRO et al.,, 2004; SCHRANK, et
al.,2007).

Alguns compostos nédo incorporados totalmente ao tecido podem
causar dermatites, sobretudo em area do corpo sujeitas a transpiracao.
Os problemas respiratorios mais relatados sdo asma e rinite alérgica.

Esses riscos, entretanto, sdo pequenos quando comparados a ingestao

destes. Os riscos cronicos destes corantes estdo relacionados as etapas de
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biotransformacao dos mesmos, referentes as rotas do metabolismo destes nos
organismos. Podem gerar substancias carcinogénicas e mutagénicas como
aminas aromdticas, toluidinas, benzidinas, radicais ativos entre outros.
Alguns corantes com alto poder de fixacdo, usados para tingir pecas de
algodao ou seda, podem ser nocivos aos seres vivos. Durante a etapa de
tintura da fibra, alguns corantes como os pré-metalizados, chegam a liberar
substancias toxicas e altas concentracdes de metais pesados. Outros podem
ser acumulados por plantas expostas a efluentes da induUstria téxtil e
consequentemente passar para a cadeia alimentar, contaminando outros
organismos (Ciéncia Hoje, 2003; ALCHORNE,et al., 2010).

Experimentos clinicos realizados no final do século XIX na
Alemanha com um corante industrial relataram que alguns empregados
apresentaram cancer de bexiga (SABBIONI, RICHETER, 1990). Em
indUstrias onde os operarios ficaram expostos a poeira de corantes foram
detectados benzidina e seus metabdlitos na urina dos trabalhadores.
Inalacéo de 2mg por m3 durante 8 horas provoca a eliminacéo de 14 a 24 ppb
destes compostos na urina. Segundo estimativas, uma eliminacdao de 100 ppb
de benzidina e seus metabdlitos aumenta o risco deste tipo de cancer. Na
inalacdo das poeiras as particulas maiores que 7 m sdo depositadas nas
narinas, garganta, traquéia e bronquios, passando para o aparelho
digestivo, as menores penetram nos pulmfes. Entretanto, ha indicios
justificados de suspeita de efeitos carcinogénicos causados por
determinados corantes azo, 0s quais podem ser metabolizados no
organismo em aminas aromaticas, comprovadamente cancerigenas
(ALCHORNE et al., 2010).

2.6 . Processos de tratamento em efluentes téxteis

A implantacdo de uma estacdo de tratamento de esgotos tem por
objetivo a remocdo dos principais poluentes presentes nas aguas
residudrias, retornando-as ao corpo dagua sem alteracdo de sua
qualidade. As aguas residuarias de uma cidade comp&em-se dos esgotos

sanitarios e industriais, sendo que estes, em caso de geracdo de efluentes
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muito toxicos, devem ser tratados nas proprias industrias (INFORME
INFRA-ESTRUTURA, 1997; ZANONI , CARNEIRO, 2001; NOZU et al., 2010).

Os processos empregados na industria téxtil para tratamentos de
efluentes liquidos podem ser classificados genericamente como: primarios ou
mecanicos, secundarios ou biolégicos e terciarios ou fisico-quimicos que
sdo empregados (Tabela 4). A escolha do processo, ou sequéncia de
processos, depende das caracteristicas do efluente, qualidade requerida
apos o tratamento, custo, disponibilidade de é&rea e de tecnologia
adequada. Os efluentes gerados nos processos da industria téxtil
apresentam elevadas cargas organicas, para o qual se recomenda 0 processo
biologico (UNEP , 1994; RODRIGUES, et al., 2010).

O tratamento dos despejos das industrias téxteis devem
considerar como alternativas de reducdo: um menor consumo de agua e
produtos, realizar modificacbes no processo e, manter boa manutencao.
Devem ser cuidadosamente planejados, devido as variacdes subitas de
vazdo e de produtos quimicos empregados no processo (BELISARIO et al. ,
2009).

Tabela 3. Processos de tratamento de efluentes

Tratamento Tipo de processo  Operagdo Unitaria
Primério Fisico Equalizacdo, Gradeamento,
Clarifica¢é@o/ sedimentagéo e
Flotagéo
Quimico Neutralizacéo
Coagulacéo / Precipitacido
Secundario Biol6gico Lodos ativados, Lagoas de
Estabilgizacéo e Filtros
Biologicos
Fisico/Quimico Carvao Ativado
Terciario Quimico Coagulacéo / Precipitacao
Ozonizagéo e Clracéo
Fisico Clarificacéo ( carvao ativado)

Ultrafiltracdo

Avancado Fisico Osmose Reversa

Fonte: UNEP- United eviroment Programme-Technical report n.16 - "The textile industry

and Environment". (1994)

41



Vilar-Junior, J.C - Eliminagéo de resisténcia a drogas por cadmio em Pseudomonas aeruginosa e aplicagdo na descoloragéo...

O tratamento dos efluentes contendo corantes pode ser fundamentado
em dois processos basicos: remog¢do por técnicas que permitam eliminar os
compostos por transferéncia, a partir de suportes adequados, sem, no entanto
degradar os compostos coloridos, ou a degradacdo parcial ou completa, até
mineralizacdo do corante (SLOKAR & Le MARECHAL, 1998; ZANONI ,
CARNEIRO, 2001; NOZU et al., 2010).

Os processos de tratamentos adotados pelas industrias téxteis que
operam por meio de sistemas fisico-quimico, seguido do tratamento bioldgico
via lodo ativado, embora apresente eficiéncia relativamente alta na remocéo da
cor (cerca de 80%), apresenta como principal desvantagem a geracéao de lodo,
considerado critico do ponto de vista ambiental, visto o percentual de corantes
adsorvidos (KUNZ et al., 2002; MACHADO et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2010), criando um problema de disposicdo (ROBINSON et al., 2001;
MACHADO et al., 2006).

Dentre os tratamentos fisico-quimicos, normalmente aplicados podemos
citar a coagulacdo e floculacdo (GOLOB et al., 2005), eletro-coagulacéo
(DANESHVAR et al., 2003), filtracdo por membrana, destruicdo eletroquimica
(LIN , CHEN, 1997; PANDEY , UPADHYAY, 2010), oxidacdo ou ozonizacao
(MACHADO et al., 2006; CARVALHO et al., 2010) radiacao e adsorcédo (AZMlI
et al., 1998), dentre outros. No entanto, esses métodos apresentam algumas
desvantagens, como por exemplo, a presenca em excesso de produtos
quimicos e o alto custo operacional (LIN , PENG, 1994; BANAT et al., 1996;
DANESHVAR et al.,, 2003). Por outro lado, os corantes reativos e acidos
sollveis em agua sdo os mais problematicos, porque tendem a passar através

dos sistemas de tratamentos convencionais (AKSU, 2005).

Dessa maneira, um monitoramento cuidadoso é requerido antes que o
efluente tratado seja lancado nas vias fluviais (ROBINSON et al., 2001) e a
presenca de possiveis aminas formadas se submetam a diluicbes cada vez
maiores, fazendo com que sua deteccdo e quantificagdo se torne cada vez
mais dificil (ALONSO , BARCELO, 2000; PINHEIRO et al., 2004; CORREA et
al.,2009)
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2.6.1. Métodos Quimicos

Os tratamentos quimicos para os efluentes coloridos geralmente sdo
simples, sendo a oxidacdo o método mais comum. Em geral, o agente oxidante
€ o peroxido de hidrogénio (H202), e o método, varia basicamente de acordo
com a forma com que este é ativado (SLOKAR , Le MARECHAL, 1998;
MUTHUKUMAR et al., 2005; CORREA et al.,2009).

A degradacédo oxidativa pelo cloro e 0zdnio sdo 0s processos quimicos
mais comuns na remocao da cor, no entanto, a cloracdo tem a desvantagem
de produzir sub-produtos organoclorados (SARASA et al., 1998). Os processos
de oxidacdo avancados (POAs) podem atacar os compostos organicos de 106
— 109 vezes mais rapidamente do que os agentes de oxidacdo como o0 0zbnio e
o peroxido de hidrogénio. No entanto, a ozonizacéo catalitica € um POA com
baixo consumo de ozbnio que descolore e mineraliza rapidamente corantes
reativos de efluentes téxteis coloridos (MACHADO et al., 2006; PANDEY |,
UPADHYAY,2010).

A ozonizagado ndo é um tratamento eficaz para os corantes de disperséo,
sendo eficaz somente em pH elevado. Por outro lado, o reagente Fentons um
processo bastante eficaz dentro de uma estreita faixa de pH (< 3,5), é bastante
atil na descoloracao dos corantes de dispersdo (RODRIGUES et al., 2010).

O método fotoquimico tem se mostrado importante como etapa primaria
na degradagcdo de alguns corantes, uma vez que 0S corantes sintéticos
apresentam alta estabilidade quando submetidos a luz visivel ou ultravioleta
(GUARATINI , ZANONI, 2000; RODRIGUES et al., 2010). Neste processo, a
degradacdo € causada pela producdo de altas concentracdes de radicais
hidréxilas. A vantagem desse tipo de tratamento em efluentes coloridos, é que
ndo ha producdo de lodo e odores fétidos sdo geralmente reduzidos
(ROBINSON et al., 2001). A aplicacdo do fotocatalisador TiO2 tem sido
utilizada na destruicdo de compostos organicos desde a década passada
(JARDIM et al, 1997), tendo sido largamente usado, devido sua
disponibilidade, baixo custo e nao toxicidade. No entanto, 0S processos

fotocataliticos s&o limitados as unidades de tratamentos, devido a baixa
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penetracdo de irradiagcdo UV nos efluentes altamente coloridos (RODRIGUES
et al., 2010).

Outra medida alternativa também utilizada no processo de descoloracéo
€ o0 processo de eletrélise do corante. Neste sistema, a degradacdo da
molécula é dissociada eletroquimicamente através de potencial ou corrente
controlada, ou através de reagentes secundarios gerados eletroquimicamente.
Todavia, o alto custo com a energia utilizada, além da producdo de reacdes
paralelas, tais como cloro, radicais hidroxila e outras reagfes indesejaveis, tém
reduzido a sua aplicacdo (GUARATINI , ZANONI, 2000).

2.6.2. Métodos Fisicos

A adsorcdo encontra-se entre os processos fisicos mais utilizados
(HUANG , SHU, 1995; OZDEMIR et al., 2004). Esta técnica se baseia na
remocao do corante através da passagem da amostra em carvao ativado, silica
gel, bauxita, resinas de trocas-ibnica, etc. (GUARATINI , ZANONI, 2000). No
entanto, o custo com a recuperacgao destes adsorbentes s&o caros; e por isso,
muitos pesquisadores tém buscado a aplicacdo de materiais alternativos mais
econdmicos e eficientes tais como, talo de girrassol (SCHRANK, et al., 2007),
casca de eucalipto (SALIBA et al., 2002), bagaco de cana-de-acucar
(CHANDRAN et al., 2002), quitosana (UZUN, 2006) e quitina (LONGHINOTTI

et al., 1998), dentre outros.

O carvéao ativado é o sorbente mais popular e extensamente usado no
tratamento de efluentes téxteis, devido a sua estrutura porosa (AKSU, 2005).
Embora seja uma técnica extremamente efetiva na remocdo da cor,
principalmente em volumes de pequena escala, € um método lento, com custo
relativamente alto (GUARATINI , ZANONI, 2000; CORREA et al.,2009). A
aplicacdo de membranas especiais, tais como nanofiltragdo e osmose reversa,
também tem sido proposta. Esta técnica permite o tratamento de grandes
volumes, de modo rapido e satisfatorio, porém o elevado custo e a limpeza das
membranas tem se mostrado como a principal desvantagem (GUARATINI ,
ZANONI, 2000; CORREA et al.,2009).
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Com relacdo a coagulacéo e floculagdo, sua aplicacdo tem permitido
uma remocdao satisfatéria da cor em grandes volumes de efluentes (GOLOB, et
al., 2005). Esta técnica, quando associada a polieletrolitos e/ou floculantes
inorganicos, como sais de ferro e aluminio, apresenta resultados satisfatérios,
como tratamento terciario no efluente téxtil. Entretanto, para se obter uma alta
eficiéncia, normalmente se utiliza polieletrélitos (Al2(SO4)3) e amobnia em
excesso, que por sua vez acarreta a presenca de residuos toxicos ao efluente
(PANDEY , UPADHYAY,2010).

2.6.3. Métodos Bioldgicos

Dentre as opg¢des mais econdmicas e vidveis para o tratamento dos
efluentes coloridos, os sistemas biologicos se apresentam como 0S mais
praticos e de baixo custo (MENDEZ-PAZ et al., 2005). Entretanto, os
mecanismos biolégicos podem ser bastante complexos. Inicialmente foi bem
relatado que a descoloragéo dos corantes normalmente ocorre pela redugéo ou
clivagem da ligacdo azo anaerobicamente, resultando em compostos incolores
ou aminas aromaticas (KODAM et al., 2005). As aminas aromaticas por sua
vez, sdo bastante estaveis em ambientes anaerdbicos e sua completa
mineralizacdo ocorre apenas sob condicbes aerébicas (MENDEZ-PAZ et al.,
2005a ; RODRIGUES et al., 2010).

Assim, para superar a problematica da recalcitrancia dos azo corantes
sob condicbes anbdxicas, alguns pesquisadores tem utilizado duas fases
durante o processo de descoloracdo (MACHADO et al., 2006). Neste processo,
a remocdo do grupo azo ocorre sob condi¢cdes anaerodbicas, enquanto 0s
compostos aminados resultantes sdo bons substratos para a degradacao
aerdbica . Segundo Kudlich et al. (1997) a completa mineralizacdo do azo
corante sulfurado mordente Amarelo 3 foi alcangada usando Sphingomonas sp.

BN6, co-imobilizadas em contas de alginato.

O uso de processos exclusivamente aerobicos na descoloracdo dos azo
corantes ndo é comum, sendo assim, pouco se conhece dos microrganismos

quanto a sua habilidade de clivagem redutiva nas ligagbes azo, sendo as
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reacoes extremamente de substrato especifico (MACHADO et al.,, 2006).
Segundo He et al. (2004) culturas mistas tém se mostrado eficientes na
descoloracao de alguns corantes azo. Para Machado et al. (2006) a utilizacao
de uma cultura bacteriana mista foi responsavel por aproximadamente 80% da
remocado da cor em amostras de efluentes contendo misturas de corantes

reativos azo e diazo.

Segundo Forgacs et al. (2004) a utilizacdo de consoércios microbianos
oferece consideraveis vantagens quando comparadas ao uso de culturas
puras, visto que as espécies individuais podem atacar a molécula do corante
em diferentes posicées ou podem ainda, usar os produtos de degradacédo

produzidos por uma dada espécie, numa degradacédo adicional.

Por outro lado, uma rota a ser explorada diz respeito aos
microrganismos termotolerantes e/ou termofilicos em sistemas de
descoloracdo, uma vez que diversos efluentes téxteis sdo produzidos em altas
temperaturas (50 - 600C), mesmo apos refrigeracdo. Assim, a aplicacdo de
microrganismos termotolerantes pode reduzir custos significativos, como a
remocao de resfriadores,proporcionando tratamento imediato (BANAT et al.,
1996).

2.6.3.1. Biodegradagé&o dos azocorantes por microrganismos

A descoloragédo por tratamentos biol6gicos tem motivado
pesquisadores devido ao grande numero de compostos capazes de serem
degradados a baixo custo operacional. Os fungos de podriddo branca
como Phanerochaete chrysosporium, sdo capazes de degradar a lignina,
polimero estrutural da madeira e, outros compostos complexos, como
dioxinas, PCBs e outros organoclorados (CHAO; LEE, 1994). Kirby (1999),
mostrou que P. chrysosporium tem habilidade para descolorir efluentes téxteis
contendo corantes artificiais em até 99% em 7 dias. A utilizagcdo de outros
fungos como Trametes versicolor e Pleorotus ostreatus também tem sido
estudada para degradacdo de corantes (CORREA et al.,2009). Embora os
fungos de podriddo branca degradem corantes em fermentacdes liquidas,
a producdo de enzimas é incerta. A utilizacdo destes fungos no meio

ambiente natural é mais efetiva com fermentacdo semi-solida (ROBINSON
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et al., 2001). Alguns autores como Swamy e Ramsay (1999), relataram a
desvantagem de se utilizar fungos, pois, estes requerem baixos pHs para uma
atividade enzimética 6tima e um longo tempo de retencdo hidraulica para

a completa descoloracao.

Culturas bacterianas, de uma ampla variedade de habitats, estdo sendo
usadas por pesquisadores para descolorir corantes. Consércios microbianos
podem realizar a biodegradacdo com mais sucesso do que uma linhagem
individual, porém, os resultados ndo sdo facilmente reproduzidos,
dificultando uma interpretacdo  efetiva destes. Por esta razdo,
pesquisadores tem realizado trabalhos envolvendo uma unica cultura
bacteriana). Um mecanismo simples de remocao da cor por células bacterianas
€ a adsorcdo do corante na biomassa (MACHADO et al., 2006). Entretanto
este mecanismo € similar a muitos outros métodos fisicos para remocédo da
cor e ndo é adequado para tratamentos longos. Durante a adsorcdo o
corante € concentrado na biomassa, que se torna saturada com o tempo,

necessitando de disposi¢cdo adequada (NOZU et al., 2010).

Os processos de biodegradacdo podem ser anaerobios, aerdbios ou
envolver a combinacdo dos dois. Considerando a reacdo entre célula
bacteriana e azocorante, deve-se notar que ha diferencas significantes
entre a fisiologia e crescimento dos microrganismos sobre essas duas
condicdes. Para bactérias aerébias € necessario uma adaptacdo para
ocorrer processos redutivos significantes. Esta adaptacdo envolve um longo
tempo de crescimento aerébio em culturas continuas na presenca de um
composto azo simples. A bactéria sintetiza uma azoredutase especifica
para estes compostos, que sob condi¢des controladas, podem clivar o grupo
azo na presenca de oxigénio. A reducdo bacteriana sobre condicbes
anaerdbicas € inespecifica, com relacdo aos compostos azo envolvidos, e
este tem sido o tipo de remocao de cor mais estudado para efluentes e, ainda
nao esclarecido (NOZU et al., 2010).

Segundo Carliell et al. (1996), a biorremediacdo anaerdbia permitea
descoloracdo de azocorantes e outros corantes soliveis em agua. Esta

descoloracédo envolve uma reacéo de oxido-reducdo. Azocorantes agem como
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oxidante para o FAD reduzido. Para haver descoloracdo € necessaria uma
fonte adicional de carbono. Este carbono adicional pode ser convertido a
metano e CO;, liberando elétrons. Estes caminham pela cadeia de
transporte de elétrons e, neste caso, o aceptor final € o0 azocorante
reativo e ndo a molécula de O,. A reacdo dos elétrons com o corante

reduzem as ligacdes azo causando a descoloragéo.

Gingell e Walker (1971), demonstraram que o0 baixo peso
molecular de mediadores redutores pode agir como transportadores de
elétrons entre o0 azocorante e o0 NADH dependente de azoredutase que pode

estar situada na membrana externa.

Segundo Moutaouakkil et al. (2003), a biodegradacdo microbiana
de azocorantes, s6 é possivel, quando a ligacdo azo é quebrada. A
clivagem redutiva destas ligacdes € catalisada pela azoredutase, enzima
chave na degradacgéo destes corantes. Esta enzima tem sido estudada como
sendo induzida por uma flavoproteina, que utiliza NADH e NADPH como

doadores de elétrons para as ligacbes azo em condicbes microaerdbias.

Chang et al. (2001), determinou que ocorreu inibicdo enzimatica na
reducdo de um azocorante por Pseudomonas luteola relacionado a
azoredutase. A inibicdo foi atribuida & competicdo pela utilizagdo do NADH
na respiracdo aerébia, a qual provoca a transferéncia de elétrons do NADH
para o O, para formar ATP. Nesta reacdo o NADH age como um doador de
elétrons para a reducdo das ligacbes azo, o que leva a descoloracdo
bacteriana destes corantes. O consumo de NADH pela fosforilagdo
oxidativa pode resultar em um efeito negativo sobre a descoloracdo pela

azoredutase.

Russ, et al.(2000), sugeriram que as membranas bacterianas sao
barreiras eficientes para a passagem dos corantes azo sulfonados e,
também, sdo raramente permedaveis para os cofatores FAD e, entretanto,
limitam a transferéncia dos elétrons das flavinas do citosol de células
bacterianas nao autoclavadas, para os corantes azo sulfonados adsorvidos a
membrana. Desta forma em células ativas com membranas celulares intactas,

outros sistemas enzimaticos e ou outros mediadores sdo possivelmente
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responsaveis pela reducdo dos azocorantes. Em bactérias que possuem o
sistema de transporte de elétrons em suas membranas como as aerobias
ou anaerObias facultativas, a transferéncia de elétrons para a cadeia
respiratoria das membranas celulares pelos transportadores, podem ser
feitas diretamente. Se as redutases forem intracelulares este processo
pode estar envolvido com mediadores diferentes dos co-fatores FAD. Um
pré-requisito para estes mediadores pode ser uma alta facilidade de
atravessar a membrana  bacteriana quando comparadas  aos

transportadores FAD.

Um mecanismo diferente para a reducdo dos compostos azo
sulfonados que também ndo requer o transporte dos corantes pela
membrana foi sugerido por Rafiiet al.(1990), que isolaram diferentes
bactérias do intestino humano (ex. Eubacterium sp, Clostridium sp,
Butyrivibrio sp, e Bacteroides sp.), que descoloriram azocorantes
sulfonados durante o crescimento em meio solido ou liquido, mostrando
que pelo menos uma parte da atividade da azoredutase foi extracelular,
pois o sobrenadante da cultura foi capaz de descolorir os corantes sobre

condicBes anaerobias.

Outra possibilidade para a reducao extracelular de azocorantes por
microrganismos € a acdo de compostos organicos reduzidos (Fe2+, H2S)
que sao formados como produtos finais de certas bactérias estritamente
anaerobias. Nestes casos o0s mediadores podem ter uma importante
funcdo. Dependendo das condicbes ambientais ou dos processos
biotecnolégicos, diferentes reacBes catalisadas por bactérias podem
executar a reducdo dos compostos azo (PANDEY , UPADHYAY,2010).

Em estudos de escala laboratorial a glicose tem sido usada para
fornecer uma fonte de carbono extra, esta adicdo pode ser um fator limitante
em pequena escala. A degradacdo anaerdbica de corantes téxteis alcanca
somente a reducdo das ligagcbes azo sendo que a mineralizagdo nao ocorre.
Para ocorrer um processo de descoloracdo eficiente e esclarecer o problema

de instabilidade nesses processos, sao necessarios mais estudos para
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conhecer 0s mecanismos relacionados com azo reducdo (NOZU et al.,
2010).

2.6.3.2. Biodegradacédo dos Corantes por Bactérias

O metabolismo de compostos aromaticos por bactérias tem sido bem
documentado. Entre os géneros mais comumente observados, pode-se citar
Achromobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Bacillus, Beijerinckia,
Corynebacterium, Flavobacterium, Moraxella, Mycobacterium, Nocardia,
Pseudomonas, Vibrio e Xantobacter (BARBIERI, 1997).

Devido a recalcitrancia dos compostos aromaticos no ambiente, seu
desaparecimento pode ocorrer por diversos processos abidticos. A
biodegradacdo representa a principal rota pela qual esses compostos sao
removidos do ambiente e sua eficiéncia encontra-se, sobretudo, no nimero de
anéis aromaticos da molécula (BARBIERI, 1997) e grupos heterociclicos
(OZDEMIR et al., 2004).

Ainda que, diversos grupos de pesquisadores tenham demonstrado a
habilidade de alguns fungos, principalmente os fungos da podridao branca, na
descoloracdo e degradacdo dos corantes téxteis, o longo ciclo de crescimento
e moderadas taxas de descoloracdo limitam o desempenho desses
microrganismos (BANAT et al., 1996; PANDEY & UPADHYAY,2010). Por outro
lado, a descoloracdo bacteriana geralmente ocorre mais rapida, com elevadas
taxas de descoloracédo (MACHADO et al., 2006; NOZU et al., 2010).

Os processos de biodegradacdo podem ser anaerébicos, aerdbicos ou
envolver uma combinacdo dos dois (PEARCE et al., 2003). Entretanto, o
completo mecanismo que envolve a descoloragcdo dos azo corantes pelos
microrganismos ainda é pouco conhecido (MAAS & CHAUDHARI, 2005;
MACHADO et al., 2006). Acredita-se que pelo menos dois mecanismos
estejam envolvidos. O primeiro seria a transferéncia direta de elétrons para os

azo corantes como aceptor final de elétrons via rota enzimatica, durante o
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catabolismo bacteriano, ligado a geracdo de ATP (conservacéo de energia) e o
segundo seria uma reducdo gratuita na molécula do azo corante por produtos
terminais do catabolismo bacteriano, ndo ligado a geracdo de ATP (PEARCE
et al., 2003). Outro possivel mecanismo de remocédo envolveria a reducéao das
ligacbes azo, pela reducdo de compostos inorganicos, como Fe2+ ou H2S,
formados como produtos finais de certas rea¢gfes anaerdbicas nos metabolitos
bacterianos (PANDEY , UPADHYAY,2010).

Para Stolz (2001) estas reacBes espontaneas permitem que varios
processos nao especificos de reducdo, orientados principalmente por
potenciais redox ou mediadores redox e compostos azo ocorram durante a
degradacdo da molécula do corante. Isto ocorre, principalmente, porque é
improvavel que altas cargas do corante contendo enxofre e alto peso
molecular, possam atravessar a membrana celular (RUSS et al., 2000). Assim,
a atividade redutora pode ndo ser dependente da captacao intracelular do
corante (PEARCE et al., 2003).

Segundo Kudlich et al. (1997) a adicdo de quinonas em um sistema
contendo azo corantes e Sphingomonas xenophaga BN6 agiram como
mediadores redox, sendo entdo reduzidas enzimaticamente por S. xenophaga
BN6, enquanto as hidroquinonas formadas, reduziram 0s azo corantes no

sobrenadante da cultura numa reacéo redox puramente quimica.

by

Com relacdo a descoloracdo anaerObica, a reducdo bacteriana é
relativamente ndo especifica com relagdo aos compostos azo envolvidos,
sendo assim de maior aplicagdo na remocdo da cor dos azo corantes
presentes nos efluentes coloridos. Por outro lado, em processos aerébicos,
ap6s um periodo de adaptacdo, as bactérias sintetizam azoredutases
especificas, que sob condi¢des controladas reduzem e quebram os grupos azo
na presenca do oxigénio (STOLZ, 2001). Isto foi observado por Wong e Yuen
(1996) quando relataram a descoloracdo e biodegradacdo do azo corante
Vermelho de Metila sob condi¢cdes aerobicas usando Klebsiella pneumoniae.
Sarnaik e Kanekar (1999) também descreveram a mineralizacdo aerdbica dos
corantes Trifenilmetano e Metil Violeta por Pseudomonas mendocina MCM-
402.
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A descoloragcdo anaerobica envolve uma reacdo de oxido-reducdo com
hidrogénio no lugar do oxigénio molecular livre nos sistemas aerobicos
(ROBINSON et al., 2001; RODRIGUES et al., 2010). Tipicamente, a quebra da
molécula forma metano e sulfeto de hidrogénio. Os azo corantes atuam como
agentes oxidantes na reducédo de flavina nucleotideo na cadeia transportadora
de elétrons microbiana, sendo entdo reduzidos e descoloridos
simultaneamente. Para que esta reducéo ocorra, carbono adicional é requerido
e entdo convertido a metano e gas carbodnico, liberando assim os elétrons.
Estes elétrons ao entrarem na cadeia respiratéria, requerem um aceptor final
de elétrons, que neste caso, € 0 azo corante reativo. Quando os elétrons
reagem com o corante, reduz a ligacdo azo, causando a descoloracao

(CARLIELL et al., 1996; RODRIGUES et al., 2010).

Para que este mecanismo de reducdo ocorra, as bactérias tém que
estabelecer uma ligacdo entre o0 seu sistema de transporte de elétrons
intracelular e a molécula do corante de alto peso molecular. Para que esta
ligacdo seja estabelecida, os componentes transportadores de elétrons devem
estar localizados na membrana exterior das células bacterianas; no caso de
bactérias Gram-negativas, elas podem estabelecer contato direto com o
substrato contendo o azo corante ou um mediador redox através de sua
superficie celular. Por outro lado, o baixo peso molecular do mediador redox
pode agir como transportador de elétron entre o azo corante e as azoredutases
dependentes de NADH, situadas na membrana exterior (PEARCE et al., 2003;
NOZU et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010).

Keck et al. (1997) demonstraram que certos compostos baseados em
quinonas formados durante o metabolismo de substratos especificos, se
comportaram como mediadores redox entre a molécula do corante e a
membrana bacteriana. A adicdo de mediadores redox sintéticos, como por
exemplo, antraquinonas sulfuradas, mesmo em baixas concentracgdes, facilita a
reducdo ndo enzimatica dos azo corantes dentro do ambiente extracelular.
Entretanto, se este ambiente for aerdbico, este mecanismo de reducéo pode
ser inibido pelo oxigénio, devido a oxidacdo preferencial de reducdo do
mediador redox pelo oxigénio no lugar do azo corante (PEARCE et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2010).
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Para Kudlich et al. (1997) a atividade azoredutase ligada a membrana e
mediada pelo composto redox, é diferente das azoredutases sollveis no
citoplasma, responsaveis pela reducédo do corante ndo sulfurado, que penetra
na membrana da célula. Assim, as azoredutases ligadas a membrana e as

azoredutases citoplasmaticas sédo dois sistemas enzimaticos diferentes.

A Figura 5 mostra um mecanismo proposto para a reducdo dos azo
corantes através de mediadores redox dependentes, em células bacterianas
quando incubadas sob condi¢des anaerdbicas. Embora, a reducéo final do azo
corante nas ceélulas do sobrenadante seja uma reacdo quimica redox
dominante, os mediadores redox dependem de enzimas redutoras
citoplasmaticas para prover elétrons. Também, € possivel que esta reacdo
quimica redox trabalhe em conjunto com reacdes enzimaticas envolvendo as
azoredutases, que podem ser enzimas desidrogenases, sintetizadas ao longo
do citoplasma e segregadas sem acumulo dentro da célula (PEARCE et al.,
2003).

Com relacdo a descoloracdo aerébica, durante os ultimos anos, diversas
espécies bacterianas tém sido citadas como responséveis por mecanismos de
reducdo, contribuindo assim para a descoloragcdo de alguns corantes. A
habilidade das bactérias em crescer na presenca de simples compostos azo
carboxilados como Unica fonte de carbono e energia, foi primeiramente
demonstrada por Overney em 1979, ao isolar Flavobacterium sp. que crescia
aerobicamente na presenga de 4,4 dicarboxiazobenzeno (STOZ, 2001;
RODRIGUES et al., 2010)
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Figura 5. Mecanismo proposto para a reducdo dos azo corantes pelas células bacterianas

(Pearce et al., 2003).

2.7 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas compreende um grande numero de espécies

(em torno de 100) de bacilos Gram-negativos, normalmente diferenciados por

meio de provas bioquimicas, testes de sensibilidade a antibiéticos, formacao de
pigmento, numero e localizacdo dos flagelos (TOLEDO , TRABULSI, 1999;

FAGUNDES,2006).

Os membros deste género sdo 0S microrganismos

freqientemente mais isolados em corpos aquaticos. Entretanto, sua presenca

hY

nao necessariamente indica possivel risco a saude publica. No entanto, P.

aeruginosa tem sido utilizada na analise de aguas recreacionais, devido sua

resisténcia a desinfeccdo quimica (TORANZOS

CHAPAVAL,et al., 2010).

McFETERS,

1996;
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Pseudomonas aeruginosa € um dos microrganismos mais ubiquitarios,
ou seja, é encontrada no solo, na 4gua, em vegetais, animais, alimentos e nos
mais diversos ambientes hospitalares. Considerada como patégeno
oportunista, € um dos mais importantes agentes de infeccdo hospitalar
(LINCOPAN , TRABULSI, 2004; CHAPAVAL,et al., 2010).

Taxonomicamente, P.aeruginosa pertence a familia
Pseudomonadaceae, classificada no grupo de homologia rRNA |,
especificamente no grupo fluorescente. Microscopicamente a bactéria €&
definida como um bacilo Gram-negativo reto, de 0,5-0,7 um de espessura por
1,5-3,0 um de comprimento, ndo esporulado, movel por um unico flagelo polar
(LINCOPAN , TRABULSI, 2004).

De acordo com sua fisiologia, €é classificada como uma bactéria
aerébica,podendo crescer anaerobicamente na presenca de nitrato, sendo
entdo usado como aceptor final de elétron. Embora a espécie seja
guimiorganotroéfica, a obtencédo de energia a partir de carboidratos implica num
metabolismo oxidativo (dependente de O2), ndo fermentador. Como alternativa,
pode usar outras fontes de carbono como, por exemplo, o acetato. Esta
versatilidade no requerimento nutricional e energético lhe permite crescer
rapidamente em diferentes meios de cultura e numa ampla faixa de
temperatura (4 - 42°C) (LINCOPAN , TRABULSI, 2004), sendo potencialmente
capaz de degradar mais de 100 compostos organicos diferentes (BARBOSA ,
TORRES, 1998; FAGUNDES,2006; CHAPAVAL,et al., 2010).

Uma das caracteristicas mais destacadas dessa espécie € a sua
capacidade em produzir pigmentos hidrossolaveis, um de cor azul, denominado
piocianina (TOLEDO , TRABULSI, 1999) e outro esverdeado, denominado
pioverdina (LINCOPAN , TRABULSI, 2004). Outros pigmentos também podem
ser observados com menor freqiéncia, como piomelanina (castanho) e
piorrubina (vermelho). Esta observagdo, assim como a produgdo de odor
caracteristico de frutas, produto da aminoacetofenona liberada pelo
microrganismo, € uma caracteristica de grande importancia na sua
identificagdo. Outra caracteristica destacavel é a formagdo, em meios de

cultura liquido e soélido, de uma camada de aspecto mucoide denominada
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slime , importante na formacédo de biofiimes (LINCOPAN, TRABULSI, 2004,
FAGUNDES, 2006)
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Resumo

Isolado clinico multiresistante de Pseudomonas aeruginosa UCP 1567 foi estudado o
processo de eliminacdo de resisténcia a drogas usando o metal pesado cadmio. A
estirpe foi aclimatada duas vezes em Luria Bertani com glicose, empregando a
concentracdo minima inibitéria determinada para cadmio (32ug/mL e 52 pg/mL,
respectivamente) utilizando o método de diluigdo. ApGs o processo de aclimatacdo a
bactéria foi submetida a novo antibiograma, sendo comparada com a estirpe
selvagem. Os resultados obtidos sugeriram que o metal pesado foi eficiente na
eliminacdo de plasmidios de resisténcia correspondendo a 84,61%, para a
aclimatacdo com cadmio a 32ug/mL e 92,30% para 52 ug/mL, respectivamente.Com a
eliminacao da resisténcia a drogas pelo cadmio a P. aeruginosa UCP 1567 podera ser
amplamente empregada sem causar riscos ambientais nos processos de
biorremediacao.

Keywords:
Antibiograma

Pseudomonas aeruginosa; Cadmio, Eliminacdo de resisténcia,

Introducéo

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo
aerdbio, gram-negativo,ndo fermentador,
isolado de solo, agua, plantas e animais.
E uma bactéria capaz de causar
infecgbes hospitalares, principalmente
em pacientes imunocomprometidos,
devido a fatores de viruléncia capzes de
inativar o sistema imune e a acdo de
antibidticos (De Vos et al. 1997;
Koneman et al 2001; Mata, Abegg,
2007).

As infeccdes devido a P. aeruginosa séo
particularmente probleméticas devida a
resisténcia intrinseca que elas
desenvolvem para multiplas classes de
antibioticos, adquirindo resisténcia

adaptavel durante um curso terapéutico
(Kollef, 2005).

Desta forma, o tratamento de P.
aeruginosa requer a associacdo de
antibidticos de vérias classes incluindo
agentes beta-lactdmicos de terceira e
guarta  geracéao, aminoglicosideos,
carbepenemas e quinolonas, entre
outros. Os testes de susceptibilidade
aos antimicrobianos caracterizam-se
como uma das ferramentas iniciais para
escolha de antibidticos, como também
sdo testes fundamentais para indicar
resisténcia (Dubois et al. 2001; Galles et
al 2001; Bratu et al 2005,).

As bactérias de um modo geral sao
capazes de desenvolver resisténcia aos
antibidticos por meio de diversos
mecanismos, como modi cacdo do
sistema de permeabilidade, producéo de
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beta-lactamases, transferéncias de
fatores R por conjugacdo ou super
expressdo do sistema de e uxo
(Hernandez et al. 1997, Pai et al. 2001).

A maioria das espécies bacterianas
patogénicas para o homem apresentam
plasmidios R (resisténcia) que contém
genes que conferem ao microrganismo
resisttncia. a um ou a varios
antimicrobianos. Estes podem existir de
maneira autbnoma ou integrada a
plasmidios  conjugativos, chamados
fatores de transferéncia de resisténcia
(RTF) (Tavares, 1993).

Devido as mutacdes e sele¢cbes naturais
relacionadas ao uso excessivo de
antibidticos, algumas cepas de P.
aeruginosa tornam-se capazes de
produzir potentes betalactamases,
enzimas que destroem antibiéticos,
incluindo 0s carbapenémicos,
convertendo-se em grande ameaca aos
pacientes imunocomprometidos
(Segretti, 1989; Santos et al., 2002).

Por outro lado, uma variedade de
compostos como corantes de acridina,
brometo de etidio, rifampicina, sal de bis-
amonio, metais como a prata e mais
recentemente, a tioridazina, uma
fenotiazina, assim como antibidticos
inibidores da subunidade B da DNA
girase, novobiocina e coumermicina tem
sido reportada para eliminar plasmidios
resistentes (Weisser , Wiedmann 1985;
Fu et al. 1988; Radhakrishnan et al.
1999; Catéao et al. 2010). No entanto, séo
raros os relatos da cura de plasmidios
por inibidores da subunidade A da DNA
girase, particularmente em linhagens de
P. aeruginosa.

Por outro lado, o cadmio normalmente
estd presente em aguas naturais em
pequenas concentragfes, geralmente
inferiores a 0,001 mg/L. Sua ingestdo
provoca disfuncdo renal, hipertenséo,
arteriosclerose, inibicdo no crescimento,
doencas crbnicas em idosos e cancer. O
cadmio apresenta Vvérias aplicacdes
industriais, porém é frequentemente
usado para a producdo de pigmentos,
pilhas elétricas e plasticos. Pequenas

quantidades de cadmio sdo encontradas
naturalmente no ar, na agua e no solo.
Em organismos intensamente expostos,
0 cadmio ocasiona graves enfermidades.
Existem atualmente algumas descricbes
de possiveis mecanismos de toxidade do
cadmio, entretanto, o modo real pelo
gual este elemento age tem sido pouco
estudado (Kumar , Worobec, 2002;
Pereira et al., 2004; Begic , Worobec,
2007).

No presente trabalho foi determinada a
concentragdo inibitéria  minima do
cadmio no isolado clinico em P.
aeruginosa UFC1567, além da
realizacdo do processo de aclimatacao,
investigando a eliminacdo de plasmidios
de resisténcia a drogas. Os estudos
realizados tém a finalidade de ampliar o
uso de estirpes clinicas no sentido de
minimizar 0s riscos ambientais nos
processos de bioremediagéo.

2. Material e Métodos

2.2.1. Microorganismo

Pseudomonas aeruginosa UCP 1567 ,
procedente de isolado clinico, resistente
a ampicilina, cefepime, cefoxitina
ciprofloxacina, clidamicina, eritromicina,
gentamicina, kamicacina, penicilina,
perfloxacina, piperaciclina e tazobactan
foi cedida do Banco de Culturas do
Nicleo de Pesquisa em Ciéncias
Ambientais NPCIAMB, UNICAP, Recife,
Brasil, sendo mantida no meio Agar
nutriente e armazenado a 4°C

2.2.2 Antibidticos, drogas, reagentes e
meios de cultura:

Os antibidticos foram obtidos da Sigma.
As drogas e reagentes foram adquiridos
da Reagen e Vetec, e 0s meios de
cultura da Difco e Oxoid
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2.2. Eliminacdo de resisténcia a
Drogas em P. aeruginosa

Determinacé@o da CMI para o Cadmio X
Aclimatacédo de P. aeruginosa

A determinacdo da CMI foi estabelecida
por duas vezes antes (para estirpe
selvagem) e apés aclimatagdo. Foi
determinada a Concentracdo Minima
Inibitéria  (CMI) para estirpe de
Pseudomonas aeruginosas (selvagem)
pelo método de microdiluicdo em meio
liquido (caldo nutriente) variando as
concentracbes de cadmio de 4 a 64
pg/ml, tendo como controle a auséncia
de cadmio. Foram adicionados 10ul do
indculo bacteriano na concentragdo de
10® UFC/ ml aos tubos contendo meio de
cultura que foram entéo incubados a 37°
C por 24h. A CMI foi determinada ap6s o
périodo de imcubacdo por turbidez a
600nm. O valor obtido para CMI de
concentracdo do cadmio foi ultilizado
para realizar aclimatacdo da estirpe em
meio AN durante 120 h a temperatura de
37°. Apés esse periodo nova
determinagcdo da CMI para o cadmio foi
realizada variando as concentragcfes 32
a 64 pg/mL , o matendo as mesmas
condigbes anteriores, determinando-se
uma nova CMI 1,625 maior que a CMI da
primeira alcimatacdo (Ledeberg e
Ledeberg 1952; Pereira et al. 2004). As
amostras de P. aeruginosa selvagem e
alimatadas com 32 e 52ug/mL de cadmio
foram submetidas a novos antibiograma,
para avaliar a eliminagdo de resisténcia
a drogas pelo cadmio.

2.3 Teste de difusédo em disco (Kirby
Bauer)

Os ensaios de sensibilidade
antimicrobiana foram realizados com as
linhagens de P. aeruginosa selvagem ,
apos primeira aclimatacdo em cadmio e

apos segunada aclimatagdo em céadmio,
utilizando o meio Mueller-Hinton (MH)
agar em placas de Petri e discos,
segundo recomendacdes e interpretagcdo
do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Os antibidticos
utilizados: aminoglicosideos [amicacina
(30 pug), gentamicina (10 pg), |;
cefalosporinas [cefepime (30 ug),
cefoxitina (30 pg) ]; fluoroquinolonas
[ciprofloxacina (5 pg), norfloxacina (10
Hg)]; carbapenemas [imipenem (10
pg),]l; Penicilinas [ampicilina (10 pg),
pinicilina G (10 pg), piperaciclina (10
Hg)];ac. Nalidilico (30 pg),cloranfenicol
(30  ug), clidamicina (2  ug),
eritromicina (15 pg), kamikacina(30
Hg),nitrofuroentina(30 ug),perfloxacina
(30 ug), tazobactina (10 pg) e
vancomicia(30 pg), (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2007). A
suspensdo de P. aeruginosa foi obtida
do crescimento em Agar nutriente por
18h, com uma D.O 600,, de 0,8 (10°
UFC/mL) e 0,ImL foi inoculado em
placas de Petri contendo 9,9mL do meio
MH solido, seguido da colocacdo de
discos na superficie do meio. As placas
foram incubadas a 37°C por 24h e os
halos formados ao redor dos discos
foram lidos utilizando-se um halémetro,
sendo 0 resultado expresso em
milimetros

3. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos com o
antibiograma das amostras selvagem,
apo6s aclimatagdo com 32 e 52ug/mL de
cadmio estdo apresentados na Tabela 1.

Observa-se que ocorre uma freqiiéncia
de resisténcia a multiplos farmacos em
P. aeruginosa selvagem, compativel com
a maioria dos isolados clinicos. Além
disso, observou-se resisténcia cruzada
principalmente, em relacdo  aos
antibioticos beta-lactamicos e
aminoglicosideos, sendo corroborado
pela literatura (Figueiredo et al., 2007,
Mata, Abegg, 2007; Ferreira, Lala, 2010).

O processo de eliminacdo plasmidial em
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Pseudomonas aeruginosa UCP 1567 foi
estudado utilizando a CMI 32 pg/ml para
cadmio, seguido da primeira aclimatacdo
na mesma concentracdo. Ao realizar o
antibiograma observou-se que o cadmio
foi eficiente eliminando a marca de
resisténcia para os seguintes antibioticos:
Ampicilina, Ciprofloxacina, Clidamicina,
Eritromicina, Gentamicina, Amicacina,
Penicilina, Perfloxacina, Piperaciclina e
Tazobactan, correspondendo a
freqUéncia

de 84,61%.

Um nova aclimatagdo em cadmio foi
realizada empregando a nova CMI que
correspondeu a 54 ug/mL, sendo
observado um aumento na freqliéncia
de cura plasmidial para 92,30 % . Essa
freqUiéncia obtida para P. aeruginosa é
superior a encontrada em outros
produtos com habilidade de realizar cura
plasmidial, como brometo de etidio,
rifampicina e novobiocina (Pereira et al.
2004).

Uma variedade de compostos tais como
corantes de acridina, brometo de etidio,
rifampicina, sal de bis-amonio , metais,
como a prata e mais recentemente a
tioridazina, uma fenotiazina, assim como
antibiodticos inibidores da subunidade B
da DNA girase, novobiocina e
coumermicina tem sido relatada na
literatura para eliminar plasmidios de
resisténcia a drogas. (Weisser ,
Wiedmann 1985; Fu et al. 1988;
Radhakrishnan et al. 1999; Catédo et al.
2010).

Tabelal. Antibiograma das amostras de
Pseudomonas aeruginosa selvagem e

apos aclimatadas em 32 e 52ug/mL de
cadmio

ANTIBIOTICOS  Selvagem Aclimatagéo

32ug  52ug
Acido Nalidilico S S S
Amicacina S S S
Ampicilina R 1 |
Cefepime R R R
Cefoxitina R R |
Ciprofloxacina R S S
Clidamicina R S S
Clorofenicol S S S
Eritromicina R S S
Gentamicina R S S
Imipinem S S S
Amicacina R S S
Nitrofuroentina R S S
Norfloxacina R S S
Penicilina R | |
Perfloxacina R S S
Piperaciclina R S S
Tazobactan R S S
Vancomicina R S S
R= resistente; | = intermediario; S=
sensivel

Variagbes entre 0s percentuais de
freqiéncia de cura podem  ser
encontradas em substancias de um
mesmo grupo farmacolégico. De modo
gue esses resultados estdo em
concordancia com outros relatos que
encontraram  diferentes  percentuais
guando avaliaram a capacidade das
fluorquinolonas em eliminar marca de
resisténcia para penicilina em linhagens
de S. aureus, detectando uma freqiiéncia
de cura de 0,88%e 0,49%
respectivamente, para ciprofloxacina e
norfloxacina na linhagem 319U. (Pereira
et al. 2004). Catdo et.al (2010) em
estudos realizado com riparinas
alcangcou um percentual de cura de
resisténcia plamidial de 61%.

O efeito do cadmio na eliminacdo da
marca de resisténcia a drogas abre
espaco para novas investigagoes,
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principalmente, os mecanismos naturais
envolvidos. Contudo, é possivel sugerir
que 0 mecanismos envolvido
provavelmente esta relacionado a
complexacdo com a DNA girase,
causando assim a eliminacdo de
plasmideos. Entretanto é importante
ressaltar que a flutuagcdo na eliminacéo
de plasmideos pode refletir também em
uma peculiaridade da linhagem em
estudo(Lacey e Chopra 1974;Catéo et al.
2010) .

Desta forma, estirpes de Pseudomonas
aeruginosa desprovidas de resisténcia a
drogas podera ampliar o potencial de
aplicacéo em processos de
bioremediagdo, minimizando assim a
exposicdo humana a riscos ambientais
causados por microrganismos
resistentes .
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Resumo

A biodegradacdo do azo corante Preto Remazol B usado em industrias téxteis foi
investigada usando Pseudomonas aeruginosa (UCP 1567) de isolado clinico apos
eliminagéo de resisténcia, sob diferentes condi¢cdes de cultivo, usando um planejamento
fatorial 2°, que teve como variaveis independentes, a agitacdo, concentracdo do corante
e tamanho do in6culo, e como variavel resposta, a descoloracdo do corante. De acordo
com os resultados P. aeruginosa promoveu uma descoloragéo de 85 -94,4% do corante,
sob condi¢cbes de repouso, 52% sob agitacdo de 100 rpm e 45% sob agitacdo de 200
rpm. Nos frascos mantidos em repouso, o pH do meio variou de 5,8 a 8,5. O bioensaio
usando Artemia salina apresentou mortalidade de > 80%, quando comparada ao
controle, indicando a recalcitrancia do composto. Os resultados obtidos demonstram que
das trés variaveis usadas, a agitacao,concentracdo do corante e o tamanho do inoculo
séo significativas no processo de remogédo do Preto Remazol e que a descoloracédo por
P. aeruginosa envolve co-metabolismo o qual pode ser fortemente afetado pela aeracéo,
demonstrando ainda que o oxigénio inibe a atividade azoredutase, envolvida no processo
de descoloracéo de azocorantes.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, descoloracdo, azo corante Preto Remazol
B, co-metabolismo
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1. Introducéo

Y

Devido a natureza sintética e a estrutura quimica complexa, as moléculas dos
corantes permanecem por longos periodos na natureza. Os azo corantes constituem a
maior classe de corantes sintéticos, sendo caracterizados por sua tipica ligacdo -N=N- [1]
. Estes compostos recalcitrantes podem causar sérios problemas ambientais, devido a
formagao de compostos carcinogénicos ou mutagénicos. [2]

A elevada solubilidade na &gua, faz com que o0s azo corantes ndo sejam
degradados por plantas convencionais de tratamentos de esgotos [3,4]. Deste modo,
efluentes coloridos contendo azo corantes reativos tém causado sérios problemas
ambientais, principalmente, porque estes compostos, quando presentes na agua Sao
altamente visiveis, afetando a transparéncia e estética do corpo aquatico [2,5].

Dessa maneira, € importante que se investigue linhagens microbianas que
apresentem elevado potencial de descoloracdo, através da clivagem redutiva do grupo
azo na molécula dos corantes téxteis. Nos Ultimos anos, diversos pesquisadores tém
demonstrado a habilidade de varios microrganismos em transformar compostos azo em
produtos nédo coloridos, bem como, realizar completa mineralizacdo, sob determinadas
condigbes ambientais [6,7].

As bactérias tém sido citadas como uma aplicacdo promissora no tratamento de
efluentes téxteis, devido aos custos de investimento que sdo de cinco a vinte vezes
menores que em alguns processos de tratamentos quimicos, como por exemplo, 0 0zdnio
ou peroxido de hidrogénio [8,9]

A biotransformacédo aerdbica dos azo corantes por fungos e bactérias tem sido
bastante estudada. Segundo Abraham et al. [10,9] o tratamento aerébico é mais atrativo,
como método de biodegradagdo destes compostos. Neste processo, o metabolismo
redutivo aerdbico requer enzimas especificas (azoredutases aerdbicas) que catalisam a
reducdo do composto azo através de NAD-dependentes [4]. As azoredutases aeroObicas
(flavinas monomeéricas) isoladas de Pseudomonas K22 e KF46 utilizam NADPH e NADH
como co - fatores na redugao de diversos corantes sulfurados [11].

Considerando que a descoloracdo dos azo corantes pode ser influenciada por
diversos fatores com variados graus de importancia, os modelos fatoriais tém sido usados
como uma importante ferramenta tanto para a realizacdo de pesquisas, como para
trabalhos aplicados [12, 13,14]. Neste sentido, devem ser considerados parametros
significativos para um determinado processo, assim como, a interacdo entre eles,
permitindo que processos de otimizagdo nos processos de descoloracdo sejam
alcancados. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de descoloracdo do
Preto Remazol por Pseudomonas aeruginosa (UCP 1567), sob diferentes condicdes de
cultivo, usando um planejamento fatorial completo 2°
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2. Material e Métodos

2.1.1. Microorganismo

Pseudomonas aeruginosa UCP 1567 foi cedida pelo Banco de Culturas do Ndcleo
de Pesquisa em Ciéncias Ambientais NPCIAMB, UNICAP, Recife, Brasil, registrado no
World Federation Culture for Collection-WFCC, sendo mantida no meio Agar nutriente a
4°C.

2.1.2 Corante

O corante utilizado foi o azo reativo Remazol Black B (C.I. 17095) obtido da
Sigma (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA).

2.2 Descoloracdo do Preto de Remazol por P. aeruginosa

Pré- inoculo

Pseudomonas aeruginosa foi previamente cultivada em 100 mL de caldo Luria
Bertani (LB) (g L") : triptona 10g, extrato de levedura 5g, NaCl 10g, adicionado de
glicose 5g distribuido em frasco Erlenmeyer de 250 mL e incubada por 12 h sob agitacéo
de 150 rpm a 37°C, resultando em uma cultura de 10° UFC/mL.

Cinética de descoloracao

Em seguida, inoculos de 1, 3,75 e 5 mL foram transferidos para frascos
Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contendo 50 mL do meio LB adicionado de
glicose, pH 7,0 £ 0,2. Os ensaios foram realizados de acordo com o planejamento fatorial
2%, por 120 h a 37°C. Amostras eram obtidas a cada 24h para determinacéo da cinética
de descoloracéo.
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2.3. Métodos Analiticos

2.3.1. Determinacédo pH.

O pH do meio livre de células foi medido utilizado um pHmetro Orion, modelo
310.

2.3.2. Descoloragéo Preto de Remazol

A remogédo do corante foi avaliada, apoés a centrifugagdo (10.000 g x 8 min.),
temperatura 28°C , através de leitura espectrofotométrica de 597 nm.

O calculo da descoloracao foi realizado através da equacao :

Remocao da cor (%) = (A)=(B) x 100
(A)

onde, (A) indica a absorbancia do meio liquido ndo inoculado e (B) indica a absorbancia
residual do meio liquido contendo preto remazol

2.3.3. Ensaios de toxicidade

O ensaio biolégico foi realizado utilizando a metodologia de McLauglin et al. [15]
nos ensaios 1, 2, 3 (maior descoloracdo). Cerca de 10 larvas de Artemia salina foram
transferidas para frascos contendo a amostra teste (material descolorido) com diferentes
concentracdes (25, 50 , 75%), diluidas em 5 mL de agua artificial do mar. Teste controle
foi realizado contendo somente agua do mar. Os testes foram realizados em triplicata. A
contagem dos animais mortos e vivos foi realizada apds 24 h de exposigéao.

2.6. Planejamento fatorial

A matriz de planejamento, os niveis inferior e superior foram substituidos por -1 e
+1, respectivamente, o que torna os valores dos niveis no ponto central todos iguais a
zero. O planejamento fatorial completo 2° para analisar os efeitos e interagbes das
variaveis independentes: volume do indculo, concentracao do corante e agitacéo, sobre a
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variavel resposta, percentual de descoloragdo apds 120 h. Todos os resultados foram
analisados utilizando o programa STATISTICA versao 5.0 da Statsoft, USA (Tabela 1),

3. Resultados e Discussao

3.1. Descoloracdo do azo corante

A descoloracdo dos azo corantes tem como reacdo inicial a clivagem redutiva do
grupo azo. Contudo, sob condicbes anaerdbicas estas reagdes podem ser catalisadas
por diversos sistemas biologicos, conduzindo ao acumulo de aminas arométicas [16]

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém relatado alguns fatores que podem
afetar a remocé&o dos corantes sintéticos durante o processo de descolora¢do microbiana.
Dentre eles, os fatores nutricionais (fontes de carbono e nitrogénio) e fatores fisicos
(temperatura, agitacdo e pH, dentre outros) podem influenciar na degradacdo dos
compostos azo (7, 17,18)

Neste sentido, experimentos foram realizados com P. aeruginosa (UCP 1567)
durante 120 h, usando diferentes combinac¢des das trés variaveis escolhidas (agitacao,
concentrac@o do corante e tamanho do inoculo) de acordo com o planejamento fatorial
2%, Dessa forma, observou-se gue a melhor taxa de descoloragéo do corante foi obtida
gquando todas as variaveis independentes encontravam-se reguladas em seu nivel inferior
(ensaio 1), promovendo uma descoloracdo de 94% e sugerindo a clivagem do grupo azo
do corante (Tabela 1).

Quando as variaveis independentes se encontravam em seu nivel superior
(ensaio 8), a taxa de descoloragéo visivelmente diminuiu, sendo de apenas 38%. No
entanto, quando os frascos foram submetidos a agitacdo moderada (100 rpm), a taxa de
descoloragdo foi maior (52%) (Tabela 1). Nos ensaios com maior descoloracdo, se
observou um aumento no pH do meio, sugerindo a presen¢a de aminas, provenientes da
clivagem do corante e reconhecidas pela alcalinidade (Tabela 1).

Para Padmavathy et al. [19] a descoloragédo dos azo corantes reativos Vermelho
RB e Vermelho Remazol usando glicose como co-substrato, contribuiu para uma
descoloracéo de 91-94%.

A cor dos corantes Vermelho Congo e DB 38 foi removida em até 98 e 72%,
respectivamente, por  Escherichia coli sob condicbes anaerdbicas e nenhuma
descoloracdo ocorreu durante a incubacédo aerébica [20]. Segundo Chang et al. [12] a
presencga do oxigénio ndo inibe diretamente a atividade azoredutase, sendo esta inibicdo,
provavelmente, um evento dependente do metabolismo microbiano. Bromley-Challenor
et al. [21] relataram que agitacdo suave ocasional promove uniformidade do corante,
diminuindo as limitages de difusao.

Silveira et al, [22] em estudo da Sele¢éo de Pseudomonas para descoloracdo de
corantes téxteis industriais observou para o metil-laranja , uma descoloracdo de 98%
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apés 48h e 78% ap0Os 56h respectivamente, sob condi¢cdes anaerdbicas.Ao estudar o
corante téxtil Acid Blue 92, comprovam que as duas linhagens foram capazes de
descorar concentracdes inferior a 30 mg L ' ,chegando a descoloracdo de 98% em P.
oleovorans e 94% para P. aeruginosa. No entanto, a descoloracdo do corante por P.
aeruginosa diminuiu rapidamente, na concentragdo de 70 mg / L para 50% de
descoloracdo, enquanto P. Oleovans foi capaz de remover 90% da cor da tintura na
concentracdo de 60 mg L' e até 76% a90mg L *

Chang e Kuo [12] ao estudar a descoloracdo do corante reativo Vermelho 22,
usando Escherichia coli, sob condi¢cdes andxicas e aerdbicas, também observaram que o
nivel de oxigénio dissolvido inibiu significantemente a remog¢&o da cor. Segundo Isik e
Sponza [20] a descoloracdo dos azo corantes Vermelho Congo e Preto Reativo 38 em
culturas de Pseudomonas sp. foi 100 e 83%, respectivamente, apds cinco dias de
incubacado anaerdbica. Contudo, sob condic6es microaerofilicas, apenas descoloragéo de
76 e 74%, respectivamente, foi observada. Nenhuma descoloragdo ocorreu sob
condi¢cbes aerdbicas.

De acordo com o diagrama de Pareto (Figura 1), observa-se que variaveis
independentes (tamanho do inoculo, concentracdo do corante e agitacado) exerceram um
efeito negativo no processo de descoloragdo do corante, contudo, somente a agitagao
apresentou efeito estatisticamente significativo, sugerindo que esta variavel é um
parametro de grande importancia no processo de descoloragéo do preto remazol por P.
aeruginosa.

3.3. Toxicidade

Ensaios de toxicidade usando A. salina nas amostras descoloridas (ensaios 1,2 e
3), foram realizados afim de determinar a toxicidade aguda do corante ap6s o tratamento
com P. aeruginosa.

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade sdo mostrados na Figura 2. A
porcentagem de mortalidade foi comparada com o controle, que nao apresentava
nenhuma substancia toxica. Dentre as amostras testadas, o ensaio 1 apresentou menor
toxicidade (80%).0s demais ensaios apresentaram mortalidade elevada (>80%).
Segundo Amoozegar et al. e Evangelista et al. [16 , 24] a mortalidade observada pode ser
sugerida pela presenca de grupos SOzH, que freqiientemente resistem a biodegradacao
ou sdo degradados somente parcialmente.

Assim, pOde-se observar que a degradagédo do corante formou metabdlitos, que
se apresentaram toxicos para A. salina. A presenca de &cido sulfanilico, presente no
meio pode ter contribuido para a toxicidade apresentada. Segundo Isik e Sponza [20]
testes de toxicidade usando D. magna mostraram que a parcela ndo degradavel do
corante era responsavel pela toxicidade.

3.4 Deteminacéo PH
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O pH do meio ao longo do cultivo tendeu a faixa alcalina (8,0) (tabela 1). Este fato
pode ser explicado pela producdo de metabdlitos intermediarios (aminas aromaticas), a
partir da biodegradac¢do do composto. O pH diminuiu com 24h (5,7), tendendo a
faixa alcalina ao final do -cultivo (8,2) (Figura 3). A diminui¢do inicial do pH é
justificada pelo acumulo de acidos orgéanicos, resultante da degradacdo da glicose.
[25]

Segundo Adebayo et al. [26] a descoloracdo total do corante Vermelho de
Metila (5 mg L-1) usando um consaércio bacteriano, foi observada apés 24 hem pH 7 e 8
e de apenas 82 e 65% em pH 5 e 6, respectivamente.

4, Conclusdes

Nas condicbes estudadas P. aeruginosa apos eliminacdo da frequiéncia de
resisténcia plasmidial remove efetivamente o azo corante preto de remazol em condi¢des
de co-metabolismo. A aplicacdo do planejamento fatorial demonstra que das trés
variaveis utilizadas, somente uma (agitacéo), parece afetar significantemente o processo
de descoloracéo do preto de remazol usando P.aeruginosa
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ANEXOS
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Tabela 1. Matriz codificada do planejamento fatorial 2> em relagdo 3 resposta de

descoloracdo do Preto Remazol B e pH por Pseudomonas aeruginosa UCP 1567 apds
120de cultivo a 37°C.

Niveis dos Fatores *

Descoloraggo (%) "

Amostra |Inéculo Corante Agitacdo 24h 120h PH final ©

-1 -1 -1

1 14.3% 94,4% 8,2
+1 -1 -1

2 7,0% 89,1 8,0
-1 +1 -1

3 9,0% 86,9 % 8,2
+1 +1 -1

4 11,0% 85 % 7,9
-1 -1 +1

5 9,4% 45% 7,6
+1 1 +1

6 5,8% 40,2 % 8,0
1 +1 +1

7 7,0 % 43 % 8,2
+1 +1 +1

8 7,1% 38% 8,2
0 0 0

9 12% 52,6% 8,0
0 0 0

10 9,7% 53,4% 8,3
0 0 0

11 6% 52,3% 7,9
0 0 0

12 8,4 52,2% 8,0

® Niveis dos fatores, codificados como valores de -1 e +1 e 0 (ponto central) na tabela, como segue: Inéculo

(108): 2,5 mL para o nivel -1; 3,75 mL nivel 0; 5 mL nivel +1; Concentra¢do do corante: 1mM para o nivel -1;

1,5 mM nivel 0; 2,0 mM nivel +1; Agitacdo: O rpm para nivel -1; 100 rpm nivel 0; 200 rpm nivel +1.° Resposta

. . o~ . C
obtida com cada ensaio referente a descolora¢do do Preto Remazol B por Pseudomonas aeruginosa. ~ pH

final do meio ao termino do experimento em cada ensaio.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: VAR7

2*+(3-0) design; MS Residual=,0038676
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(3)AGITACAO % //// ////
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(1)INOCULO // //// -,608302

2by3 //, 3013083
1by3 7 - 153497
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Estimativa de Efeito (valor absoluto)

Figura 1. Diagrama de Pareto mostrando os efeitos principais e interacdes das variaveis independentes no
processo de descoloragdo do Preto Remazol B por Pseudomonas aeruginosa UCP 1567, apds 120 h de
cultivo a 372C. (1) Tamanho do Indculo, (2) Concentragdo do corante e (3) Faixa de agitagdo.
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Figura 2. Avaliacio da toxidade dos metabdlitos formados durante o processo de descoloracdo do Preto
Remazol B, por Pseudomonas aeruginosa (UCP 1567), apds 120 h de cultivo a 372C, usando Artemia

salina.
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Figura 3 . Variacdo de PH durante o processo de remogdo do azo corante Preto Remazol por Pseudomonas
aeruginosa por 120h a 37° C. (ensaio 1)
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CAPITULO IV
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CONSIDERACOES FINAIS

A patrtir dos resultados obtidos conclui-se

» O cadmio mostrou — se eficiente no processo de eliminagédo de plasmideos

de resisténcia em Pseudomonas aeruginosa UCP 1567;

» O processo de aclimatacdo em maiores concentracbes de cadmio
aumentou o percentual de eliminacdo de resisténcia a drogas em P.

aeruginosa em 7,69%;

» A eliminacdo da frequéncia de resisténcia plasmidial ndo altera o potencia

de biorremediacdo do género P. aeruginosa.

» Pseudomonas aeruginosa (UCP 1567) apresenta elevado potencial de

descoloracéao do azo corante Preto de Remazol.;

» Dentre as variaveis de partida concentracdo do corante, tamanho do
inbculo e agitagdo exerceram um efeito negativo no processo de
descoloracdo do corante, contudo, somente a agitacdo apresentou efeito

estatisticamente significativo.
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superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one
grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a
way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier: =+http://www.elsevier.com/quidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic illustrations.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spell-check" and
"grammar-check" functions of your wordprocessor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to "the text". Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.
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Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should
be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results
and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc.
Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq.
(A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on. Similarly for
tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.
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Essential title page information

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous
(e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name
and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name, and, if available, the e-mail address of each
author.

Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone
and fax numbers (with country and area code) are provided in addition to the
e-mail address and the complete postal address. Contact details must be
kept up to date by the corresponding author.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described
in the article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or
"Permanent address") may be indicated as a footnote to that author's name. The
address at which the author actually did the work must be retained as the main,
affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For
this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s)
and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided,
but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article
in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership
online. Authors must provide images that clearly represent the work described in
the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or
MS Office files. See m+http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

99


http://www.elsevier.com/graphicalabstracts

Vilar-Junior, J.C - Eliminagéo de resisténcia a drogas por cadmio em Pseudomonas aeruginosa e aplicagdo na descoloragéo...

High lights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a
separate file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file
name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters per bullet point
including spaces). See z+http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote
to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the
research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the
article, etc.).

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international
system of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the
solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In
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principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be
displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes
into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate
the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves
separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.
Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
Save text in llustrations as "graphics" or enclose the font.
Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
Number the illustrations according to their sequence in the text.
Use a logical naming convention for your artwork files.

Provide captions to illustrations separately.
Produce images near to the desired size of the printed version.
Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
=+http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information
are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised,
please "save as" or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):
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EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".
TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300
dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: wuse a minimum of 1000 dpi.
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of

500 dpi is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft
Office applications please supply "as is".

Please do not:

Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, PG); the
resolution is too low;

Supply files that are too low in resolution;

Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article,
you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other
sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please indicate your preference for color in print or on the Web only. For further
information on the preparation of electronic artwork, please see =+
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting
color figures to "gray scale" (for the printed version should you not opt for color in
print) please submit in addition usable black and white versions of all the color
illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves
to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text.
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript
lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure
that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in
the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either "Unpublished
results” or "Personal communication” Citation of a reference as "in press" implies
that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can
be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if
desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list
(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be
given.
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List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article.
J Sci Commun 2000;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 3rd ed. New York: Macmillan;
1979.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In:
Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-
Publishing Inc; 1999, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6
authors the first 6 should be listed followed by "et al." For further details you are
referred to "Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
Journals" (J Am Med Assoc 1997;277:927-934) (see also =+
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

104


http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

