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RESUMO

O crescente aumento da preocupagdo com O meio ambiente acarretou o
desenvolvimento de alternativas environmental friendly para o tratamento e
recuperacado de areas contaminadas. Pode-se citar como um desses tratamentos, a
fitorremediagado, técnica que se baseia na utilizacdo de plantas com capacidade de
acumular, degradar ou transformar diversos poluentes. O girassol (Helianthus annuus)
aparece como um potencial agente fitorremediador, devido ao seu ja conhecido
potencial de remediar areas contaminadas, principalmente com metais, e a sua
importancia econémica na producao de biodiesel. Foi testada a capacidade da planta
H. annuus de descolorir solugdes dos seguintes corantes: Remazol Azul RGB, Levafix
Laranja E3-GA, Astrazon Vermelho, Mordente Laranja 1, Remazol Marinho e Telon
Turquesa. Houve 87% de descoloragédo da solugao do corante Astrazon Vermelho, no
periodo de 48 horas, sendo a taxa de 100% de descoloragdo atingida com 7 dias.
Analises de cortes histoldgicos dos tecidos da raiz e caule mostraram que a planta é
capaz de acumular esse corante nesses tecidos. Também foram analisadas as
variacbes nas atividades das enzimas peroxidase, lacase, catalase e superéxido
dismutase, nos tecidos vegetais da raiz e folha das plantas cultivadas em contato com
os corantes. A maioria dessas enzimas apresentou sua atividade induzida pela
presenca do corante, indicando que os corantes s&o responsaveis por causar estresse
na planta, devido a sua toxicidade. Essa toxicidade também foi testada, em nauplios de
Artemia salina, sendo ela diminuida nos corantes Remazol azul, Levafix laranja e
Mordente laranja, apds o tratamento com plantas de H. annuus. Entretanto, ainda sao

necessarios mais testes para avaliar o potencial biorremediador do girassol.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Girassol. Corantes téxteis.



ABSTRACT

The growing increase of concern for the environment issues has led to the development
of environmentally friendly alternatives for the treatment and recovery of contaminated
sites. One can cite as a treatment, the phytoremediation technique that is based on the
use of plants capable of accumulating, degrading or transforming various pollutants.
Sunflower (Helianthus annuus) appears as a potential phytoremediation agent, due to
its already known potential to treat contaminated areas, mainly with metals, and its
economic importance in the production of biodiesel. The ability of theplant H. annuus to
discolor solutions was evalueted, testing the following dyes: Remazol Blue RGB,
Levafix Orange E3-GA, Astrazon Red, Mordant Orange 1, Remazol Marine and Telon
Turquoise were tested.There was 87% discoloration of the solution of the dye Astrazon
Red, in the period of 48 hours, reaching 100% of discoloration with 7 days. Histological
analysis of the root and stem tissues shows that the plant is able to accumulate this dye
in these tissues. The activities of the enzymes peroxidase, laccase, catalase and
superoxide dismutase enzymes were evaluated in the root and leaf tissues of plants
grown in contact with dye. Most of the enzymes showed that their activity was induced
by the presence of the dye, indicating that the dyes are responsible for causing stress in
the plant due to its toxicity. This toxicity was also tested in nauplii of Artemia salina,
being decreased in the blue Remazol, Levafix orange and Mordente orange dyes after
treatment with H. annuus plants. Further tests are still needed to assess the sunflower

biremediator potential.

Keywords: Phytoremediation. Sunflower. Textile dyes.
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1 REFERENCIAL TEORICO
1.1 Industria téxtil

As atividades téxteis tiveram inicio ha muitos séculos, podendo ser considerado
um dos setores mais antigos, perdendo somente para a agricultura (KUMAR e
SUGANYA, 2017). A raz&o da producgao de tecido ser uma arte t&do antiga esta ligada
ao fato de que os tecidos s&o itens de necessidade basica humana. E tdo importante
quanto a necessidade por alimentagdao e abrigo. Com o passar do tempo, essa
atividade foi ganhando cada vez mais importancia, desempenhando papel fundamental
na Revolugéo Industrial (HARLEY, 2012).

No contexto nacional, antes da chegada dos colonizadores portugueses, a
producao artesanal de tecidos de algodéao ja era praticada pelos indios, com o intuito
de produzir vestimentas e utensilios, como redes (COSTA et al., 2000; MATHIAS,
1988; STEIN, 1979). Como industria, esse setor ja tem quase 200 anos, com um
desenvolvimento significativo por volta do final do século XIX. Tal desenvolvimento
continuou no inicio do século XX, atingindo seu auge na década de 40, quando o Brasil
chegou a ser o segundo maior produtor téxtil mundial. Tal fato se deve aos diversos
avangos tecnologicos e a recessao industrial dos paises desenvolvidos, devido a
Segunda Guerra Mundial (FUJITA et al.,, 2015). Em 1945, ao final da guerra, as
industrias brasileiras chegaram a produzir mais de um bilhdo de metros de tecidos
(COSTA et al., 2000).

A industria téxtil representa uma importante parcela da economia mundial,
movimentando mais de US$200 bilhdes anuais. Os principais paises exportadores do
setor téxtil e de roupas em 2015 foram China (38,37%), india (5,21%), Italia (4,40%) e
Alemanha (4,18%) (United Nations Comodity Trade Statistics Database, 2017). Além
de importante na economia de diversos paises, esse setor também desempenha um
papel crucial na economia brasileira. Segundo a Associagao Brasileira da Industria

Téxtil e de Confecgédo (Abit), em 2016, esse setor foi o segundo maior gerador de
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empregos da industria de transformacgéo, quinto maior produtor téxtii do mundo,
obtendo o valor de exportagdes de US$ 1 bilhdo (Abit, 2017).

1.2 Corantes

A cor do tecido € uma questdo fundamental para o sucesso do produto téxtil,
pois torna o tecido mais ou menos atrativo ao consumidor, gerando alto impacto na
agregacéao de valor ao produto final, sendo as vezes até mais importante que a prépria
constituicdo do tecido (KANT, 2012). Essas substancias com capacidade de adicionar
cor sao geralmente compostas por dois componentes principais: um cromoforo,
responsavel pela cor, e um grupo funcional, que liga o corante a fibra do tecido
(VENCESLAU et al., 2008).

O primeiro registro do uso de corantes téxteis € datado de 3500 AC, nessa
época os corantes de origem natural, oriundos de flores, frutas e minerais (KANT,
2012). Durante muito tempo foram utilizados somente corantes naturais, no entanto
eles forneciam um espectro estreito de cores e com o aumento da demanda devido a
Revolugdo Industrial, fez-se economicamente inviavel a sua utilizagdo (GRIFFTHS,
1990).

Os corantes sintéticos foram desenvolvidos em 1856 por William Henry Perkin,
sendo o primeiro corante a mauveina (HUBNER, 2006). Em 1869, o primeiro pigmento
natural foi duplicado sinteticamente, a alizarina, derivada da raiz da espécie Rubia
tinctorum (BIEN et al., 2005). O desenvolvimento da industria téxtil esteve intimamente
ligado com a descoberta de novos corantes. Esta relagdo proporcionou durante o
século XIX, a descoberta de inumeros tipos de corantes utilizados atualmente
(HUNGER, 2003).

Além da sua aplicagdo na industria téxtil, os corantes também s&o largamente
utilizados em: farmacos, alimentos, cosméticos, plasticos, tintas, insumos para
fotografias e papel (GURSES et al., 2016). Com toda essa diversidade de aplicagoes,
os corantes também possuem propriedades distintas, podendo ser classificados de

diversas formas.
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1.2.1 Classificacao dos Corantes

Uma forma comum de classificagdo dos corantes é baseada na fonte de origem
do material, sendo utilizadas as denominagbes de natural ou sintético, como ja
mencionado. Alguns exemplos de corantes naturais s&o o preto natural | (hematoxilina)
(Figura 1), obtido da planta Haematoxylum campechianum, e amarelo natural 6
(acafrao), obtido da planta Crocus sativus.

Figura 1. Estrutura molecular do corante preto natural | (hematoxilina).

Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Substance Database; SID=125164580,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/125164580.

Outra maneira de classificagdo dos corantes é segundo seu uso ou método de
aplicagao. As principais categorias deste grupo sao: corantes acidos, corantes diretos,
corantes azdicos, corantes dispersivos, corantes de enxofre, corantes reativos e
corantes basicos. Cada uma dessas classes é descrita a seguir, de acordo com o livro

Industrial Dyes — Chemistry, Properties, Applications, de Klaus Hunger (2003).

Os corantes acidos sao caracterizados por possuirem grupos sulfénicos e serem
altamente soluveis em agua (Figura 2). Eles sdo utilizados principalmente em fibras
protéicas (la, seda) e fibras de poliamidas sintéticas. Em solugbes acidas, os grupos
aminas das fibras do tecido interagem ionicamente com os grupos negativos do
corante, formando uma molécula de cor insoluvel na fibra. Os corantes acidos mais
importantes comercialmente sdo os baseados em compostos azos, antraquinona

etriariimetano.
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Figura 2. Estrutura molecular do corante acido violeta 43.
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Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Substance Database; SID=341215284,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/341215284.

Os corantes diretos sdo compostos soluveis em agua, normalmente utilizados
com eletrélitos (para aumentar a sua solubilidade) (Figura 3). Possuem a finalidade de
tingir fibras de algodao e outras fibras celulésicas através de interagdes eletrostaticas.

Os corantes dessa classe geralmente possuem grupos poli-azo em sua estrutura.

Figura 3. Estrutura molecular do corante direto azul 86 (telon turquesa).
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Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Substance Database; SID=254765647,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/254765647.

Os corantes azéicos (Figura 4) sdo comumente formados sobre a fibra do tecido,
através da combinagdao de um agente de acoplamento com um sal de diazénio, que
resulta na formagédo de um corante insoluvel em agua, caracterizado pela presenga do
grupo funcional -N=N-. Sdo0 usados para o tingimento de celulose, principalmente de
algodao. De todos os corantes, aproximadamente 60% sao constituidos de compostos
azo (CARLIELL et al., 1995).
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Figura 4. Estrutura molecular do corante azo solvente amarelo 72.

Fonte:National Center for Biotechnology Information. PubChem Substance Database; SID=315680618,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/315680618.

Os corantes dispersivos sédo solugdes coloidais com baixa solubilidade em agua
(Figura 5). Durante o processo de tingimento no qual se usa este corante, as condi¢cdes
de temperatura e pressao favorecem o afrouxamento das estruturas das fibras do
tecido. Com isso, o corante entra nas lacunas formadas e sdo absorvidas pelo tecido.

Esse tipo de corante é aplicado em fibras sintéticas, como nylon, polyester e acetato.

Figura 5. Estrutura molecular do corante dispersivo vermelho 1.

Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Substance Database; SID=341114349,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/341114349.

A classe dos corantes de enxofre tem como caracteristica a formagéao de pontes
de polissulfeto (Figura 6) apds a sua aplicagdo no tecido, tornando-se insoluvel em
agua. Sao usados particularmente em fibras celuldsicas, como algodao e rayon,
conferido cores escuras (exemplo: preto e azul marinho). Esse grupo apresenta grande
importancia econdbmica, pois geram um baixo custo de produgdo. No entanto, ele

possui poucos representantes, devido ao impacto ambiental que eles causam.
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Figura 6. Estrutura Molecular do corante de enxofre preto I.
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Fonte: HUNGER, 2003.

Os corantes reativos recebem esse nome, pois sdo capazes de formar ligagbes
covalentes com as fibras do tecido (Figura 7 e 8). Nesse quesito eles podem ser
considerados unicos, pois se tornam uma parte integral do tecido tingido, conferindo
uma maior estabilidade a cor. Os principais grupos quimicos presentes nessa classe

sdo azo, trifendioxazina, ftalocianina, formazan e antraquinona.

Figura 7. Estrutura Molecular do corante levafix laranja E3-GA (reativo Laranja 64).
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Fonte: KOBYA et al., 2005.

Figura 8. Estrutura Molecular do corante remazol marinho (reativo azul 203).
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Fonte: ERDEN et al., 2009.

Os corantes basicos normalmente possuem um grupamento amina, responsavel
pela carga positiva, que caracteriza a molécula como basica (Figura 9 e 10). A
interagdo ibnica entre o corante e a fibra do tecido é a base do processo de tingimento
destas moléculas. Estes corantes se ligam bem a polimeros do tipo acrilico, devido as

cargas negativas deste material.
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Figura 9. Estrutura Molecular do corante astrazon amarelo (basico amarelo 21).
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Fonte: SULAK et al., 2006.

Figura 10. Estrutura Molecular do corante astrazon vermelho (basico vermelho 46).

Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChemSubstanceDatabase; SID=135116376,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/135116376.

A classe de corantes mordente é caracterizada por conter varios locais de
ligacdo a agentes quelantes, formando um complexo de coordenagdo com ions
metalicos (Figura 11). Tais agentes quelantes podem ser sais de cromo, aluminio ou

cobre.

Figura 11. Estrutura Molecular do corante mordente laranja 1.

0
OH

O,N O N=N OH
Fonte: http://www.sigmaaldrich.com

1.2.2 Impactos ambientais

As atividades humanas acarretam um grande impacto ao ambiente. Um dos
principais causadores desse impacto é a geragao de rejeitos industriais. Grande parte

desses residuos € descartada diretamente na natureza sem nenhum tratamento prévio.
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Apesar de uma pequena parte destes poluentes podem ser naturalmente
degradados no ambiente, muitos deles sdo recalcitrantes e téxicos. Dentre estes
poluentes com resisténcia a degradagcédo natural, temos diversos tipos de corantes

téxteis, que demoram longos periodos até sua total degradagao (SOUZA et al., 2007).

A industria téxtil é responsavel por uma grande parcela na produgéo e descarte
indevido de residuos, sendo o processo de tingimento uma das etapas que mais
contribui para a contaminagcdo de efluentes. O processo de tingimento consiste
basicamente em trés etapas: montagem, fixacdo e tratamento final (PETERS,1975;
ALCANTARA et al., 1996). As duas primeiras fases sdo realizadas por meio de
inumeras reacgdes quimicas. Entretanto, a operagao final sempre consiste de uma
etapa de lavagem em banhos correntes para retirada do excesso de corante nao fixado
a fibra nas etapas anteriores (GUARATINI et al., 2000).

O consumo de agua para o tingimento de tecidos varia de 30-50 litros/kg de
tecido, dependendo do tipo de corante utilizado (KANT, 2012). Durante o processo de
tingimento, 10-50% dos corantes séo perdidos para o ambiente (CHEQUER, 2013). O
Grupo World Bank estima que 17-20% da poluigdo de agua s&o ocasionadas por
residuos industriais é proveniente do tingimento e tratamento final de tecidos (KANT,
2012).

A presenca de corantes nos efluentes téxteis, mesmo em concentragbes
menores que 1 mg/L (em alguns casos), gera uma diminuicdo na capacidade de
penetracdo da luz solar na agua, devido a adigao de cor na solugdo. Esse fato afeta
diretamente o processo de fotossintese dos organismos e o balango aquatico de
oxigénio. Tais alteragbes resultam em impactos ecoldgicos e na qualidade da agua
para consumo (LIMA et al., 2012). Além do impacto indireto para o ser humano através
da diminuicdo da disponibilidade de agua potavel, alguns corantes podem gerar
impactos diretos, por meio de seus efeitos téxicos e mutagénicos (CHEQUER, 2013).
Por volta de 40% dos corantes usados mundialmente possuem um cloro organico

ligado, sendo um composto conhecidamente carcinogénico (KANT, 2012).
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Devido a grande variedade de fibras, corantes, processos auxiliares e
finalizadores, se € produzido um residuo de alta complexidade e diversidade quimica,
que nao consegue ser adequadamente tratado pelos sistemas convencionais de
tratamento de esgoto (VANDEVIVERE et al., 1998). Juntamente com isso, a maioria
dos corantes apresenta alta estabilidade térmica, quimica, a detergentes e luz
(COUTO, 2009). Boa parte desta estabilidade se deve a sua origem sintética e
estrutura aromatica complexa dessas moléculas, tornando-as mais recalcitrantes a
biodegradacao (FORGACS et al., 2004; PRZYSTAS et al.,2012).

1.3 Biorremediagao

A preocupagdo com os impactos ambientais produzido pelo homem induziu o
ser humano a tentar minimizar este efeito indesejado por meio de diferentes métodos.
Um deles é a diminuicdo na geragdo de compostos antropogénicos descartados na
natureza. Os tratamentos fisico-quimicos sdao o principal método utilizado pelo ser
humano para tratar os agentes poluentes (adsorg¢ao, precipitagdo, oxidagao quimica,
fotodegradacdo e filtragdo de membrana). Todos esses métodos possuem sérias
restricdes como alto custo, formagao de subprodutos téxicos e alto consumo de energia
(STOLZ, 2001). Essas restricdes levam a constante busca por processos mais

eficientes e com menores custos.

Um método alternativo bem promissor € o processo de biorremediagéo, que se
baseia na degradagao biolégica de compostos toxicos, sobre condigbes controladas,
até que se atinja um estado menos toxico ou inécuo, geralmente com a formagéo de
diéxido de carbono e agua (BRAR et al., 2006).

A biorremediacao pode ser classificada em dois tipos: in situ e ex situ. Na
biorremediacao in situ ndo é necessario a remogao do substrato para a realizagdo do
tratamento, normalmente realizado pela suplementagdo de nutrientes e oxigénio,
estimulando os microrganismos locais. Ja na biorremediagcdo ex situ € necessario que

haja uma escavagao ou remogao do solo ou aguas contaminadas (GOSH et al., 2005).
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1.3.1 Fitorremediagcao

Esse método € um tipo de biorremediagado, que consiste no uso de plantas que
possuem a capacidade de remover, acumular ou transformar diversos poluentes
presentes em ambientes como solo, agua e ar (KARIGAR et al, 2011). A
fitorremediagdo € um processo eficiente, com baixo custo econémico, ndo-intrusivo e

com baixo efeito deletério a natureza (WILTSE et al., 1998).

Diversas plantas apresentam o potencial de recuperar diferentes ambientes
contaminados, com diversos relatos, em especial, da remediacdo de areas ricas em
corantes téxteis (WATHARKAR et al., 2014; ZHOU et al., 2013). As plantas podem
utilizar diferentes mecanismos no processo de fitorremediagdo de areas contaminadas,
dentre eles podem ser citados a fitoextracdo, fitovolatizacdo, fitotransformacao,

fitoestabilizacao e rizofiltracao.

A fitoextragdo ocorre quando a planta retira compostos téxicos do meio, atraves
de absorcdo e concentracdo dos contaminantes na biomassa vegetal. E ideal para a
aplicagao em areas em que o contaminante ocorre em baixas concentracdes e proximo

a superficie, ao alcance das raizes (RULKENS et al., 1998).

Os espécimes vegetais capazes de captar contaminantes do solo e liberarem
eles na atmosfera na forma de gas séo classificados de fitovolatizadores. Esses
vegetais possuem altos indices de transpiragdo, o que os ajudam a obter um resultado
satisfatério na fitorremediagdo. Alguns exemplos de contaminantes capazes de serem
volatilizados pelas plantas sdo os metais selénio, arsénio e mercurio (HANSEN et al.,
1998; RUGH et al., 1996).

A fitodegradagao € o mecanismo pelo qual ocorre a degradagdo de compostos
organicos captados pela planta, através da acdo de enzimas, resultando na
incorporagdo das moléculas produzidas por esse processo aos tecidos da planta
(GHOSH et al., 2005).

Na fitoestabilizagao faz-se utilizacdo das raizes e seus exsudados para evitar os

processos de lixiviagdo, escoamento e erosdo de contaminantes no solo, por meio da
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limitagdo da mobilidade e Dbiodisponibilidade do contaminante (BERTI e
CUNNINGHAM, 2000). Isso ocorre através da sorgéo, precipitacdo, complexagado ou
reducao da valéncia de metais (GHOSH et al., 2005).

O processo de rizofiltragao pode ser definido pelo uso de plantas cultivadas em
hidroponia, em que as raizes sao utilizadas para absorver, concentrar ou precipitar
compostos toxicos de efluentes contaminados (SCHMOGER et al., 2000). As plantas
mais utilizadas sdo as aquaticas e o processo pode ser desenvolvido in situ ou ex situ
(GHOSH et al.,, 2005). Algumas espécies de plantas bastante utilizadas na
fitorremediagédo sdo as do género typha e azzola, que s&o plantas aquaticas tolerantes
a contaminantes, de rapido crescimento e com percentual de acumulagdo (HOODA,
2007).

A rizofiltracdo, no entanto, ndo € um processo que se restringe somente a
utilizacdo de plantas aquaticas, mas também ¢é possivel fazer a aplicacdo de plantas
terrestres que apresentem um sistema radicular bem desenvolvido e que sejam boas
acumuladoras (HOODA, 2007). Algumas das espécies terrestres que sao utilizadas
nesse processo sao Helianthus annuus (DUSHENKOV e KAPULNIK, 2000) e
Phaseolus vulgaris (PIECHALAK et al., 2002), que sao exemplos de plantas eficientes

no processo de acumulagao de compostos inorganicos.
1.3.2 Enzimas

As enzimas sao catalisadores biologicos que favorecem a conversdo de
substratos em produtos, pela diminuicdo da energia de ativagdo (KARIGAR et al.,
2011). No processo de biorremediacdo, um dos mecanismos conversores de
contaminantes em substancias ndo toxicas € intermediado por acdo enzimatica. As
enzimas envolvidas nesse processo de transformacdo podem estar localizadas dentro
da célula vegetal ou serem externalizadas no meio extracelular (NANNIPIERI et al.,
2002). Por serem capazes de catalisar a degradagao de compostos toxicos em nao
toxicos, mesmo em baixas concentragdes, as enzimas possuem grande importancia do
ponto de vista de biorremediacao (FREIRE et al, 2000).
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Dos muitos tipos de enzimas existentes nas plantas, a classe das
oxidoredutases merece destaque no processo de detoxificacdo de xenobidticos
(KARIGAR et al.,, 2011). Dentre essas enzimas desse grupo pode-se ressaltar as

peroxidases, lacases, catalases e superoxido dismutases.

As peroxidases possuem a capacidade de remover ou transformar compostos
fendlicos de efluentes poluidos (HUSAIN e JAN, 2000; DURAN e ESPOSITO, 2000).
Varias peroxidases originarias de diferentes espécies, possuem a capacidade de
descolorir corantes téxteis comprovada, como no caso da Ipomea palmata, Saccharum
spontaneum (SHAFFIQU et al., 2002), Senna angustifélia (ARRIETA et al., 2002) e
Momordica charantia (AKHTAR et al., 2005). Com destaque, temos a peroxidase de
Armoracia rusticana, que é bastante estudada e aplicada na degradacdo de corantes
téxteis (BHUNIA et al., 2001; MOHAN et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

As lacases sdo enzimas que tem como substrato compostos que possuem anéis
aromaticos, como fendis e aminas aromaticas (BOURBONNAIS et al., 1997; ROBLES
et al.,, 2000). A sua utilizagdo em processos de descoloragao de corantes téxteis &
estudado, como no caso de lacases isoladas de Phlebia tremellosa (KIRBY et al.,
2000), Trametes hirsuta (ABADULLA et al., 2000), Pleurotus ostreatus e
Phanerochaete chrysosporium (VERMA e MADAMWAR, 2002).

Por fim, a catalase e a superoxido dismutase possuem como fungao principal, a
defesa do organismo contra modificacdes oxidativas no DNA, proteinas e lipideos. A
superéxido dismutase catalisa a formacado de perdxido de hidrogénio a partir de
espécies reativas de oxigénio, ja as catalases, dismutam o peréxido de hidrogénio em
agua e oxigénio (GRIGORAS, 2017; RIBIC et al., 2017).

Um dos mecanismos pelo qual acredita-se que as plantas sejam capazes de
recuperar areas contaminadas, € através da producdo de enzimas. A presenca de
contaminantes causa um estresse na planta, sendo capaz de induzir a producédo de
enzimas envolvidas na defesa vegetal (JOUILI et al., 2003). Tais enzimas possuem o
potencial de catalisar reagbes de degradacao de diversos contaminantes, como de

corantes téxteis.
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1.4  Helianthus annuus (Girassol)

O Helianthus annuus, comumente conhecida como girassol, € uma dicotiledénea
da familia Asteraceae. Possui origem na América do norte, com ampla dispersao e
cultivo em todos os continentes. Em relagdo as suas caracteristicas agronémicas, €&
uma planta considerada bastante resistente a seca, calor e frio, o que facilita muito o
seu cultivo no mundo (CASTRO et al, 1996). O H. annuus possui diversas utilidades,
como alimentagcdo animal, producdo de biodiesel e como planta ornamental.
(DICJMANN et al, 2005; SILVA et al., 2007).

Os principais paises produtores de girassol sdao Ucrania, Russia e Argentina. O
Brasil ainda ocupa uma posicédo inexpressiva na producdo dessa planta, porém essa
pode ser considerada uma area em expansdo, ja que ela representa uma boa
alternativa para ser utilizada em sistemas de rotagcao/sucessao de cultura de graos e

devido ao aumento na demanda por biodiesel (SILVA et al, 2011).

Dentre as varias aplicagdes do H. annuus, pode-se citar sua utilidade no
processo de biorremediacdo. Varios trabalhos ja comprovaram sua capacidade de
remediar areas contaminadas com metais pesados (niquel, chumbo, zinco e cadmio)
(MAKHTAR et al., 2010; NEHNEVAJOVA et al., 2006) e também por corantes téxteis
(HUICHENG et al., 2012).

Com base na capacidade ja comprovada de varias espécies vegetais em
degradar, absolver ou detoxificar ambientes ricos em rejeitos toxicos, como corantes
téxteis, fica evidente o potencial das plantas como modelo alternativo de remediagao
destes ambientes. A resisténcia a condi¢des adversas (calor, frio, seca) em conjunto
com a capacidade de limpar areas contaminadas com metais pesados, coloca H.
annuus como uma espécie possivelmente capaz de ser utilizada como um
biorremediador em areas contaminadas com outros tipos de poluentes, como corantes

téxteis.
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1.5 Perguntas de Partida

Assim, de acordo com o que foi exposto, foram formuladas as seguintes perguntas de

partida:

1. A espécie H. annuus apresenta a capacidade de descolorir e detoxificar
corantes téxteis em ambientes aquaticos?
2. A exposicdo a corantes téxteis ocasionaria alteracdo do perfil protéico de

exsudado, folhas ou raizes de H. annuus?

3. O tratamento de plantas de H. annuus com corantes téxteis seria capaz de
alterar o teor de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em suas raizes

e folhas?

1.6 Hipotese

Com base na reconhecida capacidade em remediar areas contaminadas e
clarificar corantes téxteis, H. annuus apresenta a propriedade de descolorir solugcbes
dos corantes Remazol Azul RGB, Levafix Laranja E3-GA, Astrazon Vermelho,
Mordente Laranja, Remazol Marinho e Telon Turquesa estando tal efeito relacionado

com o aumento da atividade das enzimas oxidorredutases presentes na planta.
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2 OBJETIVOS

Geral

1. Avaliar o potencial de fitorremediagcdo do girassol (Helianthus annuus) de

efluentes contaminados com corantes téxteis.
Especificos

1. Avaliar parametros fisioldgicos;

2. Quantificar a descoloragao de corantes téxteis na presencga do girassol;

3. Analisar a atividade enzimatica das enzimas peroxidase, catalase, lacase e
superoéxido dismutase nos tecidos vegetais da raiz e folha;

4. Avaliar capacidade detoxificante do tratamento sobre corantes téxteis.
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3 MATERIAL
3.1 Sementes de H. annuus

Neste trabalho foram utilizadas sementes comerciais de H. annuus, obtidas

em estabelecimentos especializados.
3.2 Reagentes quimicos e outros materiais

Os reagentes Tris (hidroximetil) aminometano, acrilamida,
bisacrilamida, TEMED, Lacase, Seringaldazina, “Coomassie Brilliant Blue” R-250 e G-
250 foram obtidos da Sigma Aldrich-Co (St. Louis, MO, EUA). Os marcadores de
massa molecular para SDS-PAGE foram obtidos da GE HeathCare (Uppsala, Suécia).
Os demais reagentes usados foram de grau analitico e obtidos comercialmente.

3.1 Preparo da areia

Para a germinagcdo das sementes de H. annuus foi utilizado areia como
substrato. A areia foi peneirada e submetida a repetidas lavagens (no minimo oito) com
agua, até que fossem retirados os residuos visiveis. A areia ficou 2 a 3 dias em
temperatura ambiente para completa secagem. Apos este processo, o substrato foi
esterilizado por meio de autoclavagem (15 minutos, 121 °C).
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4 METODOS
4.1 Preparo e germinagao das sementes

As sementes de H. annuus foram inicialmente desinfestadas por imersao em
solugédo de hipoclorito de sodio 2%, por um periodo de 5 minutos. Em seguida, foi
realizado o processo de quebra de dorméncia por meio de imersdo em agua destilada
aquecida a 40 °C, por 15 minutos (Borghetti et al., 2002) . Cada semente foi colocada
para germinar em recipientes individuais com areia e regadas com agua destilada em
dias alternados. O cultivo em substrato solido foi realizado durante um periodo de

quatorze dias.
4.2 Cultivo hidropénico

Apo6s os quatorze dias do periodo de cultivo em areia, as plantulas foram
transferidas para o cultivo hidropdnico. As mudas foram retiradas do substrato sélido
(minimizando os danos ao sistema radicular) e suas raizes foram lavadas com agua
destilada, para a retirada do excesso de areia. Apds o processo de limpeza das raizes,
as plantas foram entdo acomodadas em frasco erlenmeyer contendo solugao nutritiva
de Hoagland. O volume inicial de solugdo (250 mL) foi mantido constante por meio da
adicao de solugao nutritiva fresca. As plantas foram mantidas em casa de vegetagao
por sete dias para se adaptarem ao cultivo hidropénico (Huicheng et al., 2012, com

modifica¢des).
4.3 Teste de descoloragao de corantes

Apos o periodo de adaptagado, as plantas foram divididas em dois grupos
(n=3). O grupo controle foi acondicionado em recipientes contendo apenas solugao
nutritiva de Hoagland. O grupo tratado foi acondicionado em recipientes contendo
solugdo nutritiva acrescida de corantes téxteis previamente dissolvidos (20 mg/L). Cada
frasco teve o volume de meio mantido pela constante adigdo de solugao nutritiva (na
auséncia e presenga de corante) fresca em dias alternados. O tempo de duragédo do

experimento foi de 15 dias.
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Durante o periodo de execucdo do experimento, os frascos foram recobertos
com papel aluminio para evitar fotodegradagédo da solugdo e crescimento de algas. A
taxa de descoloracdo dos corantes foi avaliada através de mensuracao da absorbancia
das solucbes de corante. Para isso, foram retiradas aliquotas de 2 mL, em dias
alternados, que apds as leituras foram imediatamente devolvidas aos respectivos
frascos (Huicheng et al., 2012, com modifica¢cdes). Para avaliar o percentual de auto
degradacgao dos corantes, foram utilizadas solugées de corantes diluidos em solugao

nutritiva, submetidos as mesmas condicbes ambientais que os corantes tratados .

Os corantes utilizados foram o Levafix Laranja E-3GA (490 nm), Remazol Azul
RGB (580 nm), Astrazon Vermelho (515 nm), Mordente Laranja 1 (415 nm), Remazol
Marinho RGB (630 nm) e Telon Turquesa (625 nm). As absorbancias foram medidas
em espectrofotometro Spectrum METER SP-UV2000 (Biosystem) com auxilio de uma

cubeta de plastico.
4.4 Avaliacao dos parametros fisiolégicos

Ao final dos 15 dias do teste de descoloracdo de corantes, as plantas foram
coletadas, com pesagem da massa fresca das raizes e parte aérea. De posse desses
dados, foi determinada a relacdo de massa de raiz/parte aérea dos dois grupos. Os
tecidos vegetais foram entdo armazenados a -20°C até preparagdo dos extratos

protéicos.
4.5 Obtencao do extrato bruto e exsudado

O tecido vegetal de raizes (n=3) e folhas (n=3) foi congelado com nitrogénio
liquido e macerado com auxilio de pistilo e almofariz. Uma aliquota de 1 g da farinha
resultante foi ressuspendida em tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 na
propor¢cao 1:3 (massa/volume). As amostras foram agitadas constantemente por 2
horas a 4°C. Apds a extragdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 15
minutos, 4 °C. O sobrenadante (extrato bruto) foi coletado e armazenado a -20°C.

Os exsudados das raizes foram obtidos apds 15 dias de cultivo das plantas

em meio hidropdnico.
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4.6 Dosagem protéica

A concentragdo de proteinas soluveis foi determinada seguindo a metodologia
descrita por BRADFORD (1976). Para isso, 100 uL de amostra foram adicionadas a 2,5
mL do reagente de Bradford e deixada em repouso por 10 minutos. Em seguida, a
solucdo foi analisada (595 nm) em Spectrum METER SP-UV2000 (Biosystem). Para o
calculo da concentragcao de proteinas, foi utilizada uma curva padrdo de albumina

sérica bovina (BSA). As dosagens protéicas foram realizadas em triplicata.
4.7 Atividades enzimaticas
4.7.1 Guaiacol peroxidase - GPX (EC 1.15.1.1)

O ensaio da GPX foi realizado seguindo a metodologia descrita por
URBANEK e colaboradores (1991), usando guaiacol e H202 como substratos. Em um
tubo de ensaio, foram homogeneizados 950 uL de tampéao acetato de sédio (50 mM pH
5,2), 500 pL de guaiacol (20 mM) e 500 uL de perdxido de hidrogénio (60 mM), ficando
encubados por 10 minutos a 30°C. Apo6s o periodo de encubacdo, 50 uL de extrato
vegetal foram adicionados ao meio reacional, produzindo um volume final de 2 mL.
Imediatamente, a absorbancia do meio foi mensurada a 480 nm a cada 30 segundos
durante 3 minutos. A atividade peroxidasica foi quantificada com base no coeficiente de
extingdo molar do tetraguaiacol (26.6 mM~' cm™"), de acordo com o protocolo descrito
por Plewa, Smithe Wagner (1991). A unidade de atividade (UA) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de tetraguaiacol por minuto. Os
resultados foram expressos em UA por miligrama de proteina soluvel: UA/mg de

proteina. O ensaio foi realizado em triplicata.
4.7.2 Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)

O ensaio da CAT foi realizado seguindo a metodologia descrita por HAVIR;
MCHALE (1987) e PEIXOTO et al. (1999). A enzima catalase produz a transformacéo
do H202 em agua e oxigénio. Em um tubo de ensaio foi preparado o meio reacional
contendo 600 uL de tampao fosfato de potassio (75 mM, pH 7,0), 300 uL de extrato

vegetal e 100 pL de perdxido de hidrogénio (112,5 mM). O tubo de ensaio foi entéo
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encubado a 30°C por 10 minutos. Ao fim deste periodo, foram realizadas leituras a 240
nm, em intervalos de 10 segundos por 60 segundos. A atividade foi calculada com base
no coeficiente de extingdo molar 36.000 mM~' cm~'. Os resultados foram expressos em
MM de H202 consumido por miligrama de proteina soluvel: uM H202/mg de proteina. O

ensaio foi realizado em triplicata.
4.7.3 Dismutase do superéxido — SOD (EC.1.15.1.1)

O ensaio da SOD foi realizado seguindo a metodologia descrita ROSSUM e
colaboradores (1997), com adaptagdes para microplaca de 96 pogos para cultura de
células. Em um tubo de ensaio, foram adicionados (seguindo esta ordem) 10 pL de
tampéo fosfato de potassio (1000 mM, pH 7,8), 20 yL de EDTA (1 mM), 10 uL de Triton
X-100 (0,25%), 20 pLde L-Metionina (130 mM), 50 pL de extrato vegetal, 20 pL de Nitro
azul de tetrazdlio (NBT) (750 uM) e 20 pyL de Riboflavina (100 mM). Apods
homogeneizagdo do meio reacional, 0 mesmo foi mantido em repouso e protegido da
luz por 5 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da microplaca a 630 nm, ainda no
escuro. Apds essa etapa, a microplaca foi acondicionada em uma camara com luz
fluorescente (32 W), sendo realizadas leituras a 630 nm a cada 1 minuto, por um
periodo total de 5 minutos. A unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade
de amostra necessaria para inibir 50% da fotorredugdo, em relagdo ao controle
positivo, do NBT a formazana azul. Os resultados foram expressos em UA por
miligrama de proteina soluvel: UA/mg de proteina. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.7.3 Lacase (EC.1.10.3.2)

A atividade lacasica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
RIDE (1980), utilizando a seringaldazina como substrato especifico. Em um tubo de
ensaio foram adicionados 2,2 mL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e 500
ML da amostra ou solugdo da enzima lacase (25 unidades) (Sigma). Por fim, foi
adicionado 300 pL seringaldazina 0,216 mM em metanol 100%. A solugéo foi colocada
em uma cubeta de vidro (1 cm de caminho Optico) e observada em espectrofotdmetro a
530 nm. As leituras ocorreram a cada 60 segundos, por um periodo total de 10

minutos. A unidade (1 unidade=U) de atividade enzimatica foi definida como aquela
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capaz ocasionar o aumento de 0,001/minuto na absorbancia do meio reacional. A

lacase comercial foi utilizada como controle positivo.

4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicoes desnaturantes (PAGE-
SDS)

Todas as amostras foram submetidas a precipitacdo com acetona 100%. Para
isso, os extratos e exsudados foram incubados com acetona 100% (na propor¢ao 1:10
volume de amostra/volume de acetona) previamente resfriada a -20 °C. Esta solugao
foi mantida em repouso por 16 horas em ambiente refrigerado (-20 °C). Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 10 minutos, a 20°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em temperatura ambiente para

completa volatilizacdo da acetona.

Com intuito de analisar o perfil protéico das folhas, raizes e do exsudados das
plantas mantidas na presenca e auséncia dos corantes téxteis, foi utilizada PAGE-SDS
15%, seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970). Em cada pocgo foi aplicada
uma aliquota (10 uL) de 20 ug de proteina em tampao de amostra. A solugao foi
aquecida por 5 minutos (98 °C) e centrifugada a 5.000 x g, por 10 minutos, a 25 °C. O

sobrenadante foi coletado e entdo aplicado no gel.

Para a corrida eletroforética foi utilizada uma condi¢ao de 200 V, 20 mA e 10
W, por um periodo aproximado de 50 minutos. Apds a corrida, os géis foram corados
com “Coomassie Brilliant Blue G-250”, de acordo com a metodologia descrita por
CANDIANO e colaboradores (2004).

4.9 Cortes histolégicos

Foram coletadas plantas nos tempos zero, 24, 48 e 72 horas para analise dos
tecidos da raiz e caule. Os cortes foram feitos a mé&o livre e visualizados em
microscopio oOptico de luz visivel, com o intuito de visualizar possivel presenca de

corantes nos tecidos.
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4.10 Analise de toxicidade

O organismo modelo utilizado para o teste de toxicidade foi Artemia salina
seguindo a metodologia estabelecida por MEYER et al. (1982), com modificagdes. Os
ovos de A. salina foram incubados em agua do mar artificial, preparada a partir da
solugédo de cloreto de sodio diluida em agua destilada, na propor¢cdo de 35 g/L. As
larvas eclodiram apds o periodo de incubagao de 48 horas em temperatura ambiente e

iluminagao continua.

Foram selecionados 10 nauplios para serem colocadas em contato com as
solugdes de corantes em que as raizes das plantas de H. annuus ficaram em contato.
Foi utilizado como controle solugdes de corantes que foram submetidas as mesmas
condicdes que as solucdes do teste de descoloracdo, mas na auséncia do contato com
as plantas, somente solugao nutritiva utilizada como base de diluicdo dos corantes e

solugéo salina de agua do mar artificial.

Apo6s um periodo de contato de 24 horas, foi contado o numero de nauplios

sobreviventes e calculada a porcentagem de mortes.
4.11 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como uma média * desvio padrdao. As médias
foram analisadas através do teste de variancia (ANOVA) sempre que necessario. O
teste de Tukey’s foi usado para comparar médias, sendo os resultados considerados
estatisticamente significativos quando p <0,05. O software GraphPadPrism 5.02 foi
utilizado para a produgao dos graficos e realizagado das analises estatistica. Todos os

testes foram realizados em triplicata.
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5.1. Massa Fresca
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Para avaliar a ocorréncia de alteragdes fisioloégicas no desenvolvimento das

plantas, decorrente do contato com os corantes, foi analisado o peso da massa fresca.

Desta forma, tanto a massa da raiz quanto da parte aérea das plantas foi observada.

Tabela 1. Massa fresca (g) de plantas H. annuus apés tratamento com corantes téxteis

Controle

Remazol Azul RGB

Levafix Laranja E3-GA

Astrazon Vermelho

Mordente Laranja 1

Telon Turquesa

Remazol Marinho

Raiz (g)

553+1,41°2

3,95 + 0,482

2,35+0,65°

5,97 £0,03°

4,44 +1,23°

4,52 +1,17°

7,19+412+2

Parte Aérea (g)

13,98 + 3,122

8,98 + 1,982

4,13 +3,30°

13,93+ 3,94 @

4,77 +0,67°

7,65+1,27°

19,73 +8,85%

Relacao Parte

Aérea/Raiz

2,33+0,62°

2,30+0,62°

1,60 +0,84°

2,33+0,67°

1,10+ 0,17°

1,76 £ 0,492

2,87+0,60°

Fonte: Préprio autor

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao da média. Cada tratamento possuia 3
replicatas. As plantas foram pesadas apds serem cultivadas por 15 dias em solugao nutritiva contento 20

mg/L de corante.

b Representa grupos que diferiram do grupo controle (2). ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05).

A Tabela 1 mostra que apds o contato com todos os corantes, as plantas de H.

annuus nao demonstraram alteragdes significativas na massa fresca das raizes e parte

aérea, quando comparadas com as plantas controle.

Os resultados da relacdo parte aéreal/raiz se mostrou constante em todos os

tratamentos, ndo apresentando alteragdes estatisticamente significativas em nenhum
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deles, quando comparados com o grupo controle.
5.2 Quantificacao de proteinas

Outro parametro avaliado foi a quantidade de proteina presente nos tecidos da
raiz e folha das plantas mantidas em contado com os corantes téxteis. A partir dos
dados apresentados na Tabela 2 é possivel analisar se a condicdo de estresse da
presenca do corante € capaz de alterar a quantidade de proteina presentes nos dois

tecidos.

Tabela 2. Quantidade de proteinas (mg) por massa fresca de tecido (g) de plantas H.

annuus apos tratamento com corantes téxteis

Raiz (mg/g) Folha (mg/qg)

Controle 0,85 + 0,022 1,74 £ 0,032
Remazol Azul RGB 0,60 +0,01° 1,33 £0,03°
Levafix Laranja E3-GA 0,63 £0,02° 0,86 + 0,05°
Astrazon Vermelho 0,90 +0,02° 2,58+ 0,04°
Mordente Laranja 1 0,72 £0,02° 1,43 £0,02°
Telon Turquesa 0,43 +£0,02° 1,21 +£0,02°
Remazol Marinho 0,40+0,01° 1,09 + 0,06°

Fonte: Préprio autor

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média. A dosagem protéica seguiu a

metodologia de Bradford (1976). Cada tratamento possuia 3 replicatas.

b Representa grupos que diferiram do grupo controle (2). ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A quantificagdo de proteina soluvel revelou que na raiz, o unico tratamento que
nao alterou o nivel de proteina no tecido, foi o com Astrazon Vermelho. Os demais
tratamentos ocasionaram uma redugao no teor de proteinas soluveis desse tecido. Na
parte aérea, todas as plantas colocadas na presenca dos corantes, apresentaram
alteracdo nos niveis de proteina soluvel, sendo esses teores menores do que 0s
observados para o controle na maioria dos tratamentos com os corantes, senda a Unica

excessao o tratamento com o corante Astrazon vermelho.
5.3. Testes de Descoloragao

Nos testes de descoloracdo, foi medida em porcentagem, a propor¢cédo da
diminuicdo da absorbancia dos corantes, na solugdo nutritiva em que as plantas

cresciam.

Grafico 1. Descoloracao (%) de solugbes de corantes téxteis (20 mg/L) por plantas de

H. annuus durante o periodo de 15 dias

100-
-o—- Levafix Laranja E3-GA
o 80- -# Remazol Azul RGB
% -+ Astrazon Vermelho
o 601 ~~ Mordente Laranja
§ - Remazol Marinho
3 407 -0- Telon Turquesa
X 20-
0' T T T

N ‘b ) A O )
Dias

Fonte: Préprio autor

Porcentagem calculada com dados de leitura em espectrofotbmetros de aliquotas de cada solugdo de
corante, no decorrer de 15 dias em contato com as raizes de H. annuus. Os comprimentos de onda de
maxima absor¢ao foram: Levafix Laranja E-3GA (490 nm), Remazol Azul RGB (580 nm), Astrazon
Vermelho (515 nm), Mordente Laranja 1 (415 nm), Remazol Marinho RGB (630 nm) e Telon Turquesa
(625 nm).
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Grafico 2. Perfil de descoloragéo (%) natural de solugdes de corantes téxteis (20 mg/L)

durante o periodo de 15 dias

100~ _ _
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S 804 & Remazol Azul RGB
-4 -+ Astrazon Vermelho
S 60+ —~— Mordente Laranja
§ -~ Remazol Marinho
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2
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Fonte: Préprio autor

Porcentagem calculada com dados de leitura em espectrofotdbmetros de aliquotas de cada solugédo de
corante na auséncia de plantas, no decorrer de 15 dias. Os comprimentos de onda de maxima absorgéo
foram: Levafix Laranja E-3GA (490 nm), Remazol Azul RGB (580 nm), Astrazon Vermelho (515 nm),
Mordente Laranja 1 (415 nm), Remazol Marinho RGB (630 nm) e Telon Turquesa (625 nm).

O Grafico 1 apresenta os dados referentes aos perfis de descoloragdo dos
corantes em contato com as plantas de H. annuus. Destes, a solugao de corante
Astrazon Vermelho (20 mg/mL) apresentou uma reducao de 87% em 48 horas e 100%
da absorbancia ao final de 7 dias. As demais solugcbes apresentaram uma taxa de
descoloragdo maxima ao final dos 15 dias, de 10,2% (Levafix Laranja E3-GA), 39%
(Remazol Azul RGB), 42,3% (Telon Turquesa), 55,1% (Mordente Laranja) e 65,7%

(Remazol Marinho).

Os dados da descoloragao natural dos corantes apresentados no Grafico 2,
mostram que a taxa de descoloracéo das solugdes de corantes, na auséncia do contato

com as raizes de H. annuus, € menor do que na presencga dela.

Na Figura 1 sdo mostradas imagens comparativas de cada tratamento com os
diferentes corantes, sendo possivel perceber visualmente a alteragcao da coloracido das

solugdes de corante em que as plantas foram cultivadas, apds 15 dias.
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Figura 12. Analise qualitativa da capacidade de descoloragéo de solu¢des de corantes

téxteis (20 mg/L) por plantas de H. annuus durante o periodo de 15 dias
1° dia 15° dia
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Tratamento
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Figura 12- Continuagdo. Analise qualitativa da capacidade de descoloragdo de
solugdes de corantes téxteis (20 mg/L) por plantas de H. annuus durante o periodo de

15 dias
1° dia 15° dia

Controle Tratamento

Tratamento

Controle
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Figura 12- Continuagdo. Analise qualitativa da capacidade de descoloragdo de
solugdes de corantes téxteis (20 mg/L) por plantas de H. annuus durante o periodo de

15 dias 1° dia 15° dia

: -gwlua W

e

Tratamento

Remazol Marinho

Controle

Tratamento

Telon Turquesa

Controle

Fonte: Préprio autor
Como controle foi utilizado apenas os corantes em solug&o nutritiva.
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5.4. Perfil proteico

De todos os exsudados das plantas de H. annuus, apenas no tratamento com o
corante Astrazon vermelho foi possivel observar um perfil eletroforético diferenciado.
Neste, foi possivel notar a presenca de 2 bandas proteicas, uma entre 97-66 kDa e
outra com massa aparente de 45 kDa. Nos perfis proteicos da parte aérea e raizes, nao

foi possivel perceber alteragdes entre os grupos tratados e controle (Figura 2).

Figura 13. Perfil eletroforético dos extratos proteicos de exsudatos, raizes e folhas e de

H. annuus
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Fonte: Préprio autor
Perfil eletroforético: M — Marcadores Moleculares; 1 — Controle; 2 — Remazol azul; 3 — Levafix laranja; 4 —
Astrazon vermelho; 5 — Mordente laranja; 6 — Remazol marinho; 7 — Telon turquesa. Foram aplicadas 20

Mg de proteina em cada pogo.

ealJge alled
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5.5. Atividades enzimaticas

Foram avaliadas as respostas de diferentes enzimas antioxidantes de H. annuus
tratadas com os corantes téxteis, visando observar se ha alteracbes nos niveis de

atividade enzimatica devido a presenca dos corante.

Grafico 3. Atividade da peroxidase de raizes e folhas de plantas de H. annuus tratadas
ou n&o com corantes téxteis (20 mg/L) apds o periodo de 15 dias
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Fonte: Préprio autor

O eixo das ordenadas representa a unidade de atividade da enzima por grama de massa fresca,
respectivamente da raiz e da folha. O eixo das abscissas representa os grupos tratados comsolug¢ao de
Hoagland (controle) e corantes remazol azul, levafix laranja, astrazon vermelho, mordente laranja,
remazol marinho e telon turquesa.As colunas representam a média + desvio-padrdao da média.

Letras diferentes representam grupos que diferiram entre si. ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Em relagcdo a atividade peroxidasica nas raizes, apenas o corante Telon
turquesa (9,32 £ 0,7 UA/gMF) nao alterou os niveis de atividade enzimatica com
relagdo ao controle (7,74 + 0,4 UA/gMF). Dentre os demais corantes, quatro induziram
o aumento da atividade (Remazol Azul - 12,6 + 1,2 UA/gMF, Levafix Laranja - 12,2 +
1,0 UA/gMF, Astrazon Vermelho — 9,98 , Mordente Laranja - 15,6 + 1,3 UA/gMF) e um

ocasionou reducgdo da atividade enzimatica (Remazol Marinho — 5,12 + 0,2 UA/gMF)
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com relacédo as plantas controle. Na parte aérea, com exceg¢ao do Astrazon vermelho
(11,9 £ 1,2 UA/gMF), todos os corantes (Remazol Azul — 17,9 £ 0,9 UA/gMF, Levafix
Laranja - 15,8 + 1,1 UA/gMF, Mordente Laranja — 30,7 + 1,3 UA/gMF e Telon turquesa
- 38,7 £+ 1,6 UA/gMF) induziram aumento da atividade peroxidasica quando
comparados as folhas de plantas controle, sendo os dois ultimos os que apresentaram

os maiores valores (Grafico 3).

Grafico 4. Atividade da catalase de raizes e folhas de plantas de H. annuus tratadas ou

nao com corantes téxteis (20 mg/L) apds o periodo de 15 dias
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Fonte: Préprio autor

O eixo das ordenadas representa a unidade de atividade da enzima por grama de massa fresca,
respectivamente da raiz e da folha. O eixo das abscissas representa os grupos tratados com solugao de
Hoagland (controle) e corantes remazol azul, levafix laranja, astrazon vermelho, mordente laranja,
remazol marinho e telon turquesa. As colunas representam a média + desvio-padrédo da média.

Letras diferentes representam grupos que diferiram entre si. ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Os dados do Grafico 4 mostram que, de maneira geral, as folhas apresentaram
maior atividade catalasica do que as raizes. Em se tratando das raizes, o corante
Remazol Marinho (1,9 + 0,1 UA/gMF) foi o unico que resultou em um aumento da

atividade da catalase quando comparado ao controle (0,5 + 0,1 UA/gMF). Os demais
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tratamentos nao diferiram em relacdo ao controle. Ja com relagcédo as folhas, houve um
aumento da atividade da enzima nas plantas tratadas com os corantes Remazol Azul
(2,9 £ 0,3 UA/gMF) e Astrazon Vermelho (4,9 £ 0,5 UA/gMF). Diferentemente, os
corantes Mordente Laranja (0,6 + 0,01 UA/gMF) e Telon turquesa (0,7 + 0,02 UA/gMF)

causaram uma reducio da atividade da catalase nesse tecido.

Grafico 5. Atividade da lacase de raizes e folhas de plantas de H. annuus tratadas ou

nao com corantes téxteis (20 mg/L) apds o periodo de 15 dias
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Fonte: Préprio autor

O eixo das ordenadas representa a unidade de atividade da enzima por grama de massa fresca,
respectivamente da raiz e da folha. O eixo das abscissas representa os grupos tratados com solugao de
Hoagland (controle) e corantes remazol azul, levafix laranja, astrazon vermelho, mordente laranja,
remazol marinho e telon turquesa. As colunas representam a média * desvio-padrédo da média.

Letras diferentes representam grupos que diferiram entre si. ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05)

A enzima lacase teve sua atividade aumentada nos tecidos das raizes apos o

+

contato com os corantes Remazol Azul (0,16 + 0,00 UA/gMF), Levafix Laranja (0,28
0,00 UA/gMF), Astrazon Vermelho (0,34 + 0,01 UA/gMF), e Mordente Laranja (0,71

0,02 UA/gMF), sendo esse ultimo o que ocasionou a maior atividade. N&o foi



46

observada atividade lacasica nos tecidos de folhas, tanto nas plantas tratadas com os

corantes, quanto no controle (Grafico 5).

Grafico 6. Atividade da superdxido dismutase de raizes e folhas de plantas de H.

annuus tratadas ou ndo com corantes téxteis (20 mg/L) apés o periodo de 15 dias
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Fonte: Préprio autor

O eixo das ordenadas representa a unidade de atividade da enzima por grama de massa fresca,
respectivamente da raiz e da folha. O eixo das abscissas representa os grupos tratados com solugao de
Hoagland (controle) e corantes remazol azul, levafix laranja, astrazon vermelho, mordente laranja,
remazol marinho e telon turquesa. As colunas representam a média + desvio-padrédo da média.

Letras diferentes representam grupos que diferiram entre si. ANOVA seguido pelo teste de Tukey
(p<0,05)

A atividade da enzima superdxido dismutase dos tecidos radiculares mostrou
que o grupos tratados com o corante Levafix Laranja apresentou uma baixa atividade
de SOD (0,35 + 0,07 UA/gMF) enquanto que as raizes de plantas tratadas com os
corantes Mordente laranja, Remazol marinho e Telon turquesa n&o apresentaram
atividade enzimatica. O tratamento com o corante Remazol azul (2,9 + 0,06 UA/gMF)
nao diferiu em relagdo ao controle (2,7 £ 0,03 UA/gMF), enquanto que o tratamento
com Astrazon Vermelho ocasionou um aumento na atividade da SOD (4,4 = 0,07
UA/gMF) (Grafico 6).
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Com relacdo as folhas, com excecédo do controle (4,4 + 0,02 UA/gMF) e do
tratamento com o corante Telon turquesa, o qual apresentou uma leve redugéo (3,3
0,04 UA/gMF) em comparagao com o controle, ndo houve deteccédo de atividade de

superoéxido dismutase para esses tecidos (Grafico 6).
5.6. Analise histolégica

Neste ensaio foram analisadas apenas as plantas tratadas com o corante

Astrazon vermelho.

Nos cortes histolégicos do tecido radicular, foi observado uma coloragao
avermelhada ao redor das células mais superficiais da raiz apos 24 horas de
tratamento (figura 14-B). Apos 48 e 72 horas de exposigdo ao corante, foi detectado
uma maior presenca de uma coloracdo escura, tanto nas porcdes dos meristemas,
quanto nas porgdes surperficiais das raizes. Além disso, foi possivel observar o

surgimento de regides escuras mais proximas aos meritemas (Figura 14-C e D).

Figura 14. Anatomia dos tecidos da raiz de H. annuus apos tratamento com o corante

Astrazon Vermelho durante diferentes intervalos de tempo

' C

Fonte: Préprio autor
Zero horas (A), apés 24 (B), 48 (C) e 72 (D) horas de contato com o corante astrazon vermelho.

Os cortes histolégicos do caules demonstraram que apds o tratamento com o
corante Astrazon vermelho, houve o surgimento de uma coloragdo escura na porgao
central do caule. Tal coloracdo € semelhante a observada nas células das raizes
(Figura 15-A e B).
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Figura 15. Anatomia dos tecidos do caule Anatomia dos tecidos da raiz de H. annuus
apoés tratamento com o corante Astrazon Vermelho durante diferentes intervalos de

tempo

Fonte: Préprio autor
(A) zero horas e (B) ap6s 72 horas de contato com o corante astrazon vermelho.

5.7. Analise de toxicidade

Nauplios de Artemia salina foram colocados em contato com as solugdes de
corantes expostas e nao expostas a plantas de H. annuus. Neste ensaio foi observado
que solugdes dos corantes Remazol azul, Levafix laranja e Mordente laranja sem o
prévio tratamento com plantas de H. annuus apresentaram toxicidade para nauplios ja
que para esses corantes apenas 20, 27 e 40%, respectivamente, sobreviveram ao
tratamento. Entretanto, apds o tratamento dessas solugbes com H. annuus, as
solugdes nao apresentaram efeito téxico ja que nao foi observada mortalidade para

esses individuos (Gréafico 7).
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Grafico 7. Teste de toxicidade das solugcdes de corantes téxteis em nauplios de
Artemia salina
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Fonte: Préprio autor

O eixo das ordenadas representa a porcentagem de sobrevivéncia dos nauplios apds 24 horas de
contato com as solugbes de corantes. O eixo das abscissas representa os grupos tratados com solugéo
de Hoagland (controle) e corantes remazol azul, levafix laranja, astrazon vermelho, mordente laranja,
remazol marinho e telon turquesa. As colunas representam a média + desvio-padrao da média.

b Representa grupos que diferiram do grupo controle (2) pelo teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O crescente aumento da preocupacdo com questdes ambientais, com destaque
para poluigdo, tornou cada vez mais necessario, as pesquisas e desenvolvimento de
formas alternativas e mais eficientes para o tratamento e recuperacao de areas
afetadas por contaminagdes antropogénicas, como corantes téxteis. A biorremediagao,
em especial a fiitorremediagdo, surge como um método ecologicamente correto que
gera baixos impactos para o meio ambiente. Este método faz uso de espécimes
vegetais como os agentes ocasionadores do efeito de remediadores (WILTSE et al.,
1998; OGOLA et al., 2015). Dentro do contexto da utilizagdo de plantas como agente

biorremediador de area contaminada, podemos ressaltar a espécie H. annuus.

A espécie vegetal H. annuus é uma planta que possui um grande potencial para
ser utilizada como agente remediador de areas poluidas, podendo também ser utilizada
como uma fonte de energia comparado com a sua capacidade fitorremediadora
(MARQUES et al., 2013). Diversos trabalhos ja relatam a aplicagado desta planta como
fitorremediador de ambientes contaminados com metais pesados como niquel,
chumbo, zinco, cadmio e uranio (MAKHTAR et al., 2010; NEHNEVAJOVA et al., 2006;
LEE et al., 2010).

Varias outras plantas da mesma familia do H. annuus (familia Asteraceae) ja
demonstraram a capacidade de tratar compostos toxicos como corantes téxteis. Dentre
estes exemplares, pode-se citar Aster amellus, Tagetes patula, Gaillardia grandiflora e
Glandularia pulchella (KHANDARE et al., 2011; PATIL e JADHAYV, 2013; WATHARKAR
e JADHAV, 2014; KABRA et al, 2011).

Para os testes de avaliacdo do efeito de H. annuus como fitorremediador, foi
observado o potencial de H. annuus em descolorir diferentes tipos de corantes téxteis.
Como observado, todos os corantes tiveram a sua absorbancia diminuida apés o
contato com a planta. O melhor resultado foi obtido para o corante Astrazon vermelho,
com redugao de mais de 80% na absorbancia da solugcdo, em 3 dias de contato. A
reducao de 100% da absorbancia foi obtida com no maximo 7 dias de tratamento. Este

resultado foi melhor do que o obtido para plantas de Nasturtium officinale e Hydrocotyle



51

vulgaris, que conseguiram reduzir em 87% e 95%, respectivamente, a absorbancia de
solucdo do corante Astrazon vermelho (TORBATI et al., 2014; VAFAEI et al., 2013).

Todos os corantes apresentaram decaimento natural de sua absorbancia,
mesmo nao estando em contado com as raizes de espécimes de H. annuus.
Entretanto, vale salientar que em todos os casos, o percentual de descoloragdao das
solugbes de corantes em contato com a planta, foi maior do que o percentual de
descoloragdao na auséncia de H. annuus. Este fato € mais um indicativo de que a
descoloragao observada nas solucdes de corante seria decorrente principalmente da

presenga da espécie vegetal em estudo.

Também foram analisados parametros fisioloégicos das plantas submetidas a
presenca dos corantes téxteis. O primeiro parametro avaliado foi o conteludo de massa
fresca da parte aérea, massa fresca da raiz e a relagdo parte aérea/raiz das plantas
cultivadas em contato com corantes téxteis. Apesar de pequenas variagdes, nao foi
observado nenhuma alteragao significante nos parédmetros de massa fresca analisados
(massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz, e a relagao parte aérea/raiz). Isto
revela que aparentemente, ndo houve alteracdo na producido de biomassa nas tratadas

com oS corantes.

A partir das analises de dosagem protéica das raizes foi observado que apenas
no tratamento com o corante Astrazon vermelho nido foi capaz de promover alteracdes
na quantidade de proteinas soluveis. Todos os outros corantes causaram uma redugao
dos niveis protéicos no tecido radicular de H. annuus. Nas folhas, de maneira
interessante, o corante Astrazon vermelho foi o uUnico a ocasionar aumento do
conteudo de proteinas, ao passo que os outros corantes tiveram o efeito oposto.
Alteragbes na quantificagdo de proteinas soluveis pode ser um indicativo de mudancgas
no perfil de expressado de proteinas relacionadas a detoxificacdo de compostos pela
planta ou mesmo, relacionadas ao estresse oxidativo decorrente do contato com esses

compostos.

Ao analisar conjuntamente os dados de quantidade de proteina e massa fresca,

€ possivel notar que apesar das alteragdes da quantidade de proteina nos tecidos



52

vegetais analisados, estas altera¢des, aparentemente ndo comprometeram o ganho de
massa das plantas expostas aos corantes.

Os perfis eletroforéticos observados neste trabalho mostraram que, dos tecidos
vegetais analisados, ndo houve diferenga aparente das plantas tratadas com as
solugdes de corantes e as plantas nao tratadas. Com relagao aos exsudados, foi obtido
diferengca apenas nas plantas tratadas com Astrazon vermelho. Este resultado é
interessante, pois este corante foi 0 que apresentou maior susceptibilidade aos efeitos
remediativos de H. annuus. Uma das bandas observadas no gel desse tratamento tinha
massa aparente de por volta de 45 kDa, em que os peso molecular das peroxidas varia
de por volta de 30 a 55 kDa (NICOLAS et al., 2003), podendo esta banda indicar uma

possivel presenca de uma peroxidase no esxudado.

De acordo com a literatura, espécimes de H. annuus quando expostas a
presenca de compostos tdxicos, apresentam alteracdo da atividade de enzimas
oxidorredutases (JOUILI et al., 2003). Como varios dos corantes téxteis se enquadram
como moléculas toéxicas, resolveu-se testar se haveria alteragdo na modulagdo das

atividades das enzimas de peroxidase, catalase, lacase e superdxido dismutase.

As peroxidases sdo enzimas que utilizam perdxido de hidrogénio como aceptor
de elétrons na catalise da oxidacdo de diversos substratos, como compostos
aromaticos fenolicos e ndo-fendlicos, ions metalicos e corantes (OGOLA et al., 2015).
Estruturas fendlicas estao presentes em varios corantes téxteis, sendo a aplicagao de
peroxidases na degradagao de corantes téxteis bem estudadas (AKHTAR et al., 2005;
SOUZA et al., 2007; GOMARE et al., 2008; ROBERTS et al., 2011). De maneira geral,
houve uma maior atividade dessa enzima nas folhas das plantas tratadas com os
corantes do que nas raizes. Nas raizes, o contato com os corantes, com excec¢ao do
Mordente Laranja, ocasionou um aumento no teor de peroxidase em relagao as plantas
controle. Esse aumento pode ser decorrente do estresse oxidativo ocasionado pelo
contato com o corante. Ja nas folhas, a maioria dos tratamentos ocasionou aumento na
atividade peroxidasica sendo os teores de atividade superiores aos encontrados para

as raizes. E possivel que isso esteja relacionado a translocacdo dos corantes
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absorvidos para a parte aérea da planta. Devido a sua versatilidade e estabilidade essa
enzima apresenta grande potencial de aplicagao industrial e na biocatalise ambiental
(HOFRICHTER et al., 2010; DUNFORD, 2010; COLPA et al., 2014).

A catalase atua no processo de detoxificacdo de perdxido de hidrogénio, sendo
outra enzima importante em situagdes de estresse oxidativo (VAFAEI et al., 2013). Nos
testes para a avaliagdo da presenga dessa enzima, foi observado que nas raizes o
tratamento com o corante Remazol Marinho, um dos mais susceptiveis ao contato com
as plantas de H. annuus, foi o Unico que apresentou atividade catalasica aumentada
em relacdo ao controle e demais tratamentos. Ja para folhas, o tratamento com
Astrazon vermelho foi o que ocasionou o maior aumento. Curiosamente, este foi o
corante mais susceptivel ao contato com H. annuus. E possivel entdo especular que
essa enzima esta relacionada ao processo de detoxificagcdo da espécie H. annuus
tornando-a mais apta a degradar esses corantes. As enzimas catalase também podem
ser consideradas como marcadores de estresse oxidativo, sendo a indugao das suas
atividades uma comprovacao de que corantes téxteis sdo responsaveis por esse efeito.
Resultados semelhantes ja foram relatados em estudos com Ipomoea aquatica e
Alternanthera philoxeroides (RANE et al., 2016; RANE et al., 2015).

As lacases sao enzimas que vém sendo estudadas devido a sua capacidade de
degradar varios compostos recalcitrantes, como clorofendis, hidrocarbonetos
poliaromaticos, estruturas relacionadas a lignina, fendis e corantes sintéticos
(ABADULLA et al.,, 2000; BALDRIAN, 2006). Tais enzimas sado caracterizadas por
catalisarem a oxidacdo de diversos substratos, como fendis e aminas aromaticas,
tendo como aceptor de elétrons o oxigénio molecular (BOURBONNAIS et al., 1997;
ROBLES et al., 2000). Essas estruturas quimicas estdo presentes em diversos
corantes téxteis, sendo a sua aplicagdo na degradagao de tais corantes ja comprovada
por varios estudos (KIRBY et al., 2000; ABADULLA et al.,, 2000; VERMA e
MADAMWAR, 2002; TELKE et al., 2011).

Nos testes realizados com a enzima lacase houve um aumento da atividade da

enzima nos tecidos vegetais das raizes nos tratamentos com os corantes Remazol
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Azul, Levafix Laranja, Astrazon Vermelho e Mordente Laranja, em relagao as plantas
controle. Essa enzima apresenta grande potencial de aplicagdo em diversos processos
biotecnolégicos, devido a sua capacidade de oxidacao altamente nao-especifica, o néo
requerimento de cofatores e o uso de oxigénio como aceptor de elétrons (ABADULLA
et al., 2000; BALDRIAN, 2006).

As enzimas superoxido dismutase fazem parte da primeira linha de defesa das
plantas em caso de estresse oxidativo, sendo responsaveis por controlar a quantidade
de radicais superoxido, produzindo peroxido de hidrogénio (HALLIWELL, 2006). Nos
testes realizados neste trabalho, o corante Astrazon vermelho induziu o aumento da
atividade da enzima superdxido dismutase na raiz. Como ja mencionado, esse foi o
corante mais susceptivel a degradacédo pela H. annuus. Na parte aérea, toda a

atividade desta enzima foi reduzida nos tratamentos.

Ao analisar de forma geral os resultados das atividades enzimaticas, nota-se
que ha irregularidade na indugcdo das enzimas nos tecidos vegetais das plantas
submetidas aos tratamentos com diferentes corantes. O fato da presenca de tais
enzimas nos diferentes tecidos vegetais e com diferentes intensidades de atividade
pode dar um indicio da localizagao tecidual em que cada corante foi armazenado e
possivelmente degradado. Tal relagdo pode ser feita devido ao conhecimento de que a
presenca de contaminantes causa um estresse na planta, sendo capaz de induzir a

produgéo de enzimas envolvidas na defesa vegetal (JOUILI et al., 2003).

O corante Astrazon vermelho foi 0 que se demonstrou maior susceptibilidade a
atuacao das plantas de H. annuus, por esse motivo, foi escolhida como modelo para as
analises histologicas. Com os resultados obtidos neste ensaio, aparecem indicios
sugerindo que ha absor¢cdo do corante por parte das raizes e uma possivel
translocacdo do mesmo, para as partes aéreas. Resultados semelhantes ja foram
relatados em estudos com Ipomoea aquatica e Alternanthera philoxeroides (RANE et
al., 2016; RANE et al., 2015).

Foi observado no ensaio de toxicidade com nauplios de A. salina, que apenas 3

corantes demonstram efeito téxico, que foi extinguido apds o contato com as plantas de
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H. annuus. Este resultado € bastante interessante, pois demonstra que a exposicéo as
plantas, ndo ocasiona apenas o efeito benéfico de descoloracdo dos corantes, mas

também a detoxificacdo do meio ambiente.

Os resultados obtidos indicam que a planta H. annuus apresenta grande
potencial para ser utilizada em processos de rizofiltracdo e detoxificacdo de efluentes
contaminados por corantes téxteis. O fato de ela ndo ser uma planta aquatica nao
representa um fator negativo, ja que o sistema radicular mais fibroso e mais longo das
plantas terrestres as torna mais adequadas para a aplicacdo em processos de
rizofitracgdo (SHARMA e PANDEY, 2014). A estabilidade com relagdo ao
desenvolvimento e produgdo de biomassa fresca, também pode ser um fator
importante no uso desta planta, pois serve como indicativo de sua resisténcia ha

ambientes contaminados.
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7 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a planta Helianthus annuus € capaz de descolorir e
detoxificar solugées contendo corantes téxteis a partir do contato com as suas raizes,
através do processo de rizofiltragao. A planta ndo apresentou alteragdes severas nos
parametros fisiologicos testados, sendo ela resistente a toxicidade dos corantes
testados. O resultado mais promissor apresentado foi a capacidade da planta de
descolorir 100% da solugao do corante astrazon vermelho, em um periodo de 7 dias. A
presenca do corante na solugao de cultivo de H. annuus também foi capaz de induzir o
aumento da atividade de algumas enzimas com potencial de aplicagdo no tratamento
de efluentes contaminados com corantes. Com relacdo ao modo pelo qual ocorre a
fitorremediagao, ha indicios de que a planta absorve o corante por meio das raizes e
transporta para outras partes da planta. Contudo, ainda sdo necessarios mais estudos
a respeito do mecanismo que a planta utiliza para descolorir essas solugdes de
corantes e a respeito de parametros de toxicidade dos corantes apds o tratamento de

biorremediacéo.
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