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RESUMO

BATISTA, Nayara de Oliveira. Biodescoloracdo dos corantes azul de metileno e cristal
violeta por isolados Bacillus e Pseudomonas de origem ambiental. 2019. 53 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Ambiental) - Universidade Tecnoldgica Federal
do Parané. Londrina, 2019.

Grandes quantidades de corantes toxicos provenientes de efluentes téxteis séo
descartados em sistema de agua natural, pois parte dos corantes ndo € absorvida no
processo de tingimento dos tecidos levando a alteragbes principalmente na flora e
fauna aquatica, além de efeitos nocivos ao homem. Diversos processos podem ser
utilizados para a remocdo destes corantes, contudo, a busca por tecnologias
ecologicamente corretas e econémicas é constante. Deste modo, o presente trabalho
visou a biodescoloracéo e a biodetoxificacdo dos corantes azul de metileno e cristal
violeta, os quais sdo usados na induastria téxtil. Foram utilizados os isolados
bacterianos (isolado A5 — Pseudomona sp.; isolados A7, A8 e CA — Bacillus sp.), os
quais sdo comprovadamente produtores de lacase, que foi calculada pela oxidacéo
de ABTS (&cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico). Os corantes foram
testados nas concentracdes 50 e 100 mg L para azul de metileno e 0,0125 e 0,025
mg L para cristal violeta em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion Broth) sélido e
liquido, determinou-se as bandas espectrais do UV-VIS, além da contagem de
unidades formadoras de colénia, (UFC) realizacdo de testes de ecotoxicidade
(citoxicidade e fitotoxicidade) e analises estatisticas. Todos os isolados apresentaram
eficiéncia na degradacdo dos corantes, variando de 85% para o corante azul de
metileno a 93,14% para o corante cristal violeta. Os testes de citotoxicidade utilizando
Escherichia coli revelaram a perda da sensibilidade ao corante, enquanto no teste de
fitotoxicidade ndo houve diferenca nos resultados das solucdes tratadas pelos
isolados bacterianos comparadas as solu¢des nédo tratadas. As andlises estatisticas
indicaram que os melhores isolados avaliados nos testes foram os pertencentes ao
género Bacillus sp.

Palavras-chave: Biodescoloracdo. Biodetoxificacdo. Isolados bacterianos. Azul de
metileno. Cristal violeta.



ABSTRACT

BATISTA, Nayara de Oliveira. Biodescoloration of methylene blue and violet crystal by
Bacillus and Pseudomonas isolates of environmental origin. 2019. 53 p. Dissertation
(Master in Environmental Engineering) - Federal Technological University of Parana.
Londrina, 2019.

Large amounts of toxic dyes from textile effluents are discarded in a natural water
system, since some of the dyes are not absorbed in the process of dyeing of the tissues
leading to changes mainly in aquatic flora and fauna, in addition to harmful effects to
man. Several processes can be used to remove these dyes, however, the search for
environmentally friendly and economical technologies is constant. Thus, the present
work aimed at the biodescoloration and biodetoxification of methylene blue and violet
crystal dyes, which are used in the textile industry. The bacterial isolates (A5 -
Pseudomonas sp., Isolates A7, A8 and CA - Bacillus sp.) Were used, which are proven
to produce laccase, which was calculated by the oxidation of ABTS (2,2' - azino - bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) dyes were tested at concentrations 50 and 100
mg L-1 for methylene blue and 0.0125 and 0.025 mg L-1 for crystal violet in BHI culture
medium (Brain Heart Infusion Broth ), UV-VIS spectral bands, colony-forming units
counting (CFU), ecotoxicity tests (cytotoxicity and phytotoxicity) and statistical
analyzes were determined. All the isolates presented efficiency in degradation of The
cytotoxicity tests using Escherichia coli revealed the loss of sensitivity to the dye, while
in the phytotoxicity test there was no difference in the color of the dyes results of the
solutions treated by the bacterial isolates compared to the untreated solutions.
Statistical analysis indicated that the best isolates evaluated in the tests were those
belonging to the genus Bacillus sp.

Keywords: Biodescoloration. Biodetoxification. Bacterial isolates. Methylene blue.
Violet crystal.



SUMARIO

1 - INTRODUGAO ...ttt 9
2 - REFERENCIAL TEORICO ...ttt 10
2.1 - Efluentes da indUstria tEXtil ........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 10
2.2 - COranteS tEXIRIS ..uuuuuii i ettt e 11
2.3 - Impacto ambiental doS corantes tEXteIS ....covvveeviiiiiiiiiiiiii e 13
2.4 - Biodegradacgédo de corantes por miCrorganiSmosS .........cceeveeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 15
2.4.1 - Biodegradacao por DaCIerias ..........cccovviiviiiiiiii e 16
B -OBJIETIVOS .o 18
3.1 - ODJELIVO Geral ..ccoeeeiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeee e 18
3.2 - Objetivos €SPECITICOS oo e 18
4 - METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e e e s s eeeeee s 19
v/t R Yo T = To [o RoqN o = T (=T =Yg [ 1 19
4.2 - Reativacao d0OS iSOIA0O0S .....uuiii it 19
4.3 - Determinacdo da atividade de 1acase..........ccoovvvvvviiiiii e 19
4.4 - Preparo do corante teXtil.........coooeiiiriiiiiiii e 20
4.5 - Obtencéo dos espectros ultravioleta Visivel ........cccoooooeiiiiiiiiiiiiineeenn, 20
4.6 - Testes de estabilidade em fung¢éo do meio de cultura...............ocoeeeeens 20
4.7 - Screening em cultura SOlida..........ooovviiiiiiiii i 20
4.8 - Tratamentos de biodescoloragcdo € bioSSOrCa0 .......cceeeevvveviviiiciieeeeeeeennns 20
4.9 - Contagem do nUmero celular ... 21
4.10 - Teste eCOtOXICOIOQICO ..uuuuuiiiiiiiiiee e 22
4.10.1 - Fitotoxicidade com sementes de lactuca satica em placa........................ 22
4.10.2 - Fitoxicidade com Lactuca sativa em SubStrato..................eeevevvemnenennnennnnns 23
4.10.3 - Ensaio de mMiCrotOXIiCIAAdE ...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiieieiiieeneeeeneeeneenes 23
4.11 - ANAlISES EStAtISTICAS ..uvuvuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 24
5 - RESULTADOS E DISCUSSAO......cceiieeee oot 25
6 - CONCLUSAO GERAL ...ooviiiiieieiieeeieteee et 40
REFERENCIAS .....ooiiiiiieieietet ettt sttt eene s 41



1 - INTRODUCAO

Corantes sintéticos sao utilizados como matéria prima na producéo de tintas,
alimentos, cosmeéticos, papel, com destaque para a industria téxtil onde sao
extensivamente empregados nos processos de tingimento dos tecidos. Estima-se que
cerca de 20% desses corantes sao utilizados pelo segmento téxtii e que
aproximadamente 15% dessa producédo é perdida para o meio ambiente durante a
sua sintese, processamento ou aplicacdo (GUARATINI e ZANONI, 2000;
MURUGESAN et al., 2007).

Estudos sobre o comprometimento ambiental, decorrente de contaminagao por
agentes toxicos, merecem uma atencao especial por parte da comunidade cientifica,
pois podem servir de alerta para os perigos que as populacdes de plantas, animais e
microrganismos possam estar expostas.

O desenvolvimento de tecnologias para o tratamento desses efluentes tem
aumentado gradualmente devido a maior rigidez das legislacbes ambientais. Os
principais processos utilizados para a descoloracdo dessas aguas residuais sao
oxidativos, fotoquimicos, e os adsortivos e a biodegradacdo que sao considerados
técnicas de tratamento muito promissoras.

Visando uma alternativa sustentavel para a industria téxtil, a biodegradacao de
corantes téxteis com a utilizacdo de microrganismos tem sido uma proposta para
melhorar a qualidade do seu efluente pode ser uma forma promissora de tratar tal
contaminagao.

Deste modo, este trabalho avaliou o potencial de biodegradacdo de quatro
isolados bacterianos, produtores de enzimas oxiredutases, contra os corantes azul de

metileno e cristal violeta.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Efluentes da industria téxtil

Os processos industriais de producgao téxtil utilizam grandes quantidades de
agua e acarretam diferentes residuos com compostos toxicos, gerando efluentes
liguidos com enorme diversidade e complexidade quimica, dentre os quais se
destacam os corantes e outros compostos organicos e inorganicos (PIZATO et al.,
2016).

De acordo com Cisneros et al. (2002), o emprego de tratamentos inadequados
faz com que grande parte dos corantes presentes nos efluentes seja descartada ao
meio ambiente, pesquisas referentes ao tratamento de efluentes téxteis geralmente
enfocam em corantes reativos, os quais representam 30% dos corantes utilizados,
onde grande parte se transforma em residuos devido a baixa fixacdo em fibras
celulésicas e a baixa remocéo por tratamentos biolégicos convencionais. Além da
liberacdo de substancias toxicas e transformacdo em compostos nocivos via
processos naturais, os efluentes derivados do processo de tingimento apresentam
coloracdo intensa. Estima-se que aproximadamente 90% das espécies quimicas
utilizadas no beneficiamento de fibras, incluindo corantes sejam eliminadas nos
efluentes apds cumprirem sua funcao.

Varios processos fisico-quimicos sao utilizados na remediacédo de efluentes,
tais como precipitacdo quimica, coagulacao, eletrocoagulacéo, adsor¢ao, floculagéo,
cloracao, ultrafiltracdo, osmose reversa, eletrélise e fotodegradacéo; e a degradacéo
bioldgica e microbiolégica, uma alternativa barata e sustentavel para a remocao de
cor (ALI, 2010; BARJASTEH-MOGHADDAM, 2011).

Para o tratamento de efluentes téxteis, a combinacdo de métodos mostra-se
mais adequada, devido a presenca de corantes que normalmente séo resistentes a
degradacé&o nos sistemas convencionais de tratamento (KUNZ et al., 2002).

Os tratamentos podem ser classificados em primario e secundario (eliminacao
de solidos suspensos, matéria organica e nutrientes), e tratamento terciario
(processos fisico-quimicos), que abrange tecnologias mais desenvolvidas, com maior
custo para utilizacdo (BELTRAME, 2000).
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2.2 - Corantes téxteis

Os corantes sdo compostos complexos, ndo possuem estrutura quimica estavel
e fixa, e muitas vezes sao originados a partir de misturas de outros compostos
(FRANCISCON, 2010). Geralmente sao estaveis a luz e aos processos de lavagem,
apresentando fixacao uniforme com as fibras de todo o substrato e colorindo o objeto
de duas formas: cobrindo-o com substancia colorida ou fazendo com que o objeto seja
tingido por um composto de maneira a alterar sua coloracéo superficial (BARCELLOS,
2004).

Existem inUmeras estruturas quimicas de corantes, conforme a ABIQUIM
(2009) a classificacdo detalhada feita por Color Index (C.l.) divide os corantes e
pigmentos em 26 classes quimicas e em 20 tipos, além de algumas subdivisdes.

S&o 8 mil tipos de corantes téxteis, com producéo anual de mais de 700 mil
toneladas no mundo, e 20 % destes sdo descartados em corpos hidricos, um imenso
problema ambiental devido a dificil degradacdo dos residuos depositados nos
efluentes (MOURA, et al., 2015)

Em 2017, de acordo com a ABIT (Associagdo Brasileira de Industria Téxtil), no
Brasil, foram produzidos 1,3 milhdo de toneladas, jA em 2015 foram 1,6 miilh&o de
toneladas. A industria téxtil brasileira possui quase 200 anos e é referéncia mundial
em design de moda praia, jeanswear e homewear, tendo crescido também os
segmentos de fitness e lingerie.

Os corantes podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica
(antraquinona, azo e etc.) ou conforme o método o qual ele é fixado a fibra téxtil
(CERQUEIRA, 2006).

Os corantes sdo moléculas estaveis, pertencentes as classes dos compostos
organicos com grupos aromaticos complexos, sendo assim de dificil biodegradacao.
Séo classificados pela estrutura quimica e solubilidade, os solGveis em agua sédo 0s
mais dificeis de serem eliminados (CARDOSO, 2010).

Um corante amplamente utilizado na indastria téxtil € o azul de metileno,
classificado como um corante do tipo basico, possuindo estrutura molecular aromatica
heterociclica, com férmula quimica CisHisN3SCl e massa molar de 319,8 g/mol.
(JORGE et al., 2015).
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O azul de metileno ou azul basico 9 trihidratado (Quadro 1), possui classificagdo
color index 52015, sendo um corante organico heteroaroméatico, facilmente soltvel em
agua (SILVA, 2005).

E um corante catidnico, e possui uma variedade de aplicacbes, como no
tingimento de algodéo, Ias, poliésteres, nylons, papel e tinturas temporérias para
cabelos. Devido a sua forte adsor¢éo em suportes sélidos, o azul de metileno, muitas
vezes, serve como um composto modelo para a remocdo de corantes e de
contaminantes organicos a partir de solugdes aquosas (FABRICIO et al., 2010; LIU et
al., 2012).

O aquecimento do azul de metileno pode gerar 6xido de enxofre e 6xido nitrico,
compostos que causam efeitos toxicoldgicos em organismos aquaticos, além de
interferir na qualidade da agua, segundo a FISPQ — Ficha de Informacdes de
Seguranca e Produtos Quimicos (2013).

Os processos de producao de viscose/elastano, algodéo e poliéster sao os que
mais consomem agua, devendo, portanto, ter prioridade no gerenciamento hidrico em
todos os processos (GOUVEIA, 2014).

Outro exemplo é o corante cristal violeta (Quadro 1) também conhecido como
violeta basico 3, violeta genciana e violeta de metila 10B, pertence ao grupo dos
triariimetanos, é catibnico e pode ser usado para diversos fins: indicador de pH;
ingrediente ativo na coloracdo de Gram; agente bacteriostatico; desinfetante da pele
em seres humanos e animais; e como corante roxo para téxteis tais como algodéo e
seda, e em tintas de impresséo, tendo absorbancia variavel e dependente do pH do
meio (MITTAL et al., 2010, GOES, 2013).



13

Quadro 1 — Propriedades e estruturas quimicas dos corantes reativos utilizados

Corante Estrutura Quimica Propriedades
N Massa molecular: 373,91
Azul de metileno | ™ R R g.molt
HaC.. A+l _CHs Classe quimica: fenotiazinas
NS
CH3 cl CH3

Massa molecular: 408
g.mol?
Classe quimica: basico

Cristal violeta

N
H4C~ “CHs

Fonte: BARANCELLI et al. (2005); FERREIRA-LEITAO et al. (2007); SANTOS et al. (2005) e
BERTOLINI E FUNGARO (2011).

2.3 - Impacto ambiental dos corantes téxteis

Nas ultimas décadas, os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais
criticos e frequentes, principalmente devido ao crescimento populacional e ao
aumento da atividade industrial, sendo que o setor téxtil apresenta um especial
destaque, devido a seu grande parque industrial instalado gerar grandes volumes de
efluentes, os quais, quando ndo corretamente tratados, podem causar Sérios
problemas de contaminacdo ambiental (KUNZ et al., 2002).

Mundialmente, a presenca de corantes em efluentes tornou-se uma das
principais fontes de graves problemas de poluicdo devido a maior demanda por
produtos téxteis e ao aumento proporcional da producéo e aplicagbes de corantes
sintéticos (SANTOS et al., 2007).

A contaminacdo de aguas naturais tem sido um dos grandes problemas da
sociedade moderna; no qual, o setor téxtil apresenta especial destaque, devido a suas
instalagcdes gerarem grandes quantidades de efluentes, os quais quando nao
adequadamente tratados, podem causar sérios problemas ao meio natural (FLECK,
2011).
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IndUstrias téxteis geram milhdes de litros de efluentes nao tratados por dia, que
sdo diretamente descartados em recursos hidricos, como rios e lagos. Isto altera o
pH, aumenta a demanda bioquimica do oxigénio (DBO) e a demanda quimica do
oxigénio (DQO) e gera uma coloracao intensa (TELKE et al., 2010).

Os residuos da industria téxtil e da tintura desempenham um papel significativo
na poluicdo da &gua, pois a descarga destes efluentes em sistemas aquéticos causa
a formacao de aminas aromaticas toxicas em condi¢cdes anaerdbias além de ter efeito
adverso em termos de demanda quimica de oxigénio no canal receptor (ARUMUGAN
e SIVAKAMI, 2016).

Os corantes sintéticos se enquadram na categoria de poluentes emergentes,
que sdo definidos como qualquer substancia quimica que ndo foi incluida em
programas de monitoramento, nem em legislacdo pertinente a qualidade ambiental,
mas estdo constantemente sendo introduzidas no ambiente devido as atividades
antrépicas (HORVAT et al., 2012).

Durante a producdo e consumo, cerca de 10% dos corantes das industrias
téxteis sdo descartados em efluentes, causando diversos problemas ambientais
(GHAZI MOKRI et al., 2015).

Conforme Guaratini e Zanoni (2000), efluentes provenientes da industria de
corante ou de processos envolvendo tingimento téxtil ndo tratados corretamente antes
de serem lancados em aguas naturais sdo a preocupacao ecoldgica mais emergente,
pois corantes altamente insolUveis, 0s quais requerem uma baixa solubilidade no
processo de aplicacdo apresentam menor biodisponibilidade do que outros corantes
contendo grupos sulfénicos, os quais aumentam a solubilidade, embora apresentem
residuos toxicos na dgua de lavagem devido a menor fixacao.

A alteracdo da intensidade da cor do efluente ocasionada pelo aumento da
concentracdo dos corantes restringe sua transparéncia (diminuicdo a penetracdo da
luz) e assim, prejudica na atividade fotossintética, por exemplo, os corantes basicos
possuem alta intensidade de cores e sdo muito visiveis mesmo presentes em baixas
concentracbes, assim, alguns corantes podem ser tOxicos ou carcinogénicos
((YAGUB et al., 2014; ABER et al., 2009).
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2.4 - Biodegradacao de corantes por microrganismos

A grande motivacdo de todos os pesquisadores envolvidos em estudos de
biodegradacéo pode ser expressa pela busca continua de microrganismos versateis,
capazes de degradar de maneira eficiente um grande niamero de poluentes a um baixo
custo operacional. Na pratica, sabe-se que isto € muito dificil principalmente em
funcdo da diversidade, concentracdo e composicdo de espécies quimicas presentes
em cada efluente (KUNZ et al., 2002).

Métodos bioquimicos, como a biossor¢do com algas, plantas e fermento de
padaria sdo formas alternativas para tratar aguas residuais. Mas, tal como os métodos
fisico-quimicos, métodos biolégicos deixam uma grande quantidade de biossorventes
de residuos que para ser tratado apds sor¢cao (ROBINSON et al., 2001; VILAR et al.,
2007; OFOMAJ, 2007; PONNUSAMI et al., 2008; YU et al., 2009).

Os processos biolégicos ganharam mais enfoque recentemente por serem
economicamente viaveis e por resultarem em produtos pouco poluentes (RIBEIRO,
2013).

No tratamento de efluentes como corantes, a utilizagdo de microrganismos
como bactérias, algas e fungos tem sido muito empregada (ARUMUGAN e SIVAKAMI,
2016). Especialmente para efluentes téxteis, alguns estudos tém sido realizados
explorando a capacidade de fungos para degradar e mineralizar corantes (KUNZ et
al., 2002).

Os fungos podem desempenhar um papel importante na degradacdo de
materiais organicos e tém o potencial para a remediacao de solos contaminados e de
agua (ARUMUGAN e SIVAKAMI, 2016).

O uso das algas na recuperacao de efluentes apresenta vantagens, como o
baixo custo da operacédo e a alta eficiéncia na remoc¢ao dos poluentes de efluentes
muito diluidos, contudo é necessario analisar o comportamento do microrganismo
particular, as caracteristicas do sistema aquatico e da interagdo contaminante com a
alga para avaliar a efichcia do seu uso como ferramenta na recuperagdo do
ecossistema (KAPOOR e VIRARAGHAVAN, 1998; YAN e VIRARAGHAVAN, 2001).
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2.4.1 - Biodegradacao por bactérias

O tratamento bioldgico constitui-se em uma tecnologia onde se emprega
microrganismos com a finalidade de degradar completamente os contaminantes do
efluente ou de reduzir os contaminantes e gerar um efluente de acordo com a
legislacdo, o foco em bactérias tem chamado a atencéo devido a sua capacidade de
degradar corantes estruturalmente complexos (FABRICIO et al., 2010; SHAH, 2016).

A descoloracéo bacteriana foi associada ao envolvimento de enzimas de 6xido-
reducao, incluindo lacase, azoredutase e NADH-DCIP redutase (KALME et al., 2007).
A utilizacdo de bactérias, como Pseudomonas sp. e Sphingomonas sp. tem sido
reportadas na degradacdo de corantes. Estes microrganismos sao particularmente
Uteis para degradacdo de azocorantes, pois tem a capacidade de realizar a clivagem
redutiva nas ligacdes azo deste tipo de composto, fato este que geralmente esta
associado a enzima azoredutase (KUNZ et al., 2002).

Segundo Walker e Wetherley (2000), o emprego de bactérias aerdbias, tais
como Bacillus gordonae, Bacillus benzeovorans e Pseudomonas putida, obtiveram
resultados na descoloracao do corante 4cido antraquinona Tectilon Blue, utilizado no
tingimento de carpetes. Chen et al. (2003) relataram a capacidade de Aeromonas
hydrophila na remocéo de cor de vérios corantes.

Para a biodegradacdo do corante azul de metileno, o Geobacillus
stearothermophilus  surgiu como um microrganismo de caracteristicas
biotecnologicamente, tal bactéria pertence a nova classificagdo dos microrganismos
da familia Bacillae, sendo gram-positiva, termofilica e halofilica além de ter uma
excelente capacidade de producdo de biossurfactante, com estabilidade em
condi¢cbes adversas de pH, temperatura e salinidade e grande reducéo de tensao
superficial (PAZ, 2005; FABRICIO et al., 2010).

A degradacdo bacteriana envolve uma etapa enzimatica onde ocorre a
clivagem das ligacbes azo a partir de uma enzima azoredutase e um doador de
elétron. Os produtos resultantes, como, algumas aminas aromaticas podem ser
degradadas pelas enzimas hidroxilase e oxigenasse, produzidas por essas bactérias
(TAN et al., 2006).

Por exemplo, se o processo de biodegradacdo por bactérias aerdbias for

totalmente eficiente, ou seja, capaz de degradar 100 % do corante dessa solucao de
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rejeito, o produto final desse processo, seria gas carbodnico e 4gua, ou seja, produtos
de baixo potencial poluente relativo (SANTOS et al., 2016).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho consistiu em avaliar a capacidade de bactérias

isoladas de cupim na degradacéo de corantes utilizados por industrias téxteis.

3.2 - Objetivos especificos

e Selecionar isolados bacterianos que apresentam potencial degradacdo dos
corantes azul de metileno e cristal violeta;

e Determinar o potencial de degradacao dos corantes téxteis;

e Avaliar a producao de lacase pelos isolados bacterianos;

¢ Analisar microtoxicidade da solucao tratada e nao tratada do corante téxtil por
meio de ensaios com Escherichia coli e Salmonella sp;

e Analisar fitotoxicidade da solucéo tratada e nédo tratada do corante téxtil por

meio de ensaios com Lactuca satica.
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4 - METODOLOGIA

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Basica e Aplicada

(LaMBA) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus Londrina.

4.1 - Isolados bacterianos

Este trabalho utilizou quatro isolados bacterianos denominados de CA, A5, A7
e A8. Os isolados fazem parte da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia Basica
e Aplicada (LaMBA), e foram caracterizados quanto a producao de lacase. As células

encontram-se armazenadas em glicerol a- 20°C.

4.2 - Reativacao dos isolados

A reativacéo das células foi realizada pelo indculo de 30 pL da solucéo estoque
em glicerol em 3 mL de caldo BHI (Brain Hearth Infusion - NEOGEN Corporation). Os
tubos foram incubados a 37°C por 24 horas, ou até a turvagédo do meio.

4.3 - Determinacédo da atividade de lacase

As colbnias selecionadas foram cultivadas em BHI caldo, incubadas sob a
37°C, por 24 h sob agitacdo de 180 rpm. Em seguida, as células foram removidas por
centrifugacéo a 9.000 rpm por 20 min, e o sobrenadante foi recolhido e utilizado como
enzima extracelular bruta (SHEIKHI et al., 2012).

A atividade da lacase foi determinada usando o ABTS ((4cido 2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) como substrato (MONGKOLTHANARUK et al.,
2012). A mistura reacional consistiu de 0,5 mL de ABTS (5 mM) dissolvido em 100
mM de tampdao acetato (pH = 6,2) e 0,5 mL de enzima extracelular bruta. A oxidacao
do ABTS foi monitorada por um aumento na absorbancia a 420 nm (¢420 = 36.000 /
M cm). Uma unidade de atividade de lacase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 pumol de ABTS / min. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata



20

4.4 - Preparo do corante téxtil

A solucédo estoque do corante azul de metileno (IMPEX) foi preparada na
concentracdo de 500 mg L e do corante cristal violeta (LABORCLIN) 0,1 mg L,
ambos em &agua ultrapura estéril. As solugbes foram filtradas em membranas de
poliestireno descartaveis com porosidade 0,22 um (Millyipore®). A concentracao final
dos corantes empregados nos ensaios foi de 50 e 100 mg L™ para o azul de metileno,

ja para o cristal violeta 0,0125 e 0,025 mg L.

4.5 - Obtencao dos espectros ultravioleta visivel

Os espectros ultravioleta visiveis dos corantes foram obtidos através de
varredura espectral em espectrofotometro (Libra - Biochrom - s60), conforme descrito

por SANTOS (2011). Os testes foram realizados em duplicata.

4.6 - Testes de estabilidade em func&o do meio de cultura

ApOs a varredura espectral, testou-se a estabilidade do corante em meio de
cultura. Para tanto, as concentragdes testadas foram misturadas com meio de cultura
BHI (Brain Heart Infusion — NEOGEN Corporation). Apés a homogeneizacdo as

solucBes foram submetidas novamente a varredura espectral.

4.7 - Screening em cultura solida

Apbs reativacdo, os isolados bacterianos foram semeados na superficie de
meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion — NEOGEN Corporation) acrescido de
concentracdes crescentes dos corantes: 50 e 100 mg L para o azul de metileno;
0,0125 e 0,025 mg L para o cristal violeta. As placas foram incubadas a 37°C, por 48
horas, sendo observada alteracdes na coloragdo das colb6nias ou descoloracdo do
meio. Os isolados que apresentaram indicativos de potencial descoloracdo dos

corantes testados foram submetidos aos testes em cultura liquida.

4.8 - Tratamentos de biodescoloracéo e biossorcéao

O tratamento de biodegradacgéo e biossorcao foi conduzido com os isolados
selecionados no item 4.6. Os ensaios de descoloracdao foram realizados conforme

protocolo descrito por KONISHI et al. (1997), com modificagdes. Em um volume de
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150 mL de caldo BHI, em frascos de 250 mL de capacidade, acrescentou-se o corante
na concentracdo de estudo. Posteriormente, foi acrescido 1% (v/v) do in6culo do
isolado-teste em concentragéo celular de 1 x 10 UFC.mL1. Os frascos permaneceram
mantidos protegidos da luz, sob agitacao de 180 rpm em shake orbital por 48 horas.
Em seguida, aliquotas de 25 mL do sobrenadante nos intervalos de 0, 24, 48 e 48
horas foram retiradas e centrifugadas a 6.000 rpm por 10 minutos para a analise de
descoloracdo em espectrofotdbmetro UV/VIS, através da diminuicdo da absorbancia
(ABS).

A leitura foi realizada no comprimento de onda especifico para cada corante
(determinada nas andlises anteriores), seguindo a metodologia descrita por Eichlerova
et al., 2007. A eficiéncia de descoloragdo foi obtida usando-se a seguinte férmula

(Equacéo 1):

Equacédo 1 - Eficiéncia de descoloragdo

(ABS Finas — ABS |pjciasS) y

%DES = 100

ABS |nicias
Fonte: EICHLEROVA et al. (2007).

Onde %DES representa a eficiéncia de descoloracédo, ABSinicial representa o
valor da absorbancia do meio LB contendo o corante e ABSrinal representa o valor da
absorbancia apd6s o tratamento com a bactéria.

Nos testes de biossorcéao verificou-se pela andlise visual da cor do sedimento
celular ap6s a centrifugacéo.

Frascos controle, sem 0 microrganismo, foram mantidos nas mesmas
condi¢cdes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, sob condi¢des

controladas.

4.9 - Contagem do nuamero celular

Para contagem do namero celular, colocou-se em tubos de ensaio 9,0 mL de
agua destilada e 1,0 mL do isolado bacteriano, procedendo assim sucessivas
diluicbes. Posteriormente, 0,1 mL de cada diluicdo foi semada em agar BHI (Brain
Heart Infusion — NEOGEN Corporation) em duplicata, as placas foram incubadas a
37°C por 24 horas, com as aliquotas de 0, 24 e 48 horas dos testes em meio liquido.

Deste modo, procedeu-se a contagem das colbnias formadas (Figura 1).
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Figura 1 - Diluicdo para contagem das unidades formadoras de coldnia

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

1mL £22

0
102
104

Incubagdo por
24 horas
Isolado Contagem das col8nias
bacteriano
Fonte: Autoria propria.

4.10 - Teste ecotoxicolégico

4.10.1 - Fitotoxicidade com sementes de Lactuca satica em placa

A toxicidade da solucao tratada e néo tratada foi estimada por ensaio com
raizes de alface Lactuca satica, por serem ecoldgica e economicamente viaveis, além
de serem de facil obtencdo (ANDRADE, 2010). Dez (10) sementes de alface foram
depositadas sobre papel de filtro umedecido com 5 mL da solucdo tratada e néo
tratada dos corantes. Os testes foram realizados em duplicata. Como controle
negativo utilizou-se 4gua destilada estéril. Os experimentos foram conduzidos durante
7 dias (Anexo).

ApoOs este periodo, foram mensurados de crescimento médio das raizes (cm),
indice Relativo de Crescimento (ICR) e indice de Germinacéo (IG). O grau de
toxicidade da amostra foi avaliado pelo indice de germinacéo (IG), que é a relacéo
entre o comprimento médio das sementes, expressado pelo indice de Crescimento
Relativo (ICR) e a média de sementes que germinaram.

O ICR é o crescimento meédio da radicula no periodo do experimento. Segundo
a ASTM (2003), para um indice de germinacdo ser considerado como oOtimo, deve
possui valores acima de 55%. O indice de crescimento da radicula € dado pela

Equacao 2 e o indice de germinacgéo € dado pela Equacéo 3 (OLIVEIRA et al., 2010).
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Equacao 2 - indice de crescimento da radicula

ICR = CRA
~ CRC

Fonte: OLIVEIRA et al. (2010).

Equacao 3 - indice de germinacéo

16 = ICRx 22 4 100
=X Sev X

Fonte: OLIVEIRA et al. (2010).

Onde: CRA — é o crescimento da radicula na amostra; CRC — é o crescimento
da radicula no controle negativo; SGA — € o nimero de sementes que germinaram na

amostra; SGC — € o niumero de sementes que germinaram no controle.

4.10.2 - Fitoxicidade com Lactuca sativa em substrato

Os testes de fitotoxicidade foram conduzidos para avaliar a toxicidade do
tratamentodo corante tratado em sementes de L. sativa. Os testes de fitotoxicidade
foram conduzidos utilizando o protocolo sugerido por Ayed et al. (2011). Para tanto, o
substrato (terra vegetal) foi distribuido em copos descartaveis de 80 mL e 3 sementes
de alface distribuidas a um centimetro de profundidade, com irrigacdo constante (uma
vez ao dia) com solugdo de corantes tratados e ndo tratados pelos isolados
bacterianos em um periodo de 14 dias. O ensaio foi mantido a temperatura ambiente,
com fotoperiodo de 12 horas (Anexo).

Para a avaliacdo de cada tratamento foram contadas as plantulas que
germinaram. A toxicidade foi determinada comparando o numero de plantulas
germinadas dos tratamentos em relacdo ao controle. Assim como também, foi
considerado o tempo de germinacdo, avaliando o retardamento do crescimento e a
fisiologia das mesmas (RAMOS, 2018).

4.10.3 - Ensaio de microtoxicidade

Isolados de Escherichia coli e Salmonella sp. foram utilizados nos testes de
verificacdo de toxicidade nas solugdes de corante tratadas e ndo tratadas. Os isolados
foram semeados em meio BHI agar contendo as mesmas concentragdes dos corantes

utilizados nos testes de descoloracdo. Também foi preparado meio de cultura
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contendo o corante tratado. As placas foram incubadas a 37°C e o crescimento celular

foi observado visualmente (Anexo).

4.11 - Andlises estatisticas

Andlise de variancia (one-way ANOVA) foi conduzida para avaliar a diferenca
estatistica entre os tratamentos, com valores de P < 0.05. Foi realizado também o

Teste Tukey para comparagdo das médias.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado deste trabalho sera apresentado em forma de artigo cientifico.

BIODESCOLORACAO DOS CORANTES AZUL DE METILENO E CRISTAL
VIOLETA POR ISOLADOS DE BACILLUS E PSEUDOMONAS DE ORIGEM
AMBIENTAL

RESUMO

Grandes gquantidades de corantes téxicos provenientes de efluentes téxteis séo
descartados em sistema de agua natural, levando a alteracdes na flora e fauna
aquética, além de efeitos nocivos ao homem. Diversos processos podem ser utilizados
para a remocao destes corantes, contudo, a busca por tecnologias ecologicamente
corretas e econdmicas € constante. Assim, este trabalho visou testar isolados de
Bacillus sp. e Pseudomonas sp. produtores de lacase na biodegradacédo de corantes
téxteis. Os ensaios foram realizados com 4 isolados bacterianos identificados
genotipicamente pertencentes aos géneros Bacillus sp. (isolados A7, A8 e CA) e
Pseudomonas sp. (A5). Foram testados os corantes (50 e 100 mg L) e cristal violeta
(0,0125 e 0,025 mg L) em meio de cultura e incubacéo de 24 e 48 horas. Todos
isolados produziram a enzima lacase nas concentragbes de 102 a 110 U.mL?
calculado pela oxidacdo de ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico). Todos os isolados apresentaram eficiéncia na degradacao dos corantes,
variando de 85% para o corante azul de metileno a 93,14% para o corante cristal
violeta. A banda espectral do UV-VIS foi deslocado quando comparado o corante
tratado e néo tratado pelos isolados bacterianos. Os testes de citotoxicidade utilizando
Escherichia coli revelou a perda da sensibilidade ao corante, enquanto no teste de
fitotoxicidade ndo houve diferenca nos resultados dos corantes tratados quando este
foi tratado. Os melhores isolados avaliados nos testes foram os pertencentes ao
género Bacillus sp.

Palavras chave: Biodescoloracdo. Biodetoxificagdo. Isolados bacterianos. Azul de
metileno. Cristal violeta.

Introducéo

Nas dltimas décadas, o uso de corantes sintéticos tem aumentado

consideravelmente em diversos setores industriai, como matéria prima na producao
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de tintas, alimentos, cosméticos, papel, com destaque para a induastria téxtil
(MURUGESAN et al.,, 2007; SARATALE et al, 2013). Os efluentes téxteis
impropriamente descartados em corpos de agua podem afetar as caracteristicas
fisico-quimicas, e limitando a passagem de radiacdo solar diminuindo a atividade
fotossintética natural, provocando assim alteracfes na biota aquatica e originando
toxicidade aguda e cronica desses ecossistemas assim, poluir a meio aquético (DAI
et al., 2016; SARATALE et al., 2013).

Azul de metileno € um corante catidnico que possui uma variedade de
aplicacOes, desde tingimento de algodao, Ias e papel até tinturas para cabelos (LIU et
al., 2012). Além de sua aplicacdo extensiva, este corante apresenta em sua
composicdo a estrutura da fenotiazina, composto que estd presente em anti-
histaminicos e antipsicoticos (FABRICIO et al., 2010), intensificando seu efeito toxico
causado sobre a biota aquatica e aos seres humanos.

O cristal violeta, também conhecido como violeta basico 3, violeta genciana ou
violeta de metila 10B, pertence ao grupo dos triariimetanos e pode ser usado para
diversos fins, incluindo a coloracao roxo em algoddo e seda na industria téxtil e em
tintas de impresséo (MITTAL et al., 2010). Segundo Chakraborty (2011), este corante
€ apontado como cancerigeno e acarreta numerosos danos aos seres Vivos.

Diversas técnicas estao disponiveis na literatura para descoloragcédo das aguas
de rejeito com corantes téxteis, envolvendo principalmente os processos de adsorcao,
precipitacdo, degradacao quimica, eletroquimica, fotoquimica, biodegradacao, entre
outros (YAGUB et al. 2014; WONG et al. 2007; MAHMOODI et al., 2011). Embora
estes processos sdo relativamente eficientes na remocao de varios corantes, sua
aplicacao néo é rentavel ou eficiente em termos energéticos (ESLAMI et al. 2019).

Portanto, o uso isolado ou em consorcio de microrganismos especificos para a
decomposicdo de um contaminante € um método biol6gico que ndo requer produtos
quimicos, relativamente eficiente, ecologicamente correto e econdmico, quando
comparado com demais métodos (OLLER et al., 2011; POPLI e PATEL, 2015; SOLIS
etal., 2012; KHAN et al., 2013; AYED et al., 2011; SARATALE et al., 2011; TAVARES
et al., 2009; YANG et al., 2009).

Muitos microrganismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras e algas, séo
capazes de degradar, absorver por biomassa (viva ou morta) e bioacumular diversos
tipos de corantes, com eficacia depende de compatibilidade (POPLI e PATEL, 2015;
ESLAMI et al.,, 2019). Diversos isolados bacterianos tém sido reportados como
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eficientes degradadores de corantes téxteis, destacando os géneros Bacillus sp.
(JAISWAL et al.,, 2014; LI et al., 2015; KARIM et al.,, 2018), Pseudomonas sp.
(KALYANI et al., 2012; SURWASE et al., 2013; BORAN et al., 2019), Aeromonas sp.
(CHEN et al., 2003), Citrobacter sp. (OH et al., 2011), entre outros. Os metabdlitos
provenientes da degradacgé&o bacteriana podem apresentar menor toxicidade quando
comparado com a 4gua de efluente néo tratada.

Diversos estudos sobre a descoloracdo e degradacdo de corantes téxteis tém
indicado o envolvimento de varias enzimas extracelulares redutoras, como a
azoredutase e enzimas oxidativas, como lacase, tirosinase, lignina e peroxidases de
manganés (FU e VIRARAGHAVAN, 2001).

Embora sendo uma metodologia promissora, as exigéncias metabdlicas de
microrganismos sao complexas, impedindo a sua utilizacdo para a remediacao de
enorme quantidade de &guas residuais de industrias téxteis, sendo necessario
isolamento constante de microrganismos adaptados ao ambiente de isolamento
(KARIM et al., 2018).

Dentro desse contexto e baseado no destague de novas tecnologias o
tratamento desse tipo de efluentes téxteis, este trabalho avaliou o potencial de
biodegradagdo dos corantes azul de metileno e cristal violeta, por isolados de

Pseudomonas e Bacillus provenientes do ambiente.

Materiais e Métodos
Corante téxtil

A solugéo estoque do corante azul de metileno (IMPEX) e cristal violeta
(LABORCLIN) foi preparada pela dissolu¢cdo do corante em agua deionizada na
concentracdo de 500 mg.L* e 0,1 mg L, respectivamente. Todas as solucdes foram
preparadas com agua deionizada e esterilizadas por filtracdo em membranas de
poliestireno 0,22 um (Millipore®). A concentragao final dos corantes empregados nos
ensaios foram 50 e 100 mg L para o azul de metileno, e 0,0125 e 0,025 mg L para

o cristal violeta.

Varredura espectral dos corantes téxteis
A varredura espectral para testar a estabilidade do corante em meio de cultura

BHI caldo (Brain Heart Infusion — NEOGEN Corporation) foi realizada em
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espectrofotdmetro ultravioleta visivel em densidade oOptica de 200 a 600 nm (Libra -
Biochrom S60). Os testes foram realizados em duplicata (SANTOS (2011).
Screening bacteriano para degradacgéo de corante

Neste estudo foram analisados 15 isolados bacterianos provenientes de cupins,
sendo sugestivos para producédo de lacase. Estes isolados pertencem Laboratoério de
Microbiologia Basica e Aplicada (LaMBA) da UTFPR. Os isolados foram semeados na
superficie de meio de cultura BHI agar acrescido de concentracfes crescentes dos
corantes: 50 e 100 mg L™* para o azul de metileno; 0,0125 e 0,025 mg L para o cristal
violeta. As placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas, sendo observada alteragdes
na coloracdo das colonias ou descoloracao do meio.

Estes isolados e Escherichia coli sensivel aos corantes azul de metileno e

cristal violeta estavam estocados em glicerol a -20°C.

Identificacdo dos isolados selecionados

Isolados bacterianos capazes de crescer profusamente nas concentracdes de
corantes azul de metileno e cristal violeta, foram validados como descolorante
promissora e foram identificados genotipicamente. Para tanto, o DNA total foi extraido
pela técnica da fervura (YOST; NATTRESS, 2000). A identificacdo genotipica dos
isolados foi realizada pela andlise do sequenciamento da regido 16S do DNA
ribossomal. Inicialmente foi realizada a amplificacéo da regido 16S rDNA pela técnica
de PCR utilizando o oligonucleotideo F 27 (5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e R
1492 (5 GGTTACCTTGTTACGACTTS3’). Todas as reacdes foram realizadas em
termociclador (Biosystems), em um volume final de 20 uL, contendo 10 uL DNA, 1,0
U Taq DNA polimerase (Invitrogen), 10X Tampéao da Taq, 2,5mM de MgCI2, 0,17mM
de cada dNTP, 1 pmol de cada oligonucleotideo iniciador. A condi¢cdo de hibridacéo
utilizada foi de 55°C por 1 minuto (DEVEREUX; WILLIS, 1995).

Os produtos da amplificagdo da PCR foram encaminhados para empresa
especializada em sequenciamento ATCGene Andlises Moleculares LTDA. As
sequéncias geradas foram submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos,
com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank acessado pelo NCBI
(“National Center for Biotecnology Information”). A ferramenta utilizada para esta

consulta foi o BLAST local - “Basic Local Alignment Search Tools”.
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Experimento de biodegradacéao

Os experimentos de biodegradacéo seguiu metodologia descrita por KONISHI
et al. (1997) e Eichlerova et al. (2007), com modifica¢cbes. Para tanto, 150 mL de caldo
Brain Heart Infusion (BHI) foi adicionado das concentracfes de corante descritas
anteriormente e o indculo bacteriano de aproximadamente 1 x 106 UFC.mL™. A cultura
foi incubada no escuro, sob agitacao de 180 rpm, a 37°C por 48 horas.

Aliguotas do sobrenadante foram retiradas apdés 0, 24 e 48 horas de
incubacédo, e as células foram removidas por centrifugacdo a 6.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi mensurado em espectrofotometro UV/VIS, no
comprimento de onda especifico para cada corante (determinada nas analises
anteriores).

A percentagem de descoloracdo do corante foi calculada como a formula:
descoloracao (%) = [(Ai-At) / Ai] x 100 onde, Ai: absorbancia inicial do corante, At:
absorbéancia do corante nos intervalos de tempo. Cada experimento de descoloracao
foi realizado em triplicata e a média das porcentagens de descoloracdo foram
relatadas (ESMAEILI e KALANTARI, 2012).

O controle negativo (reacdo da mistura sem bactéria) foi realizado como
referéncia para comparar a percentagem de descoloracdo das amostras tratadas.
Cada experimento de descoloracdo foi realizado em duplicata e a média das
porcentagens de descoloracao foram relatadas.

A contagem de células foi realizada pela técnica de contagem de unidade

formadora de colonia (UFC).

Determinacéo da Atividade de Lacase

As colbnias selecionadas foram cultivadas em BHI caldo, incubadas sob a
37°C, por 24 h sob agitacao de 180 rpm. Em seguida, as células foram removidas por
centrifugagéo a 9.000 rpm por 20 min, e o0 sobrenadante foi recolhido e utilizado como
enzima extracelular bruta (SHEIKHI et al., 2012).

A atividade da lacase foi determinada usando o ABTS como substrato
(MONGKOLTHANARUK et al., 2012). A mistura reacional consistiu de 0,5 mL de
ABTS (5 mM) em tampé&o acetato (pH = 6,2) e 0,5 mL de enzima extracelular bruta. A
oxidacdo do ABTS foi avaliada pelo aumento na absorbancia DO420 nm (€420 = 36.000

/ M cm). Uma unidade de atividade de lacase foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para oxidar 1 pumol de ABTS / min. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

Teste de citotoxicidade

Para os testes de citotoxicidade, o sobrenadante obtido a partir das culturas de
meios liquidos contendo corante, ap0s 24 e 48 horas de incubacéo, foram filtrados
através de membrana de poliestireno 0,22 um (Millipore®), e utilizadas nos ensaios
toxicoldgicos. Meio BHI agar foi preparado com o corante tratado e nédo tratado,
seguido de inoculo de Escherichia coli sensivel aos corantes azul de metileno e cristal
violeta. O crescimento celular foi verificado apés incubacao de 24 hs a 37°C.

Teste de fitotoxicidade

O teste de fitotoxicidade foi realizado com sementes de Lactuca sativa, em
papel de filtro (SILVA, 2013) e em substrato (terra) (AYED et al., 2011). Solucdo de
corante tratada e nao tratada, umedeceram papel de filtro ou serviu de irrigacdo para
3-10 sementes de alface em substrato. O material foi mantido a 25°C com fotoperiodo
de 12 horas. Apo6s o periodo de exposicdo, foi observado se as plantulas exibiam
algum sinal de crescimento anormal como: apices radiculares necrosados, pelos
absorventes pouco desenvolvidos, radiculas com crescimento enrolado, necrose nos
cotilédones, etc.), como indicado por Silva (2013). As autoras esclarecem que a
necrose é evidenciada por manchas localizadas de coloracdo parda, branca ou
marrom. Em seguida, fez-se a contagem das sementes germinadas, usando como
critério de germinacdo o surgimento visivel da radicula, e a medicdo (mm) de

hipocotilos e radiculas das plantulas.

Analise estatistica
Foram aplicados os testes de analise de variancia (one-way ANOVA) para
avaliar a diferenca estatistica entre os tratamentos, com valores de P < 0,05 e também

os Teste Tukey para comparagdo das médias.
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Resultados e Discussao

Identificagdo e Screening de isolados bacterianos degradadores de corantes

A fim de selecionar bactérias descolorantes de corantes téxteis, um total de 15
isolados bacterianos sugestivos de producdo de lacase foram rastreadas a partir de
inoculos feitos em BHI agar suplementado com corante azul de metileno e cristal
violeta. Baseado em crescimento vigoroso e alteracdo de coloracdo da colbnia e a
presenca de uma zona de descoloracdo ao redor desta, foram selecionados quatro
isolados bacterianos designados por CA, A5, A7 e A8.

As caracteristicas morfologicas dos isolados e a analise comparativa da
sequéncia 16S rDNA mostraram que os isolados estavam préximos aos membros do
género Bacillus (CA, A7 e A8) e Pseudomonas (A5), com 48% e 60% de identidade,
respectivamente. No entanto, a anélise genotipica nao foi suficiente para identificar ao
nivel de espécie.

Durante o processo de triagem, observamos que estes isolados alteraram a cor
do corante ao redor da colbénia ou da propria colénia. O melhor desenvolvimento dos
isolados ocorreu na concentracdo de 50 mg L do corante azul de metileno, sendo
que apos 24 horas de incubacao ja podia se observar um halo esbranquicado ao redor
da colbnia, sendo intensificado e confirmado com 48 horas de incubagcdo, com todos
os isolados bacterianos. Ja na concentracdo de 100 mg L destacaram os isolados
CA e A8, apresentando maior desenvolvimento colonial.

Em contrapartida, com o corante cristal violeta observamos maior halo de
degradacéao pelo isolado CA, na concentracdo de 0,0125 mg/L. Os demais isolados
apresentaram as coldnias na cor do corante, como se tivessem absorvido a cor do
meio.

De acordo com Chen et al. (2003) a perda de cor ao redor da colénia € indicativo
de degradacdo do corante, ja a alteracdo da coloracdo da colbnia é indicativo de
processo de absor¢do. Assim, como nossos isolados mantiveram a cor original da
colbnia, sugere-se presumivelmente que a descoloragdo do corante € um processo
enzimatico de degradacao de corantes.

Diversos artigos sugerem o isolamento de bactérias a partir de efluentes téxteis
e agua contaminada, com potencial para descoloracéo de corantes (KHADIJAH, LEE
& FAIZ, 2009; POKHARIA & AHLUWALIA, 2013). Em nosso trabalho, os isolados

foram provenientes de cupim (dados ndo apresentados), enfatizando que bactérias


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6015751/#ref-15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6015751/#ref-15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6015751/#ref-29
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provenientes de diversos ambientes apresentam potencial nos processos de
biodegradagao.

Determinacéo da absorcdo maxima (Amax)

Absor¢cdo maxima da mistura de corantes com o meio de cultura BHI foram
determinados em meio de descoloracdo através da digitalizacdo absorcdo de luz
dentro da faixa visivel (200 a 1000 nm) em intervalos de 10 nm usando
espectrofotometro UV-Vis. O comprimento de onda que reflete a maior densidade
Optica foi considerado como 0 seu maximo comprimento de onda (Amax), sendo o
Amax de 290nm e 630 nm para azul de metileno e 310 nm para cristal violeta, para
ambas concentragdes de corantes testados 50 e 100 mg L para o azul de metileno,
e 0,0125 e 0,025 mg L.

ApoOs o indculo bacteriano dos isolados de Bacillus sp. e Pseudomonas sp. no
meio de cultura contendo corante, houve alteragéo na banda espectral (Figura 2),
mostrando assim que houve degradacdo dos corantes azul de metileno (Amax 600
nm) e cristal violeta (Amax 400). Ambos corantes (azul de metileno e cristal violeta)
séo de natureza catidnica.

Os espectros de azul de metileno em solucdes diluidas apresentam banda
méaxima em aproximadamente 670 nm, correspondente & forma monomérica do
corante, e em um ombro em torno de 610 nm, corresponde a uma transi¢cdo do
acoplamento vibracional, caracteristico do corante, a medida que a concentragcao
aumenta, aumenta também e de forma gradativa, uma banda em torno de 605 nm, o
que corresponde as formas agregadas (NEUMANN et al., 2000).

J& o cristal violeta apresenta varios equilibrios de protonac¢éo, quando o pH esta
préximo de 7 os atomos de nitrogénio estdo desprotonados, pois foram liberados para
a solucéo, situacdo em que o corante apresenta uma carga positiva, coloragao violeta

e um maximo de absor¢do em 589 nm (GOES, 2013).
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Figura 2— Curva espectral dos corantes (A) Azul de metileno (100 mg/L) e
(B) Cristal violeta (0,025 mg/L) antes e apés tratamento de 48 horas com os isolados A5, A7, A8 e
CA.

Descoloracao de corante por Pseudomonas e Bacillus

A producédo de lacase foi mensurada pela oxidacédo do reagente ABTS em pH
6,5. Todos os isolados apresentaram valores de 102 a 110 U.mL™! de lacase. Diversos
trabalhos tém mostrado que bactérias produtoras de enzimas lignoliticas tem a
capacidade de degradar os corantes de industria téxtil (KALYANI et al., 2008; 10, 17].
Dentre estas enzimas destaca-se a lacase, por romper anéis aromaticos, presentes
na molécula do azul de metileno e no cristal violeta (BARANCELLI et al. (2005);
FERREIRA-LEITAO et al. (2007); SANTOS et al. (2005) e BERTOLINI E FUNGARO
(2011), através de duas etapas de transferéncia de elétrons em na presencga de
oxigénio molecular (NAGAI et al., 2002).
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Abo-State et al. (2011) também associaram o processo de descoloracdo do
meio de cultura com azul de metileno a acdo da enzima lacase bacteriana.

As Figuras 3 e 4 mostram as taxas de remocao dos corantes azul de metileno
e cristal violeta, respectivamente, pelos isolados bacterianos em diferentes tempos de
incubacao sob condic¢des toxicas.

Para o corante azul de metileno (Figura 3), a melhor eficiéncia de remocéo de
todos os isolados testados foi apds 48 de incubac&o na maior concentracéo do corante
(100 mg.Lt). Destaque dado ao isolado A5 que apresentou 85% de remocéo do
corante ap0s 48 horas e ao isolado A7 que apresentou eficiéncia proximo de 50% com
24 horas de incubacdo. Ressaltamos que para os isolados A7, A8 e CA ja
apresentaram percentuais de remocdo do corante apéds adicdo do proprio
microrganismo, no tempo zero. Estes dados podem refletir a presenca de lacase
proveniente do meio de cultura, ou absor¢édo do corante pela prépria célula bactéria
(viva ou morta).

Era esperado que a maior eficiéncia de descoloracdo ocorresse com a menor
concentracdo de corante (100 mg.L?), contudo essa eficiencia ndo foi observada.
Esse fato foi confirmado pela diferenca significativa entre as eficiéncias de remocao
de corante em diferentes concentrac¢des (p <0,001).

Pela andlise estatistica, o melhor isolado foi o A5, considerando-se o corante
em ambas as concencentracdes, com eficiéncia de 60% para 50 mg/L e 82% para
100 mg/L.

Os valores de UFC corroboraram com a eficiéncia de descoloracdo para os
isolados A5 e CA, para os demais isolados e concentracdes de corantes ndo houve
correlacéo no crescimento populacional celular com o percentual de remocéo. Ainda,
alguns isolados, como A7 e A8 apresentaram um decréscimo no crescimento celular
apos 24 horas de incubacao. Este fato pode estar relacionado a ligacdo do corante a
sitios anidnicos da membrana bacteriana, substituindo os céations divalentes, e
danificando a parede celular, afetando o crescimento e desenvolvimento dos isolados
(LIU E SUN, 2008).
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Figura 3 — Taxa de descoloracéo dos isolados bacterianos dos géneros Bacillus (CA, A7 e A8) e
Pseudomonas (A5) e contagem de Unidade Formadora de Colénia (UFC) em 0, 24 e 48 horas nas
concentracdes de 50 (esquerda) e 100 (direita) mg/L do corante azul de metileno.

A Figura 4 apresenta a eficiéncia de descoloracdo dos isolados testados frente
ao corante cristal violeta nas concentracées de 0,0125 e 0,025 mg/L. Os isolados
apresentaram comportamento semelhante ao corante azul de metileno, onde a maior
taxa de eficiéncia ocorreu na maior concentragdo de corante. Excecao ao isolado A7,

que apresentou boa eficiencia também na menor concentracdo do agente quimico.
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O crescimento microbiano também foi semelhante, ou seja, a quantidade de
célula ndo esté correlacionada a eficiencia de degradacgéo do corante. Ainda, o tempo
zero aprsentou boa eficiencia para os isolados A7, A8 e CA, dependendo da
concentracdo do corante textil. Para a concentracdo de 0,0125 mg/L os isolados A7 e
A8 também apresentaram melhores resultados, com P<0,01 e para a concentracdo
de 0,025 mg/L foram os isolados A7, A8 e CA. No Teste Tukey o isolado A7 se
destacou, com eficiéncia de 91,28% para 0,0125 mg/L e 93,14% para 0,025 mg/L.

O crescimento bacteriano € um processo complexo associado a varias reacdes
anabdlicas e catabdlicas, resultando em divisédo celular (ROY et al., 2018). Como a
hipotese da taxa de crescimento prevé correlacbes positivas entre o contetdo de
RNA, conteudo de fosforo e biomassa, essas relacfes tém sido usadas para assumir

padrdes de atividade microbiana e reciclagem de nutrientes (FRANKLIN et al., 2011).
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Figura 4 — Taxa de descoloracéo dos isolados bacterianos dos generos Bacillus (CA, A7 e A8) e
Pseudomonas (A5) e contagem de Unidade Formadora de Col6nia (UFC) em 0, 24 e 48 horas nas
concentracdes de 0,0125 (esquerda) e 0,025 mg/L (direita) mg/L do corante cristal violeta.

O efeito da concentragdo de corante no crescimento desempenha um papel
importante na escolha dos microrganismos a serem usados na biorremediacédo de
aguas residuais de corantes, por exemplo, altas concentra¢cdes podem reduzir a
eficiéncia de degradacéo devido ao efeito téxico dos corantes (KHEHRA et al., 2006).

Além disso, a concentracao inicial de corante fornece uma for¢ca motriz essencial para
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superar toda a resisténcia de transferéncia de massa do corante entre as fases sélida
e aquosa (PARSHETTI et al., 2006).

Segundo Ayed et al. (2011), a descoloracéo de 500 mg.L* de cristal violeta por
Bacillus sp. foi completa ap6s 2,5 h de incubagéo, diminuindo consideravelmente em
concentracbes maiores. A capacidade de remoc¢do do corante também afetada pelo
tamanho do in6culo bacteriano, onde ocorreu 100% de degradacgéo quando se utilizou
10% de indculo. Zabtocka-Godlewska, Przystas e Grabinska-Sota (2015) também
relacionaram a eficiéncia da descoloracéo do corante verde brilhante com o0 aumento
do in6culo de Klebsiella. Contudo, esses dados contradizem aos observados em
nossos resultados, onde as concentragbes maiores de corante teve melhores
resultados de eficiéncia de descoloracao, i.e., a eficiéncia da remocao do corante nao
foi afetada nem pela concentracdo nem pelo tamanho do in6culo de Bacillus e
Pseudomonas. Ainda, os isolados do género Bacillus foram os que melhor
apresentaram resultados, corroborando com estudos desenvolvidos por Dawkar et al.
(2008) e Cheriaa et al. (2012), onde sugerem que este género bacteriano é um bom
indicador de descoloracéo, podendo ser eficaz no tratamento de efluentes téxteis.

O efluente téxtil € uma mistura de varios corantes, portanto, € necessario
explorar a capacidade dos isolados de descolorir misturas de corantes. NOsSS0s
resultados mostraram que os isolados de Bacillus sp. A7, A8 e CA foram os que
apresentaram resultados promissores em relacdo a degradacdo dos corantes cristal
violeta e azul de metileno.

A diminuicdo na absorvancia ou desaparecimento do pico de absorbancia no
Amax do corante € indicativo de biodegradacao devido ao metabolismo microbiano
(NOVOTNY, 2004). Este fato foi confirmado em nosso estudo, onde as bandas
espectrais dos corantes azul de metileno e cristal violeta deslocou e diminuiu a
absorbancia apés o processo de biodegradacdo (Figura 2). Todos os isolados
testados induziram ao mesmo perfil espectral dos corantes, corroborando com os

dados obtidos no percentual da taxa de descoloragéo.

Teste de citotoxicidade e fitotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado com isolados previamente selecionados
guanto a sensibilidade aos corantes azul de metileno e cristal violeta. A bactéria
Escherichia coli apresentou-se sensivel aos corantes ndo tratados presente no meio

de cultura. Ja, quando utilizamos os corantes apés tratamento com os isolados de
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Bacillus sp. e Pseudomonas sp., obtivemos crescimento de E. coli em todos os tempos
e concentragOes testadas. Esses dados e os valores de varredura espectral dos
corantes tratados, intensificam nossos resultados de que houve a degradacédo dos
corantes, com alteracdo de sua estrutura molecular, tornando-se menos citotoxico.

Contudo, ndo obtivemos resultados satisfatorios nos testes de fitotoxicidade,
quanto a avaliacdo de germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa), em
nenhum doas metodologias testadas. Uma hipGtese € que o tamanho pequeno e
massa das sementes refletem em baixa quantidade de endosperma disponivel,
mecanismo que € responsavel pela resisténcia de germinacdo em condi¢cdes nao
favoraveis (RIBEIRO, 2013).

O grau de toxicidade e efeitos carcinogénico dos corantes téxteis € ocasionado
pelo fato que é comum a fabricacdo com base em agentes cancerigenos, bem como
benzidina, naftaleno e demais compostos arométicos (NASCIMENTO et al., 2011).
Sobrero e Ronco (2008) explanam que efeitos toxicos de certos corantes sobre
estrutura vegetal, pode inibir a germinacdo ou causar alteracbes ao nivel
cromossomal.

Demais estudos sdo necessarios, principalmente para verificar a toxicidade
com relacdo a descoloragdo, porque os materiais descorados podem permanecer
toxicos, a menos que o produto permaneca nas células (PANDEY e UPADHYAY,

2010).

Concluséo

Concluimos que a utilizacédo de bactérias para o tratamento de efluentes téxteis
contaminados com o corante azul de metileno e cristal violeta além de ser uma solucao
promissora, possui eficiéncia, baixo custo e biodegradacao/biodescoloracdo rapida.
Foram identificados por PCR 4 isolados bacterianos pertencentes aos géneros
Bacillus sp. e Pseudomonas sp., apresentando taxas maximas de descoloracdo de
93,14%. A quantificacdo da enzima lacase nao influenciou na maior taxa de
descoloracédo, mostrando que esse processo € isolado-dependente. Todos os isolados
testados mostraram resultados positivos, apresentando potencial utilizacdo no

tratamento de efluentes téxteis.
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6 - CONCLUSAO GERAL

Apés a avaliagdo da degradacdo e descoloragdo, pode-se concluir que a
utilizacao de microrganismos, como os isolados bacterianos produtores de lacase A5,
A7, A8 e CA é uma alternativa viavel por apresentar eficiéncia comprovada em um
periodo de 48 horas, mostrando-se promissores na aplicacdo em efluentes téxteis
com corantes azul de metileno e cristal violeta e deste modo barateando o processo
no tratamento para o atendimento das legisla¢cées ambientais vigentes.

Na andlise de fitotoxicidade da solucdo tratada e nédo tratada dos corantes
téxteis com o0s ensaios de alface Lactuca satica os resultados mostraram que ambos
corantes permaneceram toxicos, pois houve crescimento das sementes apenas nos
controles os quais eram regados com agua destilada;

Quanto a microtoxicidade da solucéo tratada e néo tratada pelos corantes azul
de metileno e cristal violeta por meio de ensaios com Escherichia coli mostrou
sensibilidade em ambos corantes néo tratado e resisténcia aos corantes em todas as
concentracOes testadas, quando submetida as solucbes tratadas pelos isolados
bacterianos A5, A7, A8 e CA, deste modo comprovando que apdés tratamento
confirmou-se a nédo citoxicidade.

De acordo com as analises estatisticas o isolado que melhor se adaptou com o
corante téxtil azul de metileno para as concentracdes testadas foi o isolado bacteriano
A5 e para o corante cristal violeta foi o isolado A7, contudo o0s outros isolados também

mostraram eficiéncia na degradacao e descoloracao dos corantes.
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Screening do crescimento dos isolados CA, A5, A7 e em meio sélido pos 48 horas no corante Azul
de metileno - A) Concentracéo 50 mg/L; B) Concentracdo 100 mg/L. Destaque para o halo
esbranquicado ao redor das colonias, indicando degradac¢éo do corante.

Screening do crescimento dos isolados CA, A5, A7 e em meio sélido pds 48 horas no corante cristal
violeta A) Concentracao 0,0125 mg/L; B) Concentracao 0,025 mg/L. Observar o halo esbranquicado
ao redor das colbnias e alteracédo da coloracdo das colonias, indicando degradacdo do corante.
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EPEC | EHEC

50,0125 mg/L CA 0,0125 mg/L

—— - e
A5 0,025 mg/L A7 0,025 mg/L
Screening dos isolados sensiveis aos corantes azul de metileno néo tratados e tradados. Destaque

para o ndo crescimento do isolado EPEC (seta) (B) no corante sem tratamento e crescimento nos
demais meios contendo corantes apds tratamento (seta) (C).
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Screening dos isolados sensiveis aos corantes cristal violeta no tratados e tradados. Destaque para o

ndo crescimento do isolado EPEC (seta) (B) no corante sem tratamento e crescimento nos demais
meios contendo corantes apds tratamento (seta) (C).
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Crescimento das sementes de alface Lactuca sativa: A) Crescimento somente do controle em placa
de Petri; B) Crescimento somente no controle em terra vegetal. Nao houve germinacdo das sementes
nos corantes nao tratados e tratados.



